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RESUMO

OLINDA, A. S. Associacao entre a metilacdo do gene NR3C1 e a sindrome
metabodlica em adultos atendidos pelo SUS. 2022. 83f. Dissertacdo (Mestrado em
Biotecnologia) — Programa de POs-Graduacdo em Biotecnologia, UFES, Espirito
Santo. Brasil.

A sindrome metabdlica (SM) se caracteriza por um conjunto de fatores de risco, como
excesso de gordura abdominal, baixos niveis de colesterol HDL, triglicerideos
elevados, pressao arterial alta e glicose elevada. Devido a sua complexidade e suas
caracteristicas multifatoriais, além dos fatores ambientais, a genética e a epigenética
também podem estar envolvidas no desenvolvimento da sindrome metabdlica. Diante
disso, o objetivo desse trabalho foi avaliar os fatores determinantes para SM e o0s
niveis de metilacdo na regido promotora (1F) do gene NR3C1 e investigar sua relacéo
com a sindrome metabdlica, em usuérios do sistema Unico de saude (SUS) de Alegre
— Espirito Santo (ES). Assim, foi realizado um estudo transversal com 353 voluntarios
atendidos pelo SUS. A coleta de dados foi realizada por meio de um questionario de
avaliacdo socioecondmica, estilo de vida e condicbes de saude. Também foram
coletados dados antropométricos, medidas de pressao arterial e amostras de sangue
para analises bioquimicas e moleculares. O DNA extraido foi amplificado por reacao
em cadeia da polimerase (PCR) e em seguida submetido ao pirosequenciamento para
determinacdo do perfil de metilacdo do gene NR3C1. De acordo com a analise
multivariada de Poisson com variancia robusta os fatores determinantes para
sindrome metabdlica (p<0,05) foram a gordura corporal, colesterol VLDL e a metilacdo
nas CpGs 6, 8, 10 e 12 do gene NR3C1. Além disso, a prevaléncia de sindrome
metabdlica na amostra foi de 23,22%. Os dados encontrados nessa pesquisa
reforcam o possivel envolvimento epigenético do gene NR3C1 com a sindrome
metabolica.

Palavras-chave: Epigenética. Sindrome metabdlica. Metilagdo. NR3CL1.

Pirosequenciamento.



ASSOCIATION BETWEEN NR3C1 GENE METHYLATION AND METABOLIC
SYNDROME IN ADULTS ASSISTED BY SUS

ABSTRACT

OLINDA, A. S. Association between NR3C1 gene methylation and metabolic
syndrome in adults assisted by SUS. 2022. 83f. Dissertation (Master in
Biotechnology) - Postgraduation Biotechnological Programme, UFES, Espirito Santo.
Brazil.

Metabolic syndrome (MS) is characterized by a set of risk factors, such as excess
abdominal fat, low HDL cholesterol levels, high triglycerides, high blood pressure and
high glucose. Due to its complexity and multifactorial characteristics, in addition to
environmental factors and genetics, epigenetics may also be involved in the
development of metabolic syndrome. Therefore, the objective of this study was to
evaluate the determining factors of MS and NR3C1 gene methylation in the promoter
region (1F) and to investigate its relationship with SM. Thus, a cross-sectional study
was carried out with 353 adult volunteers assisted by SUS. Data collection was carried
out using a socioeconomic, lifestyle and, health status questionnaire. Anthropometric
data, blood pressure measurements and blood samples were also collected for
biochemical and molecular analyses. The extracted DNA was amplified by polymerase
chain reaction (PCR) and then subjected to pyrosequencing to determine the
methylation profile of the NR3C1 gene. According to Poisson's multivariate analysis
with robust variance, the determining factors for metabolic syndrome (p<0.05) were
body fat, VLDL cholesterol, and methylation in CpGs 6, 8, 10, and 12 of the NR3C1
gene. In addition, the prevalence of metabolic syndrome in the sample was 23.22%.
The data found in this research reinforce the possible epigenetic involvement of the

NR3C1 gene with metabolic syndrome.

Keywords: Epigenetics. Metabolic syndrome. Methylation. NR3C1. Pyrosequencing.
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1 INTRODUCAO

Os primeiros ancestrais humanos, que viveram no periodo Paleolitico, apresentavam
um modo de vida bem diferente do observado atualmente. Para sobreviver eles
cacavam e coletavam os alimentos em diferentes regides, ou seja, tinham uma dieta
rica em proteinas e um alto gasto energético, pois eram némades. Atualmente, o estilo
e 0 modo de vida do homem moderno sdo outros, a alimentacdo € baseada em
alimentos hipercaldricos e, em seu dia a dia, vivem sob constante estresse e praticam
pouca atividade fisica (GOTTLIEB et al., 2008).

Tudo isso devido ao processo acelerado de globalizacdo. Na tentativa de se adaptar
a essa nova realidade, a populacdo mudou drasticamente seus habitos alimentares e
seu estilo de vida. Diante disso, a combinacédo de uma alimentagdo desbalanceada,
uma rotina estressante e a falta de atividade fisica sdo os primeiros passos para o
surgimento de doencas crénicas na populacdo (GOTTLIEB et al., 2008; GUALANO;
TINUCCI, 2011).

Segundo a Biblioteca Virtual em Saude (BRASIL, 2017), a sindrome metabdlica (SM)
€ considerada a doenca da civilizacdo moderna. Ela se caracteriza como excesso de
gordura abdominal, baixa concentracdo de colesterol HDL (lipoproteina de alta
densidade), triglicerideos elevados, pressao arterial alta e glicose elevada (MONTE et
al., 2019; WANG et al., 2020).

Nos ultimos anos a sindrome metabdlica tem despertado o interesse da comunidade
cientifica (FELIX; DA NOBREGA, 2019), dado que, a combinac&o dos seus fatores de
risco aumentam as chances do individuo desenvolver complicacfes cardiovasculares,
acidente vascular cerebral e diabetes mellitus tipo 2 (DMII) (BRASIL, 2017; OLIVEIRA;
BOERY, 2018). No Brasil, as doencas cardiovasculares séo a principal causa de morte
entre os adultos com idade superior a trinta anos (MANSUR; FAVARATO, 2012).

Mesmo sendo alvo de interesse de diversas pesquisas, atualmente ainda é possivel
notar a dificuldade de se estabelecer uma definicdo universal para a sindrome
metabdlica (MONTE et al., 2019). Segundo a | Diretriz Brasileira de Diagndstico e
Tratamento da sindrome metabdlica (2005), existem diferentes definicbes, como, por

exemplo, a definicdo proposta pela Organizacdo Mundial da Saude e pelo Ill Painel
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de Tratamento de Adultos do Programa Nacional de Educacdo sobre Colesterol
(NCEP-ATPIII).

Nas pesquisas publicadas nos ultimos cinco anos, a definicdo mais utilizada é a que
foi proposta pelo NCEP-ATP Ill, que propds que a sindrome metabdlica se caracteriza
pela combinacao de pelo menos trés fatores de risco alterados (MONTE et al., 2019).
Além da definicdo dos fatores de risco, outros pontos que tem despertado o interesse
da comunidade cientifica, sdo a genética e a epigenética, que hoje estdo sendo
utilizadas para complementar a explicacdo do aparecimento de certas doencas na
populacéo (SAMBLAS; MILAGRO; MARTINEZ, 2019).

Existem na literatura, evidéncias sugestivas de que as condi¢cfes de saude, os habitos
e o estilo de vida modulam o genoma humano (SAMBLAS; MILAGRO; MARTINEZ,
2019). A forma como o ser humano vive, sua alimentacéo, suas emocdes, qualidade
de vida e os cuidados recebidos no inicio da vida podem deixar marcas em seu DNA
(BIRD, 2007).

Essas marcas sdo explicadas pela epigenética e seus mecanismos, que se
caracterizam por modificagcbes quimicas na molécula de DNA, sem que ocorram
alteracBes na sequéncia de nucleotideos, mas interferem na expressao génica (BIRD,
2007; DOR; CEDAR, 2018). Um dos mecanismos epigenéticos é a metilagcdo no DNA,
gue atua desregulando a expressdo génica, contribuindo para o surgimento de
doencas mentais, metabdlicas e cancer (ARGENTIERI et al., 2017; TANG; HO, 2007).

Diante disso € possivel afirmar que, além da hereditariedade, a modulagéo
epigenética desempenha um papel fundamental no desenvolvimento das doencas
(TANG; HO, 2007). Neste contexto, alguns estudos iniciaram as investigacdes sobre
a epigenética e a metilacdo de alguns genes, como o NR3C1, como uma possivel
explicacdo para alteracdes metabolicas (ARGENTIERI et al., 2017; OLIVEIRA;
BOERY, 2018). Entretanto, a literatura continua escassa sobre o0 assunto.

Portanto, com o intuito de contribuir com as pesquisas presentes na literatura
relacionadas a metilagdo do DNA com a sindrome metabolica, este trabalho busca
verificar se 0s niveis de metilacdo na regido promotora (1F) do gene NR3C1 estédo

associados com a sindrome metabdlica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Epigenética

Conrad Hall Waddington, bidlogo desenvolvimentista, em 1956 publicou um artigo na
revista Evolution, intitulado “Genetic assimilation of the bithorax phenotype”. Neste
artigo compartilhou pela primeira vez seus pensamentos sobre a heranca de uma
caracteristica “adquirida” em uma populacdo em resposta a um estimulo ambiental,
mencionando pela primeira vez o conceito que hoje conhecemos como epigenética.

Por meio deste artigo ficou conhecido como o pai da epigenética (NOBLE, 2015).

Figura 1: Conrad Hal Waddington.

Fonte: Nature Reviews, Genetics (2002).

Muitos pesquisadores apresentam diferentes definicdes para o termo epigenética, no
entanto, se tratando da palavra, o prefixo “epi” do grego, significa por cima ou acima
de algo, em palavras mais simples podemos dizer que o termo epigenética se refere
as marcas que se localizam sobre a molécula de acido desoxirribonucleico (DNA)
(HENRIQUE; BRAUN PRADO, 2008).

Além da definicdo proposta por Conrad Hall Waddington, outros pesquisadores
formularam algumas definicbes, como, por exemplo, Arthur Riggs e colaboradores
(1996) no livro “Epigenetic Mechanisms of Gene Regulation” que definiram

epigenética como o estudo de mudancas que podem ser herdadas pela mitose e
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meiose e que ndo podem ser explicadas por alteracdes que ocorrem na sequéncia do
DNA (BIRD, 2007).

Outros pesquisadores, como Andrew P. Feinberg, Wan-yee Tang e Shuk-mei Ho,
também propuseram definicbes como a de Arthur Riggs (FEINBERG, 2001; TANG;
HO, 2007). Atualmente, a epigenética traz consigo partes da definicdo elaboradas

pelos pesquisadores citados anteriormente, contudo, algumas novidades surgiram.

Diante disso podemos definir a epigenética como um ramo da genética que estuda as
alteracdes que ocorrem na molécula de DNA, que podem ou néo ser herdadas, e que
nao estdo associadas a alteracfes na sequéncia de nucleotideos que compdem a
molécula de DNA (BIRD, 2007; DOR; CEDAR, 2018).

No entanto, podem ser explicadas por modificacbes quimicas, como a metilacdo e
modificagdes de histonas, que interferem diretamente na expressdo génica. Além
disso, podemos afirmar que essas modificagdes quimicas podem estar associadas ao
nosso estilo de vida, habitos alimentares, exposicdo a situacdes estressantes, e até
mesmo a pratica de atividades fisicas (CAVALLI; HEARD, 2019).

2.2 Mecanismos epigenéticos

Atualmente, na literatura, existem alguns mecanismos epigenéticos conhecidos, como
a metilacdo do DNA, modificacdo de histonas, regulacdo por RNAs (acido
ribonucleico) ndo codificantes e remodelagdo cromossomica. Esses mecanismos
atuam de forma sincrona e podem interferir na expresséo génica (KUEHNER et al.,
2019).

A modificagcdo de histonas e a metilagdo do DNA s&o considerados os principais
mecanismos epigenéticos. As histonas sdo as principais proteinas que compdem o
nucleossomo, atuam na manutencgéo da estrutura da cromatina e desempenham um
papel fundamental na regulacdo da expressdo génica. Na literatura encontra-se
descrito cinco tipos de histonas: H1, H2A, H2B, H3 e H4 (HULSHOFF et al., 2018;
STOLL; WANG; QIU, 2018).
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A modificacdo de histonas pode ocorrer por acetilagdo, metilacdo, fosforilacéo,
glicosilacdo, sumoilacao e ribosilacdo do ADP, cada uma delas desencadeia um efeito
diferente na expressédo génica. Dentre essas modificagbes, as mais frequentes sdo a
acetilacdo e a metilacdo de residuos de lisina no terminal amino da histona H3 (H3) e
histona 4 (H4) (BOLLATI; BACCARELLI, 2010). A acetilacdo das histonas pode
ocorrer pelas acetiltransferases (HAT) e podem ser desaciladas pelas histonas
desacetilases (HDAC) (STOLL; WANG; QIU, 2018).

Outro mecanismo epigenético conhecido € a metilacdo do DNA, que se caracteriza
pela adicdo de um grupo metil na base nitrogenada citosina (STOLL; WANG; QIU,
2018). Geralmente as citosinas que recebem um grupo metil sédo precedidas de uma
base guanina, ou seja, chamado de dinucleotideo CpG (citosina — fosfato — guanina)
(DOR; CEDAR, 2018).

As enzimas responsaveis pela transferéncia do grupo metil para as bases citosina séo
conhecidas como DNA metiltransferases (DNMTs) (GREENBERG; BOURCHIS,
2019). A partir de um metil (CH3), doado pela S-adenosilmetionina (SAM), a DNMTs
catalisa a reagéo de transferéncia de um grupo metil para o carbono da posi¢céo 5 da
citosina em um contexto onde esta presente o dinucleotideo CpG ou em sequéncia
de polinucleotideo CGGCGG, também conhecido como ilha CpG, formando um 5-
metilcitosina (5-Mec) (DHAR et al., 2021; YOO; JONES, 2006).

Figura 2: Formacao da 5-metilcitosina (5-Mec) pela DNA metiltransferase.
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Fonte: WEIDMAN et al., 2007.

As DNMT3A e DNMT3B, pertencem a familia das DNMTs e auxiliam no
estabelecimento dos padrdes de metilagdo encontrados em algumas células. Ja as
TET1, TET2 e TET3 atuam retirando o grupo metil e a DNMT1 e o UHRF1 copiam os
padrdes de metilagcdo durante o processo de replicacdo (DOR; CEDAR, 2018).
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Além disso, alguns fatores proteicos, como MeCP2, sdo responsaveis por ler e traduzir
0s padrdes de metilacdo em informacgdes funcionais. Esse complexo sistema funciona
de maneira precisa, adicionando e/ou removendo os grupos metil, e identificando os
mesmos. E importante ressaltar que os padrdes de metilagdo variam conforme os
genes, as células e organismo, em alguns casos, quando esses padrdes se encontram
em promotores génicos podem atuar reprimindo a expressao génica (DOR; CEDAR,
2018).

2.3 Gene do receptor do glicocorticoide: NR3C1

Conhecido como receptor do glicocorticéide (GR) humano, o gene pertencente a
subfamilia de receptores nucleares 3, grupo C, membro 1, o NR3C1, localiza-se no
cromossomo cinco, no locus g31 — 32, e, possui aproximadamente 140.000 pares de
bases (DASKALAKIS; YEHUDA, 2014).

Figura 3: Localizagdo gendmica do gene NR3C1.
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Fonte: Ensembl.

Estruturalmente, o gene NR3C1, apresenta dezessete éxons, sendo que nove deles
séo considerados regides nao codificantes, localizados na regido promotora do gene
(1A — 1H). Dentro dessa regido nao codificante encontram-se sete éxons (1D — 1H)
localizados na mesma ilha CpG. Além disso, 0 gene possui oito regides codificantes
(2 a9) (Figura 4) (PALMA-GUDIEL et al., 2015).

Figura 4: Estrutura do gene NR3C1.

i

CpG Island located at the proximal promoter region of NR3C1 gene

—E

Fig.4. O gene NR3C1 apresenta dezessete éxons, nove deles sdo considerados regides ndo codificantes (1A —
1H). Dentro dessa regido ndo codificantes encontram-se sete éxons (1D — 1H) localizados na mesma ilha CpG.
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disso, o gene possui oito regides codificantes (2 a 9) (PALMA-GUDIEL et al, 2015).

E importante ressaltar que a variabilidade (1D — 1H) presente no primeiro éxon nio

afeta o processo de sintese de proteinas, visto que o codon iniciador esté localizado

no éxon 2. No entanto, essa regido € rica em dinucleotideos CpG, formando uma ilha

CpG, sendo este um local de atuacdo de um mecanismo epigenético, a metilacéo.

Nesta mesma ilha CpG do gene NR3C1

possivel observar a sequéncia de

nucleotideos onde o fator de transcricdo NGFI-A se liga (Figura 5) (DASKALAKIS;
YEHUDA, 2014; PALMA-GUDIEL et al., 2015).

Figura 5: Sequéncia CpGs presentes no éxon 1 do gene NR3CL1.

(-4934)
(~4836)
(~4718) tLtcacatcagac e:'_:‘.auar'u,em.cc ttacccrigag
3 12 313 14 1816
(-4600) aCGgyc 'a’lcca‘.a\.tata::"a:.aaﬂ:tqcca‘cwacm "’CGQ‘J&CGCGP[’
(-4482) gaggtgagagagtggetgt ;:‘.cc.saca LCGa:ca:cat .aggt:\.aq:tf'c&:caq:"
(-4364) cccaaaccctaaacccacacagcaca 10
33
(-4246) tQUUgaagggagcgyyecéygygc tt\:cc\.acczc: cG:u'u:aCG«u:ctLth TLLCTC accqauaocuv»tx..\.t'"*l::IC:th’uao-}.c:aao Vcc—a
(~4125) caggaacatc ».sggga:’_.gaaCG_'.:::c-LLL'aa.-..! tgcctgtatret tttatttgtaggggcaggagtcctat :maCDt'.-l agggtgage SECG\_.:-AJAEJ‘CG\:II::JC
> 8 G
(~4010) agtn:algt;a—uaut@‘,:g ggggc gu.a CG'J aactrggalGlGggecctayeCGqagtygaagaagagytcaggagt LLOGnaaqgug..-.a ell'CG;u:q aactta 1]
12 15
(-3892) tCGoctgoaac tt;:Lt::aaqt:,gccc' cctgotttoccttaat '.: a..t.:a :aaaauaanq";..naaqaaa ccag::o(;c ggaggtitigcatt L-mcctg .-.:..L 1
17 20 21 22 23 24 25 F13 E
(-3774) tc gtgagcacattguueeeyagyuutgguggttgaacttgge a,qCG"ccl TCLge CG"CG(.CG.CGC"CG agactCeyUgaagagegtyy nuaccqrccoq
2 37 38 39
(~3€5€) g eggt gggL,,.uLLLLchnu tctee .:Laglqccauauééééaéég "'Qﬂdf‘a.LCG'JL&C’.‘L‘J:L;~. tgCearggtgggggacet uJ:Gg acc 1
S
(-3538) ccaaagtaCot. argCG'CGac:::COr:tar':CG’:urL’::"g.:aq """" cce 1gaq"gcctqt 292cCGCeCoarcCGagCaoaycs! I:Gag:ccc 300"'.: 8
14 18 16 1‘ 1! 19 2021 22 2324 25 26
(=3420) agcccct ‘.'Ccaw.pm“ £aCGCaactCGgccCey0GyCLGaCGI0GCGggccactcatbraget :g;mu&r']gccc::cagct:::gt
: *30 31 327 33 34 35 36 |31 38 39
g g ﬂ----- x ‘i a5 é 2 ———— -~ 1
(~3184) aaagaasactggagaaactlGytggecetertaaceeloee u_a.anagau_cag::cGoL ccCGrliotga G“caua.-c’.!t'.tc_ CELDET I AS LRI {ae gCGaa F
(-306€) GgCGracCGaglEogglGgccalGocagoagalGOtoglGtgragaCoeCotOGagacCtagytogCtyygrcCGCGOGgagauCttaggygcaggaacCGlGgeCtacoat
(-2943) r):caaqcccvn'\ Ja’lq:”qcatcd"CCCwCéj’CGFOGCGCGO" CG-',‘QCGJ\TVJGCG‘JCC&Q‘;O?] 299agCeleratgtglGagtgtgtgleCeoCotggCar
(-2830) —'cccbt;: cCGCGotote - cCGCCOCeECECTtoTat r.-tqca.\q—'cctqt::':t
(-2712) x;______ 3 GagrcacCe A’CGggqactr;at::?grg,gtq;an;aq_ac&oaxagLCG;ahccg' CGggacGyggcaltela 1
(~2594) rCGaccCEOGgagcetGglGltgygyCtgagygetggettgt 'a.]_...quaaL"d4nu=C'.LLC'_'.u== agugyc cece \.aCL\._.Juﬂgasdii:uuﬁggtag.Lag.!. B
(-247€) rt"’t!ga-.nuanaau’\ a:::—.'—trc:g. ‘G‘:::caaqhtnnqr’grtra fnCG‘u ~::"‘vq(‘u;qsa"th?‘a"f‘"qq' Gggcl nact‘r—*:;r t«".'ag
(-2339) .\..;ccaqqtﬁ'cc"'aqr*a caqaua”aa::ccchq'ccﬂccccc‘*ac“rta aaacttttat EaO«A.th'JIQa
17 5
(-2240) qt:qmqtqm”qqq tqwcno:;q oc;rvccaccq Jccaanq.:'aacccocc,gtqa\a,ccrtuq:c'r""c tcce cc~a;gcc~ CCLGPCCEy: ';:ccar;r'qqn'm
(~2122) aacc .CGﬂa._’.Q..CG"Q"J;.!.CGAQ C'C[La't:C'_CGCG..QBB'C\.I'IQC_:Ct['L |2 '. 14
43 U 46 4748 45 50 54
(-2004) gg‘CGch‘.‘accCGct tcc‘gct,:cccutanqccccct tgaat r. tactCGccCGaat a::tg-nm: BLC;CG“CGCGCCC&.QCWGI::COGQQ\. Oﬁdguagc:::c
54 55 56 7
{-1886) G:CG CGCC 1
H

Fig. 5. As CpGs estdo numeradas de acordo com o estudo realizado por Palma-Gudiel e colaboradores

(2015) esta de acordo com os artigos revisados. A regido 1F destaca com uma caixa de cor azul e

fundo transparente delimita as CpG abordadas nesta pesquisa, e sdo amplamente relatadas na

literatura em estudos com animais e humanos. As caixas tracejadas delineiam as regides de ligacéo
de NGFI-A (PALMA-GUDIEL et al., 2015).

O gene NR3C1 codifica o receptor do glicocorticoide que se liga ao cortisol, conhecido

como o hormoénio do estresse. Este receptor pode atuar de duas maneiras: (i) como

um fator de transcrigdo ou (ii) como um regulador de outros fatores de transcricéo.
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Diante disso, a relacéo existente entre o receptor do glicocorticoide e o cortisol, e 0s
padrées de metilacdo nas ilhas CpGs desse gene, tornaram-se foco de pesquisa de
inUmeros cientistas, dado que a metilagdo nessa regido esta diretamente relacionada
a alteracdes que ocorrem no eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) (WADJI et al.,
2021).

O eixo HPA é considerado o principal sistema neuroendocrino que consegue controlar
0s niveis de glicocorticoide no organismo como, por exemplo, o cortisol, e também
media a reatividade ao estresse. Esse eixo se caracteriza por uma série de vias de
feedback bioquimico entre o hipotalamo, a hipofise e a glandula adrenal
(ARGENTIERI et al., 2017).

Além disso, o eixo HPA é responsavel por controlar muitos processos fisiol6gicos
relacionados ao sistema imunolégico, cognitivo e sistema metabolico. Diante disso, a
desregulacdo do mesmo, principalmente pelos efeitos do estresse crénico, pode
aumentar o risco de diversas doencas, como doencas mentais e metabdlicas
(ARGENTIERI et al., 2017).

2.4 Sindrome metabélica

A sindrome metabdlica (SM) se caracteriza por um conjunto de fatores de risco, como
excesso de gordura abdominal, baixo HDL (lipoproteina de alta densidade),
triglicerideos elevados, pressao arterial alta e glicose elevada. A combinacéo desses
fatores pode aumentar as chances de o individuo desenvolver doencas

cardiovasculares, derrames e diabetes (BRASIL, 2017).

Segundo a Biblioteca Virtual em Saude (BRASIL, 2017) os pontos de cortes para 0s
fatores de risco, como triglicerideos, presséo arterial e glicose, s&o 0s mesmos para
0s homens e para as mulheres. Para a taxa de triglicerideos ser considerada elevada
deve ser igual ou superior a 150 mg/dL; a glicose igual ou superior a 110 mg/dL e a

presséao arterial alterada igual ou superior a 135/85 mmHg.

Em relacdo aos fatores de risco, como a circunferéncia da cintura e o colesterol HDL,
os valores diferem entre homens e mulheres. Para os homens, o acimulo de gordura

abdominal deve ser superior a 102 cm e, para as mulheres, maiores que 88 cm. Ja
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para a taxa de colesterol HDL, os valores para os homens sao inferiores a 40 mg/dL

e para as mulheres menores que 50 mg/dL (BRASIL, 2017).

Atualmente a sindrome metabdlica é considerada a doenca da civilizacdo moderna,
visto que o estilo de vida e os habitos alimentares da populacdo mudam de maneira
acelerada na tentativa de acompanhar o desenvolvimento econdmico. Diante desse
cenario, a populagdo adotou um estilo de vida mais sedentério e uma alimentagéo
baseada em dietas hipercaldricas, sendo que essa combinacdo favorece o
adoecimento precoce da populacdo (RAMIRES et al., 2018; WANG et al., 2020).

Diante disso, a sindrome metabdlica € alvo de estudo de muitas pesquisas. Segundo
a | Diretriz Brasileira de Diagndstico e Tratamento da Sindrome Metabolica (BRASIL,
2005), ainda ndo had um consenso quanto a sua definicdo e os pontos de corte para
cada fator de risco que classifica os individuos como portador ou ndo de sindrome

metabodlica.

Entre as definicbes para sindrome metabdlica, as mais utilizadas pela comunidade
cientifica sdo as da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), da Federacao
Internacional de Diabetes (IDF) e do Il Painel de Tratamento de Adultos do Programa
Nacional de Educacéo sobre Colesterol (NCEP-ATPIII) (PENALVA, 2008).

Em 1999, a OMS propds pela primeira vez o critério diagndstico para sindrome
metabdlica, que consistia na avaliacdo da resisténcia a insulina ou presenca de
diabetes mellitus tipo 1l (DMII) e na determinacédo do indice de massa corporal (IMC),
com o intuito de avaliar a obesidade e as dislipidemias. Ja a IDF (2005) propds que a
obesidade central, medida pela circunferéncia da cintura, seria um critério obrigatorio.
E o diagndstico seria dado usando como critério a obesidade e mais dois fatores de
risco (DO MONTE et al., 2019).

No ano de 2001, nos Estados Unidos, o NCEP-ATP Il propds uma nova definigcdo
para sindrome metabdlica, onde excluia a obrigatoriedade do paciente apresentar
DMII, no entanto, o critério seria ter a ocorréncia de pelo menos trés, dos cinco fatores
de risco (triglicerideos, glicose, colesterol HDL, pressao arterial e gordura abdominal)
indicados para sindrome metabdlica (DO MONTE et al., 2019).
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O NCEP-ATP Il é o critério mais utilizado na pratica clinica e em estudos
epidemioldgicos, diante disso, diversos estudos sobre a prevaléncia de sindrome
metabdlica em diferentes populac¢des foram publicados na literatura. Entre os anos de
2003 a 2012, a prevaléncia de sindrome metabdlica na populagéo geral dos Estados
Unidos foi de 33% (AGUILAR et al., 2015).

Outra pesquisa realizada na China (n= 7488) utilizou como base, os dados publicados
pela “Pesquisas de Saude e Nutricdo da China (CHNS)” no ano de 2009 para relatar
a prevaléncia de sindrome metabdlica na comunidade chinesa. Utilizando os critérios
estabelecidos pelo NCEP-ATP llI, eles concluiram que a prevaléncia de sindrome
metabolica padronizada por idade corresponde a 21,3% na populacéo chinesa (XI et
al., 2013).

No Brasil, um estudo realizado com base nos dados publicados pela Pesquisa
Nacional de Saude (PNS) conclui que a prevaléncia de sindrome metabdlica na
populacdo adulta brasileira foi de 38,4% (OLIVEIRA et al., 2020). Outra pesquisa
utilizando como base uma adaptacao do NCEP-III foi realizada na regido nordeste do
Brasil. Nesta pesquisa 714 individuos foram selecionados aleatoriamente para
participar de um estudo transversal e, nessa amostra, a prevaléncia de sindrome
metabdlica foi de 29,5% (DO VALE MOREIRA et al., 2020).

Ja na regido Sudeste, no estado do Espirito Santo, na cidade de Vitéria, outro estudo
transversal foi realizado com 1.663 individuos e a prevaléncia de sindrome metabdlica
foi de 29,8%, de acordo com os critérios do NCEP-ATP IIl (SALAROLI et al., 2007).
Diante desses numeros é possivel concluir que a sindrome metabdlica apresenta
proporc¢des globais sendo considerada um grande problema de saude publica (WANG
et al., 2020).

Alguns estudos chegaram a afirmar que a sindrome metabolica esta associada a um
risco aumentado do individuo em desenvolver complica¢cdes cardiovasculares, além
de aumentar em cinco vezes o risco de desenvolver um quadro de DMII (WANG et al.,
2020). Vale ressaltar que as doencas cardiovasculares sdo responsaveis por 20% de
todas as mortes em individuos acima de trinta anos no Brasil, considerada a principal
causa de morte entre homens e mulheres brasileiras (MANSUR; FAVARATO, 2012).
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Em sua grande maioria o diagnostico de sindrome metabdlica ocorre tardiamente,
visto que 0s pacientes apresentam primeiro outras complicacées como o diabetes,
pressao arterial alterada, obesidade, entre outros. Por isso, ainda ndo ha um
diagndstico preciso estabelecido, no entanto, € indiscutivel que ter uma rotina onde a
pratica de atividades fisicas e alimentacdo saudavel estejam presentes, contribui para
0 nao aparecimento do quadro de sindrome metabdlica e, consequentemente, previne

o surgimento de doencas cardiovasculares e outras complicacdes (PENALVA, 2008).

2.5 Sindrome metabdlica e metilacdo do NR3C1

Mesmo havendo um consenso entre quais sdo os fatores de risco para o
desenvolvimento de sindrome metabdlica, ainda é possivel notar a complexidade de
cada um desses fatores. Diante disso, os fatores ambientais e genéticos, séo
importantes para o entendimento sobre as interacfes que ocorrem entre os fatores de
risco (OLIVEIRA; BOERY, 2018).

Existem pesquisas na literatura que abordam sobre algumas evidéncias interessantes
como, por exemplo, dois grupos de individuos foram expostos aos mesmos fatores
ambientais, no entanto, alguns individuos desenvolvem um quadro de obesidade na
vida adulta e outros ndo. Diante disso, utilizar fatores isolados, como a alimentacéo
dos mesmos, ndo é suficiente para explicar o ocorrido, por isso é possivel inserir a
participacdo da genética e da epigenética neste contexto (SAMBLAS; MILAGRO;
MARTINEZ, 2019).

E de conhecimento de todos que os fatores ambientais podem interferir nas marcas
deixadas no DNA das pessoas. Por exemplo, uma pesquisa concluiu que os padroes
alimentares durante a gestacao podem ocasionar metilacdes no DNA, e essas marcas
estdo associadas a predisposicao a obesidade na vida adulta (PALMA-GUDIEL et al.,
2015; STOLL; WANG; QIU, 2018).

O gene NR3C1, assim como outros genes, podem ser modulados por fatores
externos, como o estilo e habito de vida, a alimentacéo e a exposi¢cao a condi¢cdes
estressantes, desta forma a sua regulacdo epigenética promove efeitos no
metabolismo humano (LESSEUR; CHEN, 2018). Diante disso, a metilagdo no DNA

podera ser utilizada como uma ferramenta para predicéo e diagnostico da sindrome
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metabdlica em um futuro proximo mas, para que isso ocorra, alguns estudos precisam
ser realizados (SAMBLAS; MILAGRO; MARTINEZ, 2019).
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3 OBJETIVOS

3.1 3.1 Objetivo geral

Avaliar os niveis de metilagdo na regido promotora (1F) do gene NR3C1 e
investigar a sua relagdo com a sindrome metabdlica, em usuarios do sistema
anico de saude (SUS) de Alegre, ES.

3.2 Objetivos especificos

e Caracterizar o perfil socioeconémico da amostra estudada segundo a sindrome
metabolica;

e Avaliar o estilo de vida, estado nutricional e parametros bioquimicos em relacéo
a sindrome metabdlica;

e Verificar os fatores determinantes para sindrome metabdlica na amostra
estudada;

e Verificar se h& associacdo entre os niveis de metilacdo na regido promotora

(1F) do gene NR3C1 em todas as CpGs estudadas com a sindrome metabdlica.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos éticos
O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres

Humanos (CEP), do Centro de Ciéncias da Saude (CCS), da Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES), sob parecer 1.574.160/2016 e 3.420.734/2019 (Anexo 1 e 2).
Vale ressaltar que essa dissertacdo integra o projeto de pesquisa intitulado “Impacto
do programa de capacitacdo de agentes SUS no estado nutricional de vitamina D e
sua relacdo com obesidade, depressao, cancer, metilacdo do receptor do
glicocorticéide (GR) e avaliacdo de hipovitaminose D na populacdo da regido do
Caparad Capixaba”. Projeto este submetido e aprovado no edital FAPES/CNPg N°
05/2015 — PPSUS.

4.2 Casuistica
Por meio de reunifes expositivas o projeto “Impacto do programa de capacitacéo de

agentes SUS no estado nutricional de vitamina D e sua relagdo com obesidade,
depressao, cancer, metilagdo do receptor do glicocorticoide (GR) e avaliacdo de
hipovitaminose D na populacao da regido do Caparaé Capixaba” foi apresentado a
Secretaria Municipal de Saude de Alegre, ES. Apés a apresentacdo do projeto foi
firmada parceria, por carta de apoio, com a coordenacdo de todas as Unidades
Basicas de Saude (UBS) e com o Programa de Agentes Comunitarios de Saude

(PACS) do municipio de Alegre, ES, para a realizacéo do estudo.

Inicialmente, o cadastro de todas as familias assistidas pela Rede de Atencao Basica
do SUS de Alegre, foi utilizado para a selecdo dos entrevistados, estes foram
recrutados pelos Agentes Comunitarios de Saude (ACS) de cada UBS. Os
entrevistados que se voluntariaram assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (Anexo 2), conforme a Resolugcdo n° 466/12, do Conselho
Nacional de Saude (CNS).

Diante disso, realizou-se um estudo de carater transversal com os entrevistados
selecionados. Foram adotados como critérios de inclusdo: possuir faixa etaria entre
20 e 59 anos, possuir condigcdes cognitivas para responder 0s questionarios,

apresentar medidas de gordura abdominal, colesterol HDL, triglicerideos, presséo
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arterial e glicose. Apés analise de consisténcia do banco de dados, foram excluidos
da amostra os individuos que tiveram o0s seguintes dados faltantes: gordura

abdominal, colesterol HDL, triglicerideos, presséao arterial e glicose.

Por ultimo, a coleta de dados ocorreu nas UBSs por meio de uma entrevista individual,
onde foi aplicado um questionéario de avaliacdo socioecondmica, condi¢des de saude
e estilo de vida (Apéndice 1). Além disso, foram realizadas as medidas
antropomeétricas, medidas de presséo arterial e coleta de sangue para as analises

bioquimicas e para a extracdo de DNA.

4.3 Calculo amostral
O calculo do tamanho da amostra foi realizado no programa OpenEpi, versdo 3.1,

atualizado em 06/04/2013, sendo as estatisticas elaboradas por Kevin M. Sullivan, da
Universidade Emory, baseado no cédigo de John C. Pezzullo e a interface criada por
Andrew G. Dean, da Epilnformatics.com e Roger A. Mir (DEAN, 2013).

O programa utiliza a féormula apresentada na figura abaixo (Figura 2), onde n é
considerado o tamanho da amostra; deff o efeito de desenho; N o tamanho da
populacdo; p a proporcao estimada do evento; g= 1 — p e d a precisdo absoluta

desejada.

Figura 6: Formula do céalculo do tamanho amostral.

. 1'VA 7
n =deff x— Pq
e
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Fonte: Dean (2013).

Assumiu-se precisdo absoluta de 5%, intervalo de confian¢ca de 95% e efeito de
desenho 1 para amostras aleatorias. Para o tamanho da populacéo foi utilizado como
base o cadastro e-SUS do municipio de Alegre, ES. O e-SUS forneceu um total de
10.222 individuos com idade entre 20 e 59 anos, sendo esse numero correspondente
a populacéao adulta do municipio que era atendida pela Rede de Atencdo Basica em

Saulde.
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Tanto as UBSs quanto as PACs foram incluidas com probabilidade igual a 1. Para a
proporcdo estimada assumiu-se como referéncia a prevaléncia de sindrome
metabdlica no Espirito Santo foi de 29,8%, de acordo com os critérios do NCEP-ATP
[l (SALAROLI et al., 2007)). Por fim, a amostra estimada foi de 312 individuos.
Considerando 10% de perdas, a amostra estimada foi de 344 individuos.

4.4 Avaliacao socioecondmica, condicdes de saude e estilo de vida

A coleta de dados socioecon6micos, condicbes de saude e de estilo de vida foi
realizada através de um questionario individual. Além das informacdes gerais a
respeito de cada participante, o questionario foi dividido em dois mdédulos: informacgdes

gerais (mddulo 1) e condicdes de saude (modulo 2) (Apéndice 1).

O mébdulo 1 apresentava perguntas relacionadas ao género, faixa etaria, escolaridade,
localizagéo, situagéo conjugal, situacdo de trabalho, se tinha ou néo filhos e renda
familiar. A variavel renda familiar foi categorizada utilizando o estudo de Neri (2008)
como referéncia, onde uma familia é classificada como baixa renda, quando uma

renda per capita/dia inferior a $5 (cinco ddlares americanos).

A partir das informacdes coletadas no modulo 1 foi possivel tracar o perfil
socioeconémico da amostra. Em relacdo ao mdédulo 2, o questionario incluiu perguntas
relacionadas a pratica de atividade fisica, atividade de lazer, consumo de alcool e

habitos tabagistas.

4.5 Estado nutricional
Os dados referentes as medidas antropométricas como altura, peso, circunferéncia

da cintura (CC), gordura corporal (GC) foram coletadas no periodo da manha, entre 7
e 8 horas, por profissionais qualificados, apds jejum minimo de oito horas, de acordo
com as normas técnicas do Sistema de Vigilancia Alimentar e Nutricional (SISVAN,
2011).

Para a medicao da altura foi utilizado o estadidmetro Alturexata® (com capacidade
méaxima de 2,10 metros). Os individuos foram orientados a ficar descal¢os, em posicao
ereta e com os bracgos esticados ao longo do tronco, com a cabeca alinhada a postura,

mantendo o olhar em um ponto fixo (BRASIL, 2011).
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O peso foi aferido em uma balanca de bioimpedancia bipolar Tanita®, com monitor de
gordura corporal acoplado da marca BC601®, com capacidade minima de 100 g e
méaxima de 150 kg. Além disso, os pacientes foram orientados a utilizarem o minimo
de roupa possivel, retirar os sapatos, se posicionar de forma ereta, de modo que os
pés estivessem em contato com a parte metalica da balanca e os bracos estendidos
ao redor do corpo (SISVAN, 2011).

O percentual de gordura corporal foi classificado de acordo com faixa etaria e o
género, com base no manual da balanca. A circunferéncia da cintura foi mensurada
com o auxilio de uma fita antropométrica inextensivel, tendo como ponto de referéncia
0 ponto médio entre a Ultima costela e a crista iliaca (LOHMAN et al, 1988). Os pontos

de corte para normal e alterado foram < 88 cm e = 88 cm, respectivamente.

O indice de massa corporal (IMC) foi calculado e classificado conforme os valores
referéncias da Organizacdo Mundial da Saude (2000) em que individuos com IMC <
18,5 é considerado baixo peso, entre = 18,5 e < 25 sao classificados como peso

adequado, = 25 e < 30 sobre peso, e > 30 como obeso.

4.6 Presséao arterial
As medidas de presséo arterial foram obtidas através de um esfigmomanémetro

aneréide, modelo G-TECH® Premium. Tanto a técnica utilizada para a medida da
pressdo arterial como a classificacdo da mesma, foram realizadas de acordo com a
VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensédo da Sociedade Brasileira de Cardiologia, onde
considerou o valor de = 130/85 mmHg para individuos com idade superior a 18 anos
como pressdo arterial alterada (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA,
2010).

4.7 Sindrome metabdlica
De acordo com o Il Painel de Tratamento de Adultos do Programa Nacional de

Educacdo sobre Colesterol, para um individuo ser classificado com sindrome
metabdlica € necesséario a combinacao de trés ou mais fatores de risco alterados para
essa condicdo. Os fatores de risco e os valores de referéncias estéo representados

na tabela abaixo.
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Tabela 1: Pontos de corte para os fatores de risco para sindrome metabdlica de acordo com
o NCEP-ATP IlI.

Fatores de risco para sindrome metabolica (NCEP-ATP |Il)

Fatores de risco Niveis

Circunferéncia da cintura

Homens >102 cm
Mulheres >88cm
Colesterol HDL
Homens < 40 mg/dL
Mulheres < 50 mg/dL
Triglicerideos > 150 mg/dL
Presséo arterial = 130 mmHg ou = 85 mmHg
Glicemia =110 mg/dL

Fonte: | Diretriz Brasileira de Diagnéstico e Tratamento de Sindrome Metabdlica (2005).

Para a circunferéncia da cintura o ponto de corte para os homens foi > 102 cm, e para
as mulheres > 88 cm. Para o colesterol HDL para os homens foi de < 40 mg/dL, para
as mulheres < 50 mg/Dl. Em relacéo a pressao arterial o ponto de corte foi = 130
mmHg ou = 85 mmHg para ambos. Para os fatores de risco triglicerideos e glicemia
0s pontos de corte foram = 150 mg/dL e = 110 mg/dL, respectivamente. O paciente foi
considerado com sindrome metabdlica quando apresentacdo a combinacéo de trés

ou mais fatores de risco.

4.8 Coletade sangue
A coleta de sangue foi realizada por profissionais habilitados e em local apropriado

nas UBSs. O periodo de coleta ocorreu entre as 7 e 8 horas da manha. Todos os
pacientes foram orientados a fazer jejum minimo de 8 horas. Utilizando seringas

descartaveis foram coletados 10 mL de sangue por pulsdo venosa.

Desse total, 3 mL de sangue foram transferidos para tubos com gel separador de soro
com anticoagulante EDTA (&cido etilenodiaminotetracético) para a realizacdo das
analises bioquimicas e moleculares. Todos os tubos com anticoagulante EDTA foram

homogeneizados de 5 a 8 vezes e mantidos refrigerados.
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Todas as analises foram realizadas nos Laboratorios de Andlises Clinicas e
Biotecnologia do Centro de Ciéncias Exatas, Naturais e da Saude da Universidade
Federal do Espirito Santo (CCENS/UFES).

4.9 Analises bioguimicas
Os parametros bioquimicos como colesterol total, LDL-c, HDL-c, VLDL-c e triglicerideos

foram analisados por colorimetria enzimatica, utilizando um analisador bioquimico
automatizado (Bioclin®) e kits colorimétricos especificos. Todas as andlises dos
parametros bioquimicos foram realizadas no Laboratério de Bioquimica da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES).

4.10 Analises moleculares

4.10.1 Extracao e quantificacdo do DNA genémico

O DNA genbmico foi extraido a partir de uma aliquota de 500 pyL de sangue total,
retirada do tubo com anticoagulante EDTA. O método utilizado para extracdo foi o
Salting-Out com precipitacdo salina (SALAZAR et al., 1998). A aliquota de 500 uL foi
depositada em um tubo do tipo eppendorf, nesse tubo foi adicionado 1,5 mL de tampé&o
de lise de células sanguineas. O tampao de lise apresentava em sua cCOmposiGao:

cloreto de amobnio, carbonato acido de potassio e EDTA.

Logo em seguida o conteudo do tubo foi homogeneizado por inverséo, e transferido
para o gelo, onde permaneceu por 30 minutos, etapa importante para a obtencao da
lise dos glébulos vermelhos. Em seguida, centrifugou-se por 15 min a 3100 rpm a 4 °C,
o sobrenadante foi descartado. Essa etapa foi repetida até que um pellet de cor

esbranquicada fosse observado.

O pellet foi ressuspendido com 300 uL de tampéao de lise nuclear (composicao: Tris-
HCI, NaCl, EDTA; concentracdo: 1x) e levado ao vortex por 30 segundos. A esse
conteudo adicionou-se 1 uL de proteinase K (20mg/mL) e misturou-se cuidadosamente.
A sequir foi adicionado ao tubo 30 pL de dodecil sulfato de sodio (SSD) a 10% e
misturou-se cuidadosamente até que fosse possivel observar a formacdo de uma

solugéo viscosa. Incubou-se por 12 horas a 37 °C.
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ApoOs a incubacdo foi adicionado ao tubo 160 uL de cloreto de soédio (NacCl)
(concentracao: 5 mol) e 140 pL de tampao Tris-EDTA (TE) e misturou-se vigorosamente
por 30 segundos com o auxilio do vortex. Logo em seguida, o tubo permaneceu no gelo
por 10 minutos. Em seguida, centrifugou-se por 15 min a 16000 xg a 4 °C. O
sobrenadante, proveniente da centrifugacao, foi transferido para um novo tubo, e a ele
foram adicionados 2 volumes (mesmo volume do sobrenadante) de etanol absoluto, em

temperatura ambiente.

O conteudo do novo tubo foi centrifugado por 10 min a 10000 rpm. O sobrenadante foi
descartado e 1 mL de etanol 70% em temperatura ambiente foi adicionado no tubo,
para retirada do sal. Novamente o tubo foi submetido a uma nova centrifugagéo por 10
min a 16000 xg a 4°C. O sobrenadante foi descartado e acrescentou-se ao tubo 1 mL
de etanol absoluto 70% (temperatura ambiente), que por sua vez foi centrifugado por 5
min a 16000 xg a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e a amostra descansou em
temperatura ambiente até a evaporacao total do etanol.

Por ultimo, o DNA presente na parede do tubo foi ressuspendido com 80 uL de tampéao
TE e incubado em banho maria por 30 min a 65 °C. Logo em seguida o material foi
armazenado a -80 °C para uso futuro. A quantificacdo do DNA para verificar a qualidade
e a concentracao foi realizada NANODROP® em comprimento de onda A= 260 nm e
280 nm (BARBOSA, 1998). Leituras com razdo entre 260 nm e 280nm podem ser
consideradas como indicadores de pureza da amostra, e raz8es com valores proximos
a 1,8 a 2,0 podem ser consideradas livres de contaminacdes (Manual Nanodrop®
2000c).

4.10.2 Converséao por bissulfito

Para o tratamento por bissulfito foi utilizado 1 pg de DNA gendmico extraido de cada
paciente. O kit utilizado nesta etapa foi o kit EZ DNA Methylation ™ (Zymo Research),
seguindo as instrucdes presentes no protocolo do fabricante. O protocolo apresenta
cinco etapas, sendo elas desnaturacao, purificacdo, dessulfonacéo, precipitacao e

eluicéo.

No que diz respeito a identificacdo de citosinas metiladas presentes no DNA, a

conversdo por bissulfito é considerada o “padrao ouro” (CLARK et al., 2006). O
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tratamento por bissulfito consiste na conversao das citosinas ndo metiladas em uracila
por uma reacao de desaminacéo, e mantém as citosinas metiladas (5-metilcitosina) sem
nenhuma alteracdo (HAYATSU, 2008).

Quando o produto desse tratamento foi amplificado pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) as uracilas foram convertidas em timinas, e as 5-metilcitosinas se

mantiveram com a mesma estrutura (HAYATSU, 2008).
4.10.3 Amplificagdo por Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A regido de interesse amplificada corresponde a regido 1F do gene NR3C1
(OBERLANDER et al., 2008). No total essa regido contém 410 pares de base. Sua
localizacéo corresponde a posicao 961 a 1371, (GenBank: AY436590.1 (NCBI)). Nessa
regido concentra-se 47 sitios CpGs, dentre eles as CpGs analisadas nesse estudo, que
correspondem a CpGs 40 - 47 descritos por McGowan et al. (2009), CpG 1 - 8 descrito
por Perroud et al.,, (2011) e também coincidem com CpGs 6 -13 relatados por
Oberlander et al. (2008).

Para a reacdo em cadeia da polimerase foram utilizados 20 ng de DNA extraido e
convertido (tratado por bissulfito). A HotStart Tag DNA Polymerase (Qiagen®) também
foi utilizada nessa etapa. Os primers utilizados para a reagdo foram adaptados com
base em estudos anteriores (OBERLANDER et al., 2008; BUSTAMANTE, 2016.;
COLELLA et al., 2003; TOST; DUNKER; GUT, 2003).

As condic¢des para a realizagao da PCR e os primers utilizados estéo descritos na tabela
abaixo (Tabela 2). Para a confirmacéo da qualidade do produto da reacdo de PCR e
falta de contaminacao foi feito gel de agarose (2%) utilizando GelRedTM (Uniscience®).
Os produtos da PCR foram purificados e sequenciados.

Tabela 2: Primers e condi¢des para Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para amplificacdo
da regido de interesse.

Primers NR3C1 Condicbes da PCR
Forward 5-TTTTTTTTTTGAAGTTTTTTTA-3 95°C (14°30”)
94°C (307) 45 ciclos
5’-BIOTIN-CCCCCAACTCCCCAAAAA- |50°C (30”) (410 pares de
Reverse 3’ 72°C (30”) base)
72°C (10)




36

4 °C indefinidamente

4.10.4 Pirosequenciamento

Para a realizacdo do pirosequenciamento foi utilizado o PSQ96ID Pyrosequencer
(Qiagen, Valencia, CA) com o PyroMark Gold Q96 Reagent Kit (Qiagen, Valencia, CA),
de acordo com o protocolo do fabricante. Considerado uma tecnologia de
sequenciamento em tempo real, o pirosequenciamento € capaz de detectar
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs), que podem ser criados de maneira artificial
em ilhas CpGs, através do tratamento do fragmento com bissulfito (DELANEY; GARG;
YUNG, 2015; POULIN et al., 2018).

E um método classificado como “padrdo ouro” para a deteccdo de padrdes de metilacdo
quantitativa de DNA convertido, ou seja, tratado com bissulfito. O método pode ser
dividido em trés etapas: (i) amplificacdo por PCR e marcacdo (primer biotinilado) da
sequéncia de interesse, (ii) isolamento do produto proveniente da PCR por meio de
granulos de estreptavidina e hibridizacdo com um primer de sequenciamento (iii)
sequenciamento (SESTAKOVA; SALEK; REMESOVA, 2019).

Durante a etapa de sequenciamento os nucleotideos sédo adicionados de acordo com a
sequéncia de interesse. A cada adicdo de um nucleotideo complementar a fita molde
de DNA, um pirofosfato (PPi) é liberado. A enzima ATP sulfurilase na presenca do
fosfosulfato de adenosina utiliza o PPi liberado para produzir ATP (adenosina trifosfato).
Por ultimo a enzima luciferase utiliza o ATP para converter luciferina em oxiluciferina.
Essas reacdes produzem luz, que por sua vez € detectada e traduzida em um pico
visivel no software (DELANEY; GARG; YUNG, 2015; SESTAKOVA; SALEK;
REMESOVA, 2019).

Dessa forma a porcentagem de metilagdo é calculada através da razdo das alturas de
um pico de citosina (fornece um sinal de metilacdo) e a soma dos picos de citosina e
timinas (sinal metilado e ndo metilado) para cada citosina em um dinucleotideo CpG
(SESTAKOVA; SALEK; REMESOVA, 2019). Para o pirosequenciamento da regifo de
1F do gene NR3C1 foram utilizados dois sequencing primers para obtencdo de duas

sequéncias de dispensacéo, devido ao tamanho do amplicon (Tabela 3).
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Tabela 3: Sequencing primers utilizados para leitura da sequéncia da regidao promotora 1F
gene NR3C1, correspondente aos sitios CpGs 40 - 47.

Sequencing primers

40 a 42 CpG 5-AGAAAAGAAATTGGAGAAATT-3

43 a 47 CpG 5-GTTTTAGAGAGATTAGGT-3

Sequéncias analisadas

Seql YGGTGGTTTTTTTAAYGTYGTTTTAATCGTGTTGATCAGTCGCTTA

Seq 2 YGGTTTTYGTYGTTGTYGTYGTTAGTCAGTTCAGTCGTAGTCAGTCGTA

4.11 Analises estatisticas

Os dados foram tabulados em planilhas do Excel®. Para verificar a distribuigdo normal
dos dados, o teste de normalidade Shapiro-Wilk foi aplicado. Para caracterizar a
amostra as variaveis faixa etaria, género, escolaridade, renda familiar, situacao
conjugal, ter ou nédo filhos, localizacéo, indice de massa corporal, circunferéncia da
cintura, gordura corporal, pressédo arterial, colesterol total, LDL-c, HDL-c, VLDL-c,
triglicerideos, sindrome metabodlica, foram categorizadas e transformadas em
variaveis dicotbmicas.

Diante disso os fatores de risco para sindrome metabdlica foram dicotomizados em
“‘normal” e “alterado”, onde normal indicava que o fator de risco estava dentro dos
valores de referéncias (NCEP-ATP lll) e alterado indicava que o valor do fator de risco
estava acima ou abaixo do recomendado. Ja a variavel sindrome metabdlica foi
classificada como “sim” e “n&o” valida para variavel, no entanto, “sim” indicava trés ou
mais fatores de risco alterado e “nao” indicava abaixo de trés fatores de risco para

sindrome metabdlica.
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Os dados categoricos foram apresentados em tabelas com frequéncias relativa e
absoluta e comparados pelo teste do qui-quadrado com nivel de significancia de 5%.
Para verificar os fatores determinantes para o quadro de sindrome metabdlica foi
realizada a analise univariada, utilizando o modelo de regressdo de Poisson com

variancia robusta.

As variaveis preditivas utilizadas na analise univariada que apresentaram um valor p
<0,20 foram inseridas pelo método backward nas analises multivariadas de regressao
de Poisson com variancia robusta. Durante as analises multivariadas permaneceram
no modelo as variaveis significativas, ou seja, com p <0,05, até obtencdo de um
modelo final, em que todas as variaveis apresentaram p <0,05.

Para verificar a aderéncia final deste modelo, um ajuste foi realizado, utilizando o teste
de Hosmer & Lemeshow. Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando
os softwares IBM SPSS Statistics®, versao 20 e STATA/MP®, versao 14.1.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacdo socioecondmica da amostra estudada

Entre os usuarios assistidos pelo SUS do municipio de Alegre, foram coletados dados
de 353 participantes, que compdem a amostra deste estudo. Desse total, 285 (80,7%)
sao do género feminino e 68 (19,3%) do género masculino. A maior parte da amostra
encontra-se na faixa etaria entre 40 e 59 anos (59,2%), concentra-se na area urbana

(65,5%) e apresentam uma renda < 1 salario minimo (67,8%).

Além disso, dos 353 participantes, 82 (23,22%) foram classificados com sindrome
metabdlica. Também foi possivel observar que existe associacdo entre a variavel
sindrome metabdlica com a faixa etaria (X2= 5,874; p = 0,015) e ter filhos (X2= 7,131,

p= 0,008). As demais caracteristicas estdo apresentadas na tabela 4.

Tabela 4: Caracterizacdo socioecondmica da amostra de acordo com a sindrome metabdlica.

Sindrome metabdlica

Caracteristicas Total Sim Nao P
N (%) N (%) N (%)
Faixa etaria
20 a 39 anos 144 40,8 24 29,3 120 44,3 0,015*
40 a 59 anos 209 59,2 58 70,7 151 55,7
Género
Feminino 285 80,7 66 80,5 219 80,8 0,948
Masculino 68 19,3 16 19,5 52 19,2
Escolaridade
> 8 anos 193 54,67 39 49,4 154 57,9 0,106
< 8 anos 152 43,5 36 45,6 108 40,3
Nao avaliado 8
Localizacéo
Rural 121 34,5 24 29,6 97 35,9 0,296
Urbana 230 65,5 57 70,4 173 64,1
N&o avaliado 2
Situacéo de trabalho
Sim 47 13,3 11 13,4 36 13,3 0,976
Nao 306 86,7 71 86,6 235 86,7
Renda familiar
> 1 salario minimo 111 32,2 23 28,0 88 33,5 0,360
< 1 salario minimo 234 67,8 59 72,0 175 66,5
Situacéo conjugal
Com vinculo conjugal 204 59,5 52 66,7 152 57,4 0,141
Sem vinculo conjugal 139 40,5 26 33,3 113 42,6
N&o avaliado 10

Filhos
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Sim 282 79,9 74 90,2 208 76,8 0,008*
N&o 71 20,1 8 9,8 63 23,2

Variaveis categoricas apresentadas em frequéncias relativas (%) e absolutas (N). * valor p para o teste
qui-quadrado, com significancia de 5%.

5.2 Caracterizagdo do estilo de vida da amostra estudada

Com relacao ao estilo de vida da amostra 131 (37,1%) participantes praticam atividade
fisica e 157 (44,5%) apresentam em sua rotina alguma atividade de lazer. Os
participantes também relataram consumir alcool (53%) e tabaco (26,4%). Nenhuma
das variaveis classificadas para categorizar o estilo de vida da amostra apresentou

resultado estatistico significativo quando associadas a variavel sindrome metabdlica.

Tabela 5. Caracterizacao do estilo de vida da amostra de acordo com a sindrome metabdlica.

Sindrome metabdlica

Caracteristicas Total Sim Nao P
N (%) N (%) N (%)

Habito tabagista
Sim 93 26,4 19 23,2 74 274 0,446
N&o 259 73,6 63 76,8 196 72,6
Néao avaliado 1 0,3

Consumo de alcool
Sim 187 53 43 524 144 53,5 0,862
Nao 164 46,5 39 476 125 46,5
Nao avaliado 2 0,6

Atividade fisica
Sim 131 37,1 27 34,2 104 38,8 0,456
Nao 216 61,2 52 65,8 164 61,2
Nao avaliado 6 1,7

Atividade de lazer
Sim 157 445 38 48,1 119 44,4 0,562
Nao 190 53,8 41 51,9 149 55,6
Nao avaliado 6 1,7

Variaveis categoéricas apresentadas em frequéncias relativas (%) e absolutas (N). * valor p para o teste
qui-quadrado, com significancia de 5%.

5.3 Caracterizacdo do estado nutricional e dos parametros bioquimicos da

amostra

O indice de massa corporal e a gordura corporal foram utilizados para caracterizar o
estado nutricional da amostra, diante disso é possivel notar que 243 (68,8%)
participantes se encontram com excesso de peso e 233 (67,3%) com excesso de
gordura corporal, como apresentado na tabela 6. Vale ressaltar que a associacao
entre o IMC (X2= 15,682; p = 0,000) e a gordura corporal (X2=29,242; p = 0,000) com

a sindrome metabdlica foi estatisticamente significativa.
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Tabela 6: Caracterizacao do estado nutricional da amostra.

Sindrome metabdlica

Caracteristicas Total Sim N&o p
N (%) N (%) N (%)

indice de massa corporal
Excesso de peso 243 68,8 71 86,6 172 63,5 0,000*
N&o excesso de peso 110 31,2 11 134 99 36,5

Gordura corporal
Excesso de gordura 233 67,3 73 924 160 59,9
N&o excesso de gordura 113 32,7 6 7,6 107 40,1 0,000*
N&o avaliado 7

Variaveis categéricas apresentadas em frequéncias relativas (%) e absolutas (N). * valor p para o teste
qui-quadrado, com significancia de 5%.

Em relacdo aos parametros bioquimicos foi possivel verificar que o colesterol total
(X2=10,078; p = 0,002) e o colesterol VLDL (X2=53,304; p = 0,000) estédo associados
com a sindrome metabdlica. O colesterol LDL ndo apresentou valor estatistico
significativo quando associado ao quadro de sindrome metabdlica, no entanto, 122

(34,6%) participantes apresentaram alteracao nesse parametro.

Tabela 7: Caracterizagcdo dos parametros bioquimicos da amostra.

Sindrome metabdlica

Caracteristicas Total Sim Nao P
N (%) N (%) N (%)
Colesterol total
Normal 240 68,0 44 53,7 196 72,3 0,002*
Alterado 113 32,0 38 46,3 75 27,7
LDL
Normal 231 65,4 51 62,2 180 66,4 0,481
Alterado 122 34,6 31 37,8 91 336
VLDL
Normal 284 80,5 43 52,4 241 88,9 0,000*
Alterado 69 19,5 39 476 30 111

VLDL: Lipoproteina de densidade muito baixa; LDL: Lipoproteina de baixa densidade; Variaveis
categoricas apresentadas em frequéncias relativas (%) e absolutas (N); * valor p para o teste qui-
quadrado, com significancia de 5%.

5.4 Caracterizacao dos fatores de risco relacionados a sindrome metabdlica

De acordo com os pontos de cortes estabelecidos pelo NCEP-ATP Il para cada fator

de risco relacionado ao quadro de sindrome metabdlico, é possivel observar na
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amostra do estudo 268 (24,1%) participantes apresentam alteragdes no “colesterol
bom” (HDL), 188 (53,3%) estdo com a circunferéncia da cintura alterada, 128 (36,3%)
estdo com a taxa de triglicerideos acima do valor recomendado, 67 (19%) também
estdo com alteragBes nas taxas de glicose. Em relacdo a presséo arterial, apenas 4
(1,1%) participantes estdo com essa medida alterada (tabela 8).

Tabela 8: Caracterizacdo dos fatores de risco relacionados a sindrome metabdlica.

Fatores de risco N %

Colesterol HDL

Normal 85 24,1

Alterado 268 75,9
Circunferéncia da cintura

Normal 165 46,7

Alterado 188 53,3
Triglicerideos

Normal 225 63,7

Alterado 128 36,3
Presséao arterial média

Normal 349 98,9

Alterado 4 11
Glicose

Normal 286 81

Alterado 67 19

Total 353 100

5.5 Avaliacao do perfil de metilacdo da regido 1F do gene NR3C1

O perfil de metilacao foi elaborado de acordo com os niveis de metilacdo das CpGs (6
a 13) da regido 1F do gene NR3C1, conforme relatados por Oberlander et al. (2008).
Foram analisadas todas as amostras de DNA dos 353 participantes. No sitio CpG 6
foi encontrado a maior média de metilacdo, 054% (DP= % 2,12), seguida do sitio CpG
7 com a média de 0,43% (z 2,22). As demais médias podem ser observadas na tabela

abaixo.

Para as CpGs 9, 11 e 13 o perfil de metilagéo foi nulo, desse modo foram retiradas
dos célculos seguintes. A nomenclatura das CpGs esta de acordo com a descri¢céo de
PERROUD et al., 2011.
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Tabela 9: Perfil de metilacdo da regido 1F do gene NR3C1 da amostra.

Sitio CpG N Média (DP) Min - Max
CpG6 203 0,54 (+ 2,12) 0,00 - 21,25
CpG7 248 0,43 (& 2,22) 0,00 - 18
CpG8 290 0,23 (& 1,86) 0,00 - 22
CpGo 282 0,00 (2 0,00) 0,00 - 0,00
CpG10 272 0,03 (+ 0,54) 0,00-9
CpG11 278 0,00 ( 0,00) 0,00 - 0,00
CpG12 254 0,13 ( 2,19) 0,00 - 35
CpG13 276 0,00 (2 0,00) 0,00 - 0,00

5.6 Fatores determinantes para sindrome metabdlica

O teste univariado de regressao de Poisson com variancia robusta foi utilizado para
determinar os fatores associados ao quadro de sindrome metabdlica. Assumindo o
valor de p < 0,05, os fatores que se associaram com a sindrome metabdlica foram a
faixa etaria, ter filhos, IMC, gordura corporal, colesterol total, colesterol VLDL e a
metilacdo das CpGs 6, 8, 10 e 12 da regido 1F do gene NR3C1 (tabela 10).

Tabela 10: Andlise univariada de regresséo de Poisson com variancia robusta.

Variavel dependente: SM Regressédo de Poisson Univariada
Fatores independentes IRR (IC 95%) Valor p
Género 0,98 (0,60 — 1,58) 0,948
Faixa etéria 1,66 (1,08 — 2,55) 0,019**
Localizacdo da residéncia 1,24 (0,81 - 1,90) 0,303
Escolaridade 0,96 (0,65 —-1,42) 0,848
Situagéo conjugal 1,36 (0,89 — 2,07) 0,148
Renda familiar 1,21 (0,79 — 1,86) 0,367
Filhos 2,32 (1,17 — 4,60) 0,015*
Atividade lazer 1,12 (0,76 — 1,65) 0,562
Atividade fisica 0,85 (0,56 — 1,29) 0,460
Consomo de alcool 0,96 (0,66 — 1,41) 0,862
Habito tabagista 0,83 (0,53 -1,32) 0,453
IMC 2,92 (1,61 -5,29) 0,000**
Gordura corporal 5,90 (2,64 — 13,1) 0,000**
Colesterol total 1,83 (1,26 — 2,66) 0,001*
Cortisol 0,79 (0,37 — 1,68) 0,554
VLDL_c 3,73 (2,64 - 5,27) 0,000**
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LDL_c 1,15 (0,77 — 1,69) 0,479
Metilagdo NR3C1 CpG 6 1,06 (1,03 — 1,10) 0,000%*
Metilagdo NR3C1 CpG 7 0,93 (0,82 — 1,06) 0,308
Metilagdo NR3C1 CpG 8 0,04 (0,27 — 0,07) 0,000%*
Metilacdo NR3C1 CpG 10 0,10 (0,08 — 0,13) 0,000%*
Metilacdo NR3C1 CpG12 0,56 (0,53 — 0,59) 0,000%*

IMC: indice de massa corporal; NR3C1: Receptor nuclear da subfamilia 3, grupo C, membro 1; VLDL _c:
Lipoproteina de densidade muito baixa; LDL_c: Lipoproteina de baixa densidade; CpG: citosina-fosfato-
guanina; lIR: valor de prevaléncia; IC: intervalo de confianca; valor p para regressao univariada de
Poisson com variancia robusta, com significancia de 5% e sindrome metabdlica (SM) como variavel
dependente, * p <0,20, ** p <0,05.

Para realizar a regressao multivariada de Poisson com variancia robusta foram
utilizadas as variaveis preditivas considerando o valor de p < 0,20, e em seguida foi
realizado o ajuste pelo teste de Hosmer & Lemeshow. Diante disso a sindrome
metabolica presente na amostra foi explicada em 16% pela gordura corporal, o
colesterol VLDL e a metilacdo das CpGs 6, 8, 10 e 12 da regido 1F do gene NR3C1
(tabela 11).

Tabela 11: Analise multivariada de regressdo de Poisson com variancia robusta, método backward,
apos ajuste pelo teste de Hosmer & Lemeshow.

Variavel dependente: SM Regresséao de Poisson Multivariada
Fatores independentes IRR (IC 95%) Valor p
Gordura corporal 4,68 (1,95 —11,22) 0,001
VLDL 3,31 (2,23 — 4,938) <0,001
Metilagdo NR3C1 CpG 6 1,07 (1,04 - 1,108) <0,001
Metilagdo NR3C1 CpG 8 0,06 (0,04 - 0,091) <0,001
Metilagdo NR3C1 CpG 10 0,20 (0,16 - 0,254) <0,001
Metilagdo NR3C1 CpG12 0,67 (0,63 -0,710) <0,001

VLDL: Lipoproteina de densidade muito baixa; NR3C1: Receptor nuclear da subfamilia 3, grupo C,
membro 1; CpG: citosina-fosfato-guanina; IIR: valor de prevaléncia; IC: intervalo de confian¢a; valor p
<0,05 para regressao multivariada de Poisson com variancia robusta, com significancia de 5% e
sindrome metabdlica (SM) como variavel dependente.

E possivel observar que a prevaléncia de sindrome metabdlica é 4,68 vezes maior
entre os individuos que possuem excesso de gordura corporal e 3,31 vezes maior
entre aqueles que possuem alteragdes nas medidas do colesterol VLDL. Além disso,

a cada 1% de metilacdo na CpG6 aumenta em 1,07 a prevaléncia de sindrome
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metabdlica. No entanto, a cada 1% de metilacdo nas CpGs 8, 10 e 12 reduz a

prevaléncia de sindrome metabdlica em 94%, 80% e 33%, respectivamente.
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6 DISCUSSAO

Atualmente a sindrome metabdlica € considerada uma epidemia mundial e um grande
problema de saude publica (WANG et al., 2020). Devido a complexidade de cada um
dos seus fatores de risco, a origem patolégica da sindrome metabdlica ndo esta
totalmente elucidada na literatura (OLIVEIRA; BOERY, 2018). No entanto, ha um
consenso a respeito dos fatores de risco que classificam o individuo com sindrome
metabolica (PALEY; JOHNSON, 2018).

Os fatores de risco para sindrome metabdlica sdo: excesso de gordura abdominal,
baixos niveis de colesterol HDL, pressao arterial alta, triglicerideos e glicose alterados
(WANG et al., 2020). Esses fatores de risco estdo associados com o aumento de
doencas cardiovasculares e diabetes na populacdo (PALEY; JOHNSON, 2018). E
possivel notar que estes fatores podem ser ocasionados devido ao habito alimentar,
estilo de vida, condicbes de saulde, estresse, entre outros (MITTELSTRASS;
WALDENBERGER, 2018).

A prevaléncia de sindrome metabdlica encontrada na amostra deste estudo foi de
23,22%. Em comparacéo aos estudos realizados no Brasil € possivel observar que a
prevaléncia nessa amostra € menor. Na populacdo adulta brasileira a prevaléncia foi
de 38,4% (OLIVEIRA et al., 2020). No Espirito Santo, um estudo realizado na cidade
de Vitoria identificou uma prevaléncia de 29,8% (SALAROLI et al., 2007).

Globalmente, a prevaléncia de sindrome metabdlica varia de regiao para regidao como,
por exemplo, na Coréia, no periodo entre 2013 a 2015 a prevaléncia padronizada por
idade na populacéo foi de 20,3% (HUH et al., 2018). No México a prevaléncia foi de
36%, de acordo com os critérios estabelecidos pelo NCEP-ATP Il (GUTIERREZ-
SOLIS; DATTA BANIK; MENDEZ-GONZALEZ, 2018).

Na Arabia Saudita, foi de 39,8% (AL-RUBEAAN et al., 2018), quando comparada com
a prevaléncia desse estudo, a da Arabia Sauda € alta. Nos Estados Unidos a
prevaléncia foi de 33 %, considerando o periodo entre 2003 a 2012 (AGUILAR et al.,
2015). Essa variacdo recorrente nos paises mencionados pode ser explicada pela
definicAo de sindrome metabdlica adotada por cada estudo, pela amostragem

realizada, entre outros fatores.
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A sindrome metabdlica apresenta caracteristicas multifatoriais, dessa forma os fatores
ambientais e genéticos podem ser levados em considerados para explicar o
desenvolvimento da sindrome metabdlica (FERNANDEZ GIANOTTI; PIROLA, 2015;
OLIVEIRA; BOERY, 2018). Na literatura, a participagcdo na metilacdo do DNA na
expressdo génica em resposta a fatores ambientais estd bem consolidada (STOLL,;
WANG,; QIU, 2018).

Diante disso, € importante destacar que alguns estudos sugerem a relacdo de
mecanismos epigenéticos com desenvolvimento de algumas doencas crénicas, como
obesidade (DE ASSIS PINHEIRO et al., 2021), resisténcia a insulina, disturbios
lipidicos e doencas cardiovasculares (GONZALEZ-BECERRA et al., 2019; SAMBLAS;
MILAGRO; MARTINEZ, 2019).

No entanto, os aspectos epigenéticos sobre a sindrome metabdlica sdo pouco
estudados, principalmente com genes relacionados com a regulacdo do estresse,
inflamac&o e imunidade, fatores estes envolvidos na etiologia da sindrome metabdlica.
Especificamente, ndo h& estudos que abordam a relacdo entre alteracdes na
metilacdo do gene NR3C1 e sindrome metabdlica.

Na literatura € possivel encontrar trabalhados que propdem o envolvimento da
metilacdo global do DNA com a sindrome metabdlica. Por exemplo, foi possivel
observar que individuos com sindrome metabdlica apresentam hipometilagdo do DNA
global quando comparado com individuos sem sindrome, isso pode ser explicado,
principalmente por dois fatores de risco, a glicose e o colesterol HDL (LUTTMER et
al., 2013).

Dessa forma, o objetivo dessa pesquisa foi avaliar os niveis de metilacdo na regido
promotora (1F) do gene NR3C1 e investigar sua relacdo com a sindrome metabdlica,

em usuarios do sistema Unico de saude (SUS) de Alegre — Espirito Santo (ES).

Para verificar esta associacdo, foram considerados neste estudo diversas variaveis
relacionadas ao perfil socioecondémico, estilo de vida, condicbes de saude, parametros

bioguimicos e moleculares, potencialmente envolvidos com a sindrome metabdlica.
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Em relacéo ao perfil socioecondmico (tabela 4) foi possivel observar na amostra, que
a faixa etaria associou-se com a sindrome metabodlica (p= 0,015), sendo sua
prevaléncia maior nos individuos da faixa etaria entre 40 e 59 anos (70,7%). Esse
achado também foi observado em outros estudos (AGUILAR et al., 2015; HUH et al.,
2018).

Ja a varidvel género ndo se associou a sindrome metabdlica nesse estudo. No
entanto, na amostra do estudo a frequéncia de sindrome metabdlica foi mais alta em
mulheres (80,5%) quando comparada aos homens (19,5%). Esse achando corrobora

com o observado por Aguilar e colaboradores (2015).

Curiosamente as variaveis utilizadas para caracterizar o estilo de vida na amostra ndo
apresentaram associacdo significativa com a sindrome metabdlica (tabela 5).
Entretanto, 216 (61,2%) participantes da amostra ndo pratica nenhum tipo de atividade
fisica, porisso era esperado que ela se associa-se a sindrome. Visto que, na literatura,
a inatividade fisica esté diretamente relacionada com o desenvolvimento de disturbios
metabolicos (GUALANO; TINUCCI, 2011).

As condicdes de saude foram caracterizadas pelas variaveis IMC e gordura corporal,
ambas se associaram a sindrome metabdlica (tabela 6). Além disso, foi possivel
observar que a prevaléncia de sindrome metabdlica é 4,68 vezes maior entre 0s

individuos que possuem excesso de gordura corporal.

Segundo a OMS (2016) a obesidade é definida como excesso de gordura corporal
que apresenta risco a saude. Atualmente um terco da populagcdo mundial é
considerado com excesso de gordura corporal ou sobrepeso (CHOOI; DING;
MAGKOS, 2019), isso corrobora o resultado encontrado nesta pesquisa, dado que

67,3% (233 participantes) da amostra esta com excesso de gordura corporal.

Muitos estudos apontam o excesso de gordura corporal como um problema de saude
publica, visto que aumenta o risco do desenvolvimento de doencas cardiovasculares,
DMII, cancer, hipertensao, entre outros (CHOOI; DING; MAGKOS, 2019; FERREIRA;
SZWARCWALD; DAMACENA, 2019; FRANCA et al., 2018).

E importante destacar que o excesso de gordura abdominal € um dos fatores de risco

gue classificam a sindrome metabdlica, e assim como o0 excesso de gordura corporal,
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esta diretamente relacionado ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares na
populacdo (FANG et al., 2018). No contexto mundial, as doencas cardiovasculares
sdo responsaveis por 71% das mortes, e no Brasil por 28,2% de todos os ébitos
registrados no pais no ano de 2012 (CUNHA DA SILVA PELLENSE et al., 2021,
POLANCZYK, 2020).

Apesar de recorrente na populagéo, o excesso de gordura corporal pode ser resultado
da interacdo de fatores socioeconémicos, ambientais, genéticos, habitos alimentares
e estilo de vida, devido a essa complexidade é importante o desenvolvimento de
medidas que mudem o estilo e os habitos de vida da populacdo (CHOOI; DING;

MAGKOS, 2019).

Outros fatores que se associaram a sindrome metabdlica foram o colesterol total e 0
VLDL. O colesterol apresenta um papel importante na fisiologia humana, pois ele
participa da estrutura das membranas celulares, do transporte de lipidios, sinteses de
hormonios sexuais e digestivos, auxilia o tecido epitelial a controlar a perda de agua,
participa da absor¢éo das vitaminas lipossollveis, entre outras fungdes, além de estar
presente na maioria dos tecidos e 6rgaos do organismo (MALTA et al., 2019).

De acordo com estimativas realizadas pela OMS os niveis de colesterol séricos sédo
responsaveis por aproximadamente 2,6 milhdes de mortes por ano (MALTA et al.,
2019). Além disso, alteracdes nos niveis de colesterol sdo considerados um fator de
risco cardiovascular (LIMA et al., 2020). Apesar de na literatura o colesterol total ndo
fazer parte dos fatores de risco classificados para a sindrome metabdlica, nessa

pesquisa mostrou-se associado com a mesma (tabela 7).

Embora as variaveis mencionadas anteriormente tenham se associado, apenas a
faixa etéaria, ter filhos IMC e niveis de colesterol total se mantiveram associadas na
analise univariada. Contudo, na analise multivariada somente o percentual de gordura
corporal, os niveis séricos de colesterol VLDL e a metilacdo nas CpGs 6, 8, 9 e 10 do
gene NR3C1 foram considerados fatores determinantes para sindrome metabdlica na

presente amostra.

7

Até onde sabemos, este é o primeiro trabalho que aborda a associagdo entre a

metilacdo do gene NR3C1 e sindrome metabdlica. Na amostra desse estudo a
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sindrome metabdlica apresentou associacédo com a reducao da metilacdo das CpGs
8, 10 e 12 da regido 1F do gene NR3C1, enquanto que na CpG 6 ocorreu associacao

com o aumento da metilagdo do gene.

Este resultado pode aparentar uma contradicdo, mas se tratando do gene NR3C1, é
possivel notar que além de possuir uma estrutura com uma grande variabilidade de
éxons, também apresenta uma regulagdo génica complexa, dado que no éxon 1 &
uma regiao rica em dinucleotideos CpGs, sendo a modulacdo dessa regido sensivel
a metilacdo (PALMA-GUDIEL et al., 2015).

Diante desse resultado podemos sugerir que existe o envolvimento da regulacéo
epigenética do gene NR3C1 na sindrome metabdlica, no entanto, ndo podemos
afirmar com certeza qual é a “dire¢cao” dessa modulacio. Se é a metilagdo do NR3C1
gue influencia na sindrome metabdlica, ou se é a sindrome metabdlica que influéncia

no padrao de metilagdo do NR3C1.

Contudo, o resultado encontrado pode chamar a atencédo da comunidade cientifica,
uma vez que, a metilacdo do NR3C1 esta envolvida com alteracdes na expressao
génica do receptor glicocorticéide e na reatividade ao estresse por modificacdes na
regulacéo do eixo HPA (BORCOI et al., 2020, 2021; DE ASSIS PINHEIRO et al., 2021;
WEAVER et al., 2004).

Muitos estudos sobre as alteracfes epigenéticas no gene NR3C1 estdo disponiveis
na literatura. Em sua maioria eles se concentram na relacdo do NR3C1 com estresse
precoce pré-natal (OBERLANDER et al., 2008), traumas na infancia (PERROUD et
al., 2011; VAN DER KNAAP et al., 2014), estresse pos-traumatico (PERROUD et al.,
2014; VUKOJEVIC et al., 2014), depressdao (BORCOI et al.,, 2020) e suicidio
(STEIGER et al.,2013).

Em relacdo as modulagBes epigenéticas relacionados ao NR3C1 e sindrome
metabdlica, ndo ha estudos disponiveis ainda. Mas existem estudos que relacionaram
as alteracdes epigenéticas nesse gene com o sobrepeso, lembrando que 0 excesso

de gordura abdominal € um fator de risco para a sindrome metabadlica.

De Assis Pinheiro e colaboradores (2020) verificaram a associacdo entre a

hipometilacdo da mesma regido do gene NR3C1 deste estudo com o sobrepeso, e
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sugeriram envolvimento do estresse cronico e da inflamacéo de baixo grau com o

excesso de gordura.

Uma pesquisa apontou evidéncias sugestivas de que a obesidade na vida adulta pode
estar relacionada com o perfil alimentar materno durante a gestacdo, ja que a
deficiéncia nutricional materna, principalmente de folato, metionina, betaina ou colina,
gue séo doadores de metil, podem alterar o perfil de metilagdo do DNA, e isso por sua
vez pode aumentar a probabilidade um fendétipo obeso na vida adulta (SAMBLAS,;
MILAGRO; MARTINEZ, 2019).

Portanto, os resultados aqui descritos sugerem um possivel envolvimento entre a
metilacdo do gene NR3C1 com a sindrome metabdlica. Entretanto, se tratando de um
estudo transversal, ndo podemos afirmar uma relacdo de causalidade, ou seja, ndo é
possivel afirmar que a metilacdo no gene NR3C1 aumenta a probabilidade de
desenvolver sindrome metabdlica, ou se a sindrome metabdlica pode alterar os

padrdes de metilacdo do NR3C1.

Diante disso, novas pesquisas precisam ser realizadas para compreender realmente
qual a modulagdo que ocorre nessa associacdo. Todavia, este trabalho também
fornece dados relevantes para as entidades governamentais e profissionais da salde
sobre a sindrome metabdlica, uma vez que o crescimento acelerado dessa condicéo
€ recorrente em escala global, e esta diretamente relacionada com o desenvolvimento

de doencas crbnicas na populagao.

Além disso, os dados epidemiolégicos apresentados aqui podem fornecer subsidios
para o desenvolvimento de politicas publicas de prevencdo e tratamento, que

contribuem para a reducdo dos gastos publicos com a saude.
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7 CONCLUSAO

Os resultados encontrados neste trabalho indicam que a prevaléncia de sindrome
metabdlica nessa amostra foi de 23,22%. Dentre as variaveis utilizadas para
caracterizar o perfil socioecondémico, estilo de vida, condi¢cdes de salude e parametros
bioguimicos, a faixa etéria, ter filhos, IMC, gordura corporal, colesterol total e VLDL
mostraram-se associados a sindrome metabdlica.

No entanto, os fatores considerados determinantes para sindrome metabolica foram
a gordura corporal, colesterol VLDL e a metilacdo nas CpGs 6, 8, 10 e 12. Esses
fatores explicam em 16% a prevaléncia de sindrome metabdlica nesta amostra.
Adicionalmente, foi possivel verificar que ha associacéo entre o perfil de metilacdo do
gene NR3C1 e a sindrome metabdlica, entretanto, ndo é possivel aferir uma relacao

de causa e consequéncia, devido a natureza transversal do estudo.
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Apéndice 1: questionario de avaliagdo socioecondmica, condicdo de saude e estilo

de vida.
Cadastro SUS Codigo: | __[1__11__11_I
Cadastro Individual
Identifica¢do do usuario/Cidadido
Nome completo:
Data de nascimento:
NUmero do cartdo SUS: / /
Raca: |__|Branca |__|Preta
Sexo: |__|Masculino |__|Feminino | _|Parda
|__|Amarela | __|Indigena
Informag6es sociodemograficas
Situagdo Conjugal: |__|Solteiro |__|Casado(a) |__|Divorciado/ Separado |__|Vidvo (a) |__|Outra
Ocupagao:
Escolaridade:
__| Ensino Fundamental EJA
| Creche
| Pré escola | Ensino Médio

| Classe Alfabetizada

| Ensino Fundamental 12-42 séries

| Ensino Fundamental 52-82 séries
| Ensino Fundamental Completo
| Ensino Fundamental especial

| Ensino Fundamental EJA (12-423)

I
(52-82)
I

| __| Ensino Médio especial
I

__| Ensino Médio EJA

| __| Superior,
Aperfeicoamento,
Especializa¢do, Mestrado
Doutorado

| __| Alfabetizagdo Para Adultos

|__| Nenhum

| Empregador

Situagdo no mercado de trabalho:

| Assalariado com carteira de trabalho

| Assalariado sem carteira de trabalho

| Aposentado/Pensionista
| Desempregado

|__
|__
| __|N&o trabalha
|__

| Intelectual/ Cognitiva

| Autbnomo com previdéncia social | Outro
| Autbnomo sem previdéncia social
Possui deficiéncia? | __|Sim |__|Né&o
Se sim, qual?
| __|Auditiva | __|Fisica
| __|Visual | __|Outra
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Cadastro Domiciliar

Endereco/ Telefone para contato

Tipo de Logradouro:

Nome do logradouro: N2 e complemento:

Bairro: Telefone:

Condig6es de Moradia

Situagdo de moradia/Posse de terra:

|__|Préprio |__|Cedido

| __|Financiado | __|Ocupacgédo
|__|Alugado |__|Situagdo de Rua
|__|Arrendado |__|Outra
Localizagdo: |__|Rural |__|Urbana

Em caso de Producgdo Rural: Condi¢do de Posse e Uso de Terra

| __|Proprietario | __|Arrendatario (a)

| _|Parceiro/ Meeiro | __|Comodotério (a)

| __|Assentado(a) | __|Beneficiario (a) do banco da terra
| _|Posseiro | __|N&o se aplica

Abastecimento da agua:

| __|Rede encanada até o domicilio | __|Carro Pipa
| __|Pogo/Nascente do domicilio | __|Outro
|__|Cisterna

Forma de escoamento do banheiro ou sanitdrio:
| __|Rede coletora de esgoto ou Pluvial | __|Direto para o Rio, Lago ou mar
| __|Fossa séptica | __|Céu aberto

| __|Fossa rudimentar | __|Outra forma
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QUESTIONARIO codigo: | |1 11__I1__|
Data:
|[Entrevistador:
MODULO 1: INFORMAcf)ES GERAIS
1{Nome:
Idade:
2 | Telefone: CEL:
()
3| Possui filhos? ()sim nao
4 Quantos filhos?

Renda pessoal (més anterior):
ou em salarios minimos

RS

| __| Sem rendimento
|__| Até 1 salario minimo
|_| Entre 1 e 3 SM

|_| Entre 3e 5 SM

|__| Mais de 5 SM

Renda familiar (més anterior) (toda
familia):
ou em salarios minimos

RS

| __| Sem rendimento

|__| Até 1 salario minimo (SM)
|__| Entre 1 e 3 SM

|_| Entre 3e 5 SM

| __| Maisde5SM
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MODULO 2: CONDICOES DE SAUDE

Fuma (cigarro, charuto, etc.)?

| | Nunca fumou (pule para Q3)

| __|Ja fumou e ndo fuma atualmente
|__| Fuma atualmente
Quantos cigarros por dia?

Qual o tipo de cigarro?

Vocé consome bebidas alcodlicas?

| Nunca bebeu
|J4 bebeu no passado e atualmente nio bebe

| Bebe atualmente

(pule para Q7)

Quantas doses (1 copo americano cheio)

por semana?

| Até 2 doses
|Entre 2 e 7 doses

| Acima de 7 doses

|
|
|
|
|
|
(

No ato de beber, acontece de beber grande ) ndo ()sim
quantidade de uma vez s6?
Qual o tipo de bebida alcodlica que vocé | __|Cerveja
consome com maior frequencia? | __|Cachaga
|__|Vinho

|__|Destilados em geral

| __ |Outras:
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Quais sintomas vocé tem apresentado?

| __|Irritagdo ocular
|__[Queimaduras na pele
| __|Nduseas/ansia de
vomito

| __|Catarro

| __|Dor abdominal
| __|Diarreia

| | Digestao dificil
| __|Chiado/sibilos

() estresse

() ansiedade

| __|Lacrimejamento

| _|Tonturas/Vertigens

| __|Tosse
|__|Falta de
ar/dispneia

| __|Visdo turva
| _|Tremores

| __|Vomitos

| __|Dor articulagOes
() falta de memoria

() dor no peito

| __|Dor de cabega

| __|Suor excessivo
| __|Salivacdo

| __|Agitagdo/irritabilidade
| __|Formigamento
| Palpitagdo cardiaca

| __|Caimbras
| __|Dor no corpo
(musculatura)

() fraqueza

8

Vocé tem alguma dessas doengas?

| __|Ledes na pele/Alergia

|__|Asma

| __|Inflamagdes gastricas
| __|Doencgas hepaticas

| __|Hipertens3o arterial
|__|Infertilidade

() hipotireoidismo

() hipertireoidismo

| __|Hepatite

| __|Doengas ésseas
| __|Doencas renais

| __|Doenca respiratdria
| __| Déficit de atengdo

| __|Abortamentos

() obesidade

() sindrome metabdlica
(

) doengas auto-imunes

| __|Depressdo
| _|Doengas
cardiovasculares

|__|Céncer

| __|Hiperatividade
() Déficit de atengdo
() hipoglicemia

() diabetes

9

Vocé faz uso de algum medicamento
continuo?

|_|NAO

|__|SIM
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Qual(is) medicamento(s) de uso continuo vocé faz uso?

Tipo de medicamento:

| Medicamento para dormir
| Rémedio para depressdo
| Rémedio para pressdo arterial

|__|Rémedio para coragdo
| __| Rémedio para diabetes
Outros: Quais?

11 |Vocé faz uso de suplemento de vitamina D? |Ndo | __|Sim
12 |Vocé faz uso de protetor solar? | __|Diariamente
| __|Somente quando exposto ao sol
| __|Raramente
| __|N&o faz uso
13 | Possui atividade de lazer/ recreagdo? () semanal () mensal
() quinzenal () ndo
14 |Pratica atividade atividade fisica? ()sim () ndo

15

Pratica atividade atividade fisica sob
sob exposicao solar?

() Mais que 2 horas na semana

() Em média, 2 horas na semana

() Em média, 1 hora na semana

() Em média, 30 minutos na semana
() Nao pratica

16

No trabalho, quantas horas, por dia, vocé é
exposto a luz solar?

()0 horas
()até1hora

()de 1h a4 horas

() a partir de 5 horas

64
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17 | No geral, como vocé avalia a sua saude? () muito boa () ruim
() boa (') muito ruim
() regular

18 | Fez ou faz tratamento com psiquiatra ou teve Internagdo por problema de satide mental? | __|Sim |_|N3do
Se sim, Quais?

19 |Usa Plantas medicinais? |__|Sim |__|Nao

20| Usa outras praticas integrativas e complementares? | |Sim | __|N&o
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Anexo 1: autorizacdo do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos, do
Centro de Ciéncias da Saude, da Universidade Federal do Espirito Santo, sob o
namero 1.574.160/2016.

CENTRO DE CIENCIAS DA
SAUDE/UFES

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: impacto do programa de capacitagdo de agentes SUS no estado nutricional de
wiamina D e sua relacdo com cbesidade, depressdo, cancar, metdacio do Receplor do
Glicocorticolde e avaliaglo de hipovitaminose D na populacdo da regldo do Caparad
Capixaba

Pesquisador: ADRIANA MADEIRA ALVARES DA SILVA

Area Temitica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nio necessita de andlise
élica por pane da CONEP;),

Versdo: 3

CAAE: 528302165 0000 5080

Instituicao Proponente: CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.574 160

Apresentagao do Projeto:

Pesquisador responsavel: ADRIANA MADEIRA ALVARES DA SILVA

Instituigio. CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO-
CCA-UFES

Finalidade: PPSUS

Cuwso: Biologa/Programa de Pos-Graduacao em Biolecnologa RENORBIO ¢a UFES

JUSTIFICATIVA: A vitamina D ¢ um horménio estercide que atua como fator de transcrigio nuclear que
exerce papel importante no metabalismo osseo, com propriedades anti-inflamatérias & moduladoras do
sistema Imune. Estudos recentes mostram uma correlagio entre niveis baixos de vitamina D ¢ o
aparecimento de doengas, incidéncia de cancer e mortalidade, e doengas autoimunes. A fonte mats
importante para sua obtengdo ¢ 0 50l que contnbul com 80 a 90% na producdo da vitamina, apenas cerca
de 10 a 20% provém gos alimentos. Ocorre que a com descoberia de que a radlagio ultravioleta do sol
poderia pr a do pele, da a0 estilo de vida @ trabalho, em locals sem Insclagdo, levou
grande parte da populacio mundial 3

Endersgal  Av Miwochd Campios 1468
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UF: E5 Municiplo:  VITORIA
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hipovitaminose D. A reposi¢do desta vitamina @ simples, pois sendo o sol uma fonte Inesgotavel de
obtengdo e de baixo custc, mesmo na necessidade de suplementagdo vitaminica, Niveis anormais de
vitamina D est3o relacionados ao cancer, depressio, obesidade, diabetes e outras condigdes de alto custo
para o SUS. Assim como a vitamina D, o Receptor do Glicocorticolde (GR), também esta correlacionado
com cancer, depressao e obesidade, Ele & sujeito 3 metilag3o e perde a fungdo de controle do stress.

OBJETIVO PRINCIPAL: Avaliar o Impacto da implantagdo de um programa de educagio e capacitagdo dos
agentes do SUS quanto ao estado nutricional de vitamina D e sua relagdo com obesidade, depressdo e

cancer georreferenciado, além de investigar a prevaléncia de hipovitaminose D e doengas correlacionadas,

além disso, pretendemos realizar averiguacdo da metilagio do GR e sua correlagio com as doengas

LOCAL DO ESTUDO: Agentes de Unidade Basicas de Dalde do SUS e Individuos da cidade e do campo
na regido do Caparaé Capixaba.

INTERVENCAOQ/PROCEDIMENTOS: Sera realizada avallagio bloquimica, antropométrica, alimentar e
socioecondmica da populagde da cidade e do campo para a obtencdo dos dados de prevaléncia. A
avaliacdo socioecondmica, de satde e estlo de vida sera feita por meio da aplicagao de questionario junto a

populagdo, serdo averiguadas 300 pessoas na zona urbana e 300 na zona rural. Para a antropometria,

serdo aferidos peso, altura e circunferéncia da cintura (CC), segundo SISVAN, Sera feito o calculo do Indice
de Massa Corpdrea (IMC) e classificagdo quanto ao estado nutricional baseada nos pontos de corte da
OMS A avaliagio bioguimica consistird na determinagio dos niveis séricos de vitamina D, por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC), paramefros bioquimicos séricos e hemograma completo por kits comerciais
para automacao, a andlise molecular sera por extracio do DNA, com posterior determinagdo da metilagao
do gene Receptor de Glicocorticoide A avaliagio do consumo alimentar de vitamina D sera feita por meio de
Questionario de Frequéncia de Consumo Alimentar (QFA). Para a avaliar do estado de depressdo sera
aplicado o Inventario de Beck de autoavaliacdo, com 21 itens, cuja intensidade varia de 0 a 3. O stress sera
avaliado pelo inventdrio de Lipp segundo protocolo. Os cases de cancer atendides pelo HEC! desde 2010
serdo tabulados e georreferenciados.

BENEFICIOS: Os dados gerados poderdo ser utilizados pelo SUS na implantagio do programa em

Enderego:  Av Marachal Campos 1468

Bairro: SN CEP: 20.040-081
UF: ES Municipio: VITORWA
Telefone: (2733357211 E-mail: cep@ocs ules br
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outros municipios, no fomento de politicas publicas de saude no pais e como medida de economia para o
SUS, ja que Indices normais de vitamina D poderiam promover a redugdo de casos de tumores, depressdo e
obesidade, doengas consideradas de alto custo. Além disso, a capacitagcdo de profissionals do SUS na
regido de menor IDH do Estado do Espirito Santo € importante para a melhoria e desenvolvimento da
regido.

Objetivo da Pesquisa:

A proposta tem como objetivo geral avaliar o impacto da implantagdo de um programa de educagio e
capacitagao dos agentes do SUS quanto ao estado nutricional de vitamina D e sua relagao com cbesidade,
depress3o e cancer, bem como Investigar a prevaléncia de hipovitaminose D e suas doengas
correlacionadas em grupos de individuos da area urbana e rural na regide do Caparaé Capixaba, assim
como avallar o status de metilagdo do gene receptor do glicocorticdide para a possibilidade de utilizagdo
como marcador de doengas.

1 - Avaliar o impacto da impiantacdo de um programa de educagdo e capacitagdo para os agentes SUS
sobre o estado nutricional de vitamina D e sua relag8o com obesidade, depressio e cancer

2 - Envolver os profissionais do SUS em um projeto de investigagio da hipovitaminose D e prevaléncia de
suas doengas correlacionadas, na regido, de modo que possam se capacitar com beneficio para a
populagio atendida.

3 ~ Levantar dados populacionais da regido do Caparad Capixaba quanto a condigdo socioecondmica, estilo
de vida, condigdes de salde da populacdo urbana e rural do Caparaé Capixaba e correlacionar com a
hipovitaminose D.

4 - Realizar a avaliagdo bicquimica, hematolégica, antropométrica e alimentar e relacionar com
hipovitaminose D e suas doengas relacionadas.

5 — Realizar a analise molecular do gene Receptor de Glicocorticoide (RG) por estudo de metilagdo e
relacionar com depressdo. cancer, obesidade e hipovitamincse D e como possivel marcador para detecgdo
de depressdo e stress.

6 - Identificar os casos de cancer na populacgao investigada e caracteriza-los guanto aos casos familiais e
nao familiais.

7 - Georrefenciar os casos de cancer da regifio por meio dos Registros Hospitalares de Cancer (RHC) do
Hospital Evangélico de Cachoeiro de Itapemirim(HECI) e correlacionar a doenga com as possiveis causas
ambientais como ocupacdo, acesso a dgua, uso de agrotdxicos e outros.

8 - Realizar avaliagdo do estado de depressao e stress na populagdo investigada e correlacionar com a
hipowtaminose D e a metilagdo do receptor do glicocorticoide.
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9 - Realizar capacitagdo continuada para os profissionais do SUS nas areas de nutrigdo, com enfoque para
wvitamina D, obesidade e educagao alimentar, além de atividade fisica; salde mental e stress e depressio.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

- Riscos: de acordo com a pesquisadora, "Populagdo 1. Em relagdo a populagdo em que serdo realizadas a
coleta de material blolégico e de dados (populagdc urbana e rural), os riscos envolvem os procedimentos
usados na coleta de sangue por pungao venosa em seringa estéril e descartavel, realizada por profissional
habilitado. Todos os frascos e tubos receberdao uma etiqueta de codigo de barras para que os pacientes nao
sejam identificados por seus nomes. Os materiais coletados serdo transportades em gelo até o laboratério.
Entre os procedimentos, o que causa malor desconforto & o de coleta de sangue, podendo levar a um
hematoma local, porém com pegueno risco a salde. Alguns sujeitos podem sentir um desconforto maier,
como alteragdc da pressdo arterial, Para minimizar os nscos a coleta sera feita somente por profissionais
habilitados e devidamente treinados e a utilizacdo de matenais estéreis e descartaveis. Outro risco inerente
ac projeto € a identificagdo dos individuos participantes da pesquisa através dos resultados dos exames e
da tabula¢8o de dados. Para minimizar estes riscos, os sujeitos serdo identificados por cédigos numeéricos e
a planitha com a tradugdo dos codigos ficard sob a guarda da pesquisadora responsavel. Ainda assim existe
o risco de identificacdo do sujeito ja que os resultados dos exames terdo que ser digitados e impressos.
Para minimizar este risco, a digitagio sera feita por uma Unica pessoa treinada e sob a supervisdo da
responsavel pelo projeto. Durante a coleta, tabulagdo e impressao dos dados sera proibida a permanéncia
com aparelhos celulares ou equipamentos eletrdnicos que possibilitem a filmagem ou fotografia dos dados
obtidos. Populagdo 2: Dos sujeitos do estudo que serdo submetidos a avaliagdo de conhecimentos prévios e
treinamento, existe o risco de identificagdo do sujeito, especialmente no caso dos profissionais contratados
em pequeno numero, Para se evitar o risco de identificagio dos individuos, os questiondrios de avaliagdo
ndc serdo identificados por nomes, pois a andlise dos resultados sera feita de forma coletiva. Outra forma
adotada para a ndo identifica¢io dos sujeitos e ndo vazamento de informacdes sera através da tabulagao
de dados de forma sigilosa, afim de que os piores resultados no sejam identificados. Durante a coleta e
tabulacdo dos dados sera proibida a permanéncia com aparelhos celulares ou equipamentos eletrénicos
que possibilitem a filmagem ou fotografia dos dados obtidos. Além disto, para evitar qualquer tipo de
constrangimento o sujeito podera responder quantas questdes quiser do questionario e se achar que
alguma pergunta ¢ ofensiva podera deixar de responder ou mesmo se recusar. O sujeito ndo terd nenhum
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dnus na participagdo desta pesquisa.”.

- Beneficios: de acordo com a pesquisadora, “Populagdo 1: Os beneficios imediatos decorrentes desta
pesquisa para os individuos que se dispuserem a participar serdo o fornecimento dos resultados dos
exames realizados, além de informagdes e orientagdes quanto ao contelddo dos exames e encaminhamento
para os profissionais qualificados. Esses resultados poderdo beneficiar, no futuro, outras pessoas e a
céncia. Os dados secundarios gerados peia pesquisa ndo beneficiardo diretamente os sujeitos da pesquisa.
Populacac 2. O beneficio direto decorrente da pesquisa para essa populagdo serd a realizagdo de
atividades educativas propostas no projeto, que capacitardo os profissionais de satde do SUS e o
fornecimento dos certificados de participacdo/capacitacdo nos referidos cursos. Esses resultados também
podero beneficiar, no futuro, cutras pessoas e a ciéncia. Os dados secundarios gerados pela pesquisa ndo
beneficiardo diretamente os sujeitos da pesquisa.”.

- Os riscos e beneficios, conforme descritos pelo pesquisador, atendem as exigéncias da Resolugldo CNS n*
466/12,

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Projeto de pesquisa potencialmente relevante, com beneficios previstos prevalecendo sobre os riscos.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacdo obrigatdria:

- A folha de rosto esta adequada;

- 0 projeto de pesquisa esta adequado,

-0 TCLE esta adequado;

- 0 orgamento € apresentado de forma adequada;

- 0s documentos autorizando o desenvolvimento do projeto na instituicdo/uso de dados sdo apresentados.

Recomendacoes:
Antes de submeter ou ressubmeter seu projeto de pesquisa para o CEP verifique as recomendagdes abaxo:

Alguns projetos encaminhados ao CEP tém apresentado problemas que tem dificultado a apreciagdo dos
mesmos, atrasando a emiss3o do parecer e sobrecarregando o colegiado com o grande nimero de projetos
com pendéncias. Desta forma, o CEP, vem por meio desse encaminhar algumas recomendacdes, baseadas
na RESOLUGAO CNS N° 466, DE 12 DE DEZEMBRO DE 2012 a
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sarem observadas para agilizar a avaliagdo dos projetos.

1. De acordo com a referida resolucdo, XI.2 "Cabe ao pesquisador: a) apresentar o protocolo devidamente
instruido ac CEP ou 4 CONEP, aguardando a decisdo de aprovagdo ética, antes de iniciar a pesquisa”, ou
seja, NENHUMA ETAPA DA PESQUISA QUE ENVCLVA QUALQUER CONTATO COM 0OS
PARTICIPANTES OU SEUS DADOS PODE SER INICIADA ANTES DA APROVACAO DO CEP.
2. Ares. CNS 466/12 dispde: "V - DOS RISCOS E BENEFICIOS; Toda pesquisa com seres humanos
envolve risco em tipos e gradacgdes variados”, portanto o pesquisador devera prever quais situagdes
poderdo atingir fisica ou mentalmente um sujeito. Questionarios, por exemplo, podem demandar tempo,

causar constrangimento, fazer a pessoa a reviver experiéncias que pedem causar sofrimento psiquico,

causar ansiedade, expor informagdes de um grupo ou comunidade especifica, etc. Assim o pesquisador
deverd, em todo tipo de projeto, relatar os possiveis riscos mesmo que minimos, e também as providéncias
e cautelas a serem empregadas para evitar elou reduzir os riscos citados.

3. O cronograma deve prever o tempo para os tramites no CEP. Deve-se considerar a possibilidade do

projeto ndo ser aprovado na primeira avallagdo e possuir pendéncias, além do calendario de reunides.

Dessa forma, o projeto depois de adaptado terd que ser novamente avaliado. Isso pode acarretar em

atrasos. Assim, nunca deixe para submeter o projeto, contanto com a aprovacdo na primeira avaliagdo.

4. Cumprr com rigor as exigéncias da Res. CNS 466/12, IV, que trata do Consentimento Livre e Esclarecido
Fot disponibilizado um modelo de TCLE pelo CEP - CCS/UFES a fim de auxiliar na elaboragdo do referido
documento.

5. Verificar se ¢ projeto esta sendo vinculando ao CCS, pois caso contrdrio © projeto pode ser encaminhado
para outro CEP/UFES.

6. A Folha de Rosto que devera ser digitalizada e anexada ao protocolo sera gerada pela plataforma. Nao
usar o modelo disponivel no site do CONEP,

7. Caso tenha alguma dificuldade em utilizar a Plataforma Brasil (como inclusio de anexo, etc), sugerimos
mudar de navegador.

8. Informar e comprovar a existéncia de Biorrepasitério ou Biobanco. A ndio comprovagao inviabiliza a
aprovacdo do projeto.

9. Caso o acesso aos participantes ocorra em local diferente da instituigdo proponente, uma carta de

anuéncia assinada pelo responsavel por este local precisa ser apresentada — por exemplo, hospital,

unidade de saude, escola, asilo, creche, efc.
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10. Caso no projeto conste o uso de dados secundarios, como prontuarios médicos ou outros bancos de
dados do tipo, uma carta de anuéncia assinada pelo responsavel peles dados precisa ser apresentada
Neste caso, ainda é obrigatério a apresentagdo de um termo de sigilo, privacidade e confidencialidade
assinado pelo pesquisador responsavel pelo projeto proposto.

11. O orgamento detalhado precisa ser apresentado, independentemente se o projeto caracteriza-se como
“financiamento préprio” cu ndo.

ALGUNS DOCUMENTOS IMPORTANTES

- Resolugdo CNS n” 486/12 — diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres
humanos

http://conselho.saude. gov.briresolucoes/2012/Reso466. pdf

- Resolugdo CNS n® 441/11 — armazenamento e utilizaclo de material biolégico humano com finalidade de
pesquisa (Biorrepositério ou Biobanco).

http://conselho.saude.gov. briresolucoes/2011/Reso44 1, pdf

- Modelo para elaboracao do TCLE preparado pelo CEP/CCS/UFES

http://ces. ufes brisites/ces ufes brifiles/Modelo%20de%20TCLE pdf

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Todas as pendéncias foram adequadas. O projeto esta de acordo com as exigéncias d sistema
CEP/CONEP, de acordo com a Resolugdo do CNS 486/12.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagio
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 30/052018 Aceito
do Projeto ROJETO 657299.pdf 11:49:14 N
Recurso Anexado | cartaresposta2 pdf 30/052016 |ADRIANA MADEIRA | Aceito

| pelo Pesquisador 11:32:48 |ALVARES DA SILVA
Projeto Detalhado / | ppsusVitDV3.pdf 30/05/2016 |ADRIANA MADEIRA | Aceito
Brochura 11:35:31 |ALVARES DA SILVA

| Investigador —

TCLE / Termos de | TCLEPPSUS_AG.docx 30/05/2016 |ADRIANA MADEIRA | Aceite
Assentimento / 11:35:10 |ALVARES DA SILVA
Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLEPPSUS_BIO.docx 30/05/2016 |ADRIANA MADEIRA | Aceito
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o ™

Assentimento / TCLEPPSUS_BIO .docx 11:3459 |ALVARES DA SILVA| Aceito
Justificativa de
| Auséncia — — -
TCLE / Termos de | anumunicipios0001.pdf 16/05/2016 |ADRIANA MADEIRA | Aceito
Assentimento / 09:45:36 |ALVARES DA SILVA
Justificativa de
Auséncia
Qutros RHC.pdf 16/05/2016 |ADRIANA MADEIRA | Aceito
e 09:43:31 _|ALVARES DA SILVA
Declaragio de biorreppsus_1.pdf 29/01/2016 |ADRIANA MADEIRA | Aceito
Manuseio Material 10:11:35 |ALVARES DA SILVA
Bioldgico /
Biorepositério /
| Bicbanco — _ _
Folha de Rosto folhappsusass_1 pdf 290172016 |ADRIANA MADEIRA | Aceito
10:11:17  |ALVARES DA SILVA
Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nio

VITORIA, 03 de Junho de 2018

Assinado por:

Cinthia Furst Leroy Gomes Buelonl|
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Anexo 2: autorizacdo do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos, do
Centro de Ciéncias da Saude, da Universidade Federal do Espirito Santo, sob o
namero 3.420.734/20109.

®_ e UFES - UNIVERSIDADE
@ @ e FEDERAL DO ESPIRITO %’“"“
© o T 7T SANTO - CAMPUS ALEGRE

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo epigenética dos genes BONF e NR3C1 e a relag8o com a Seguranga
Alimentar e Nutricional, a saude e o estilo de vida de adultos, usuadrios do SUS

Pesquisador: Wagner Mranda Barbosa

Area Tematica:

Versdo: 4

CAAE: 08454919.5.0000.8151

Instituicio Proponente: COORDENACAO ADMINISTRATIVA DO SUL DO ESPIRITO SANTO - CASES -

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESPIRITO SANTO - FAPES
CONSELHO NACIONAL DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E
TECNOLOGICO-CNPQ

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3420734

Apresentacgido do Projeto!

O projeto aborda problemas que interferem na oferta de alimentos, no acesso fisico e econdémico, no
consumo ou no padrao de sua utilizagao biolégica, resultando em situagdo de (IN)Seguranca Alimentar e
Nutricional (INSAN) e comprometimento do estado de salde e bem-estar, o que pode levar ao
desenvolvimento de doengas e agravos endémicos, Tais agravos envolvem tanto situagdes carenciais como
desnutriclo e deficiéncias nutricionais especificas quanto situagdes relacionadas & Ingestio caldrica
excessiva, como a obesidade e seus desdobramentos, e as associagbes com ouiras doengas crénicas de
reconhecida relevancia epidemiolégica. O comprometimento do estado nutricional e de salde relaciona-se
com os habitos de vida de forma bidirecional ¢ a investiga¢do socicdemografica deve ser realizada nos
estudos de salde. Tanto as situagdes de agravos a saude quanto as de comprometimento do acesso as
necessidades basicas estio diretamente relacionadas a0 estresse psicossocial € este, por sua vez, ao maicr
risco de ansiedade, depressio e outras alteragdes psiquidtricas, Pesquisas em epigenética tem despontado
nes Gitimos tempos, de modo que a epigenética tem sido reconhecida como a resposta do individuo ao
ambiente no sentido de adaptagdo por meio da expressao diferencial de genes, ou seja, sdo modificagdes
que afetam a expressao génica decorrentes de alteragdes como metilagdo e acetilacio das caudas de
histonas e metilagdo do DNA, que acabam por aumentar ou reduzir 2 expressio génica. Alteragdes na
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metilagdo do DNA tém sido sugeridas como possiveis moduladoras da saude a longo prazo em resposta a
eventos ambientais e que podem ser passadas para as geragdes futuras, Considerando que o estudo da
regulacdo epigenética auxilia na compreensao do comportamento fisiologico, bem como a etiologia dessas
doengas consideradas limitantes, complexas e multifaterials, este projeto pretende investigar, na populagao
usuaria do SUS (400 individuos recrutados), o perfil de metiagdo dos genes NR3C 1 e BDNF e a sua relacdo
com o estado de sawde. de (IN)Seguranga Alimentar e Nutricional (INSAN) e com o estilo de vida (consumo
alimentar, habito labagista e etilista). A proposta busca, por meio de analises epigenéticas, possiveis
marcadores do estado de salde, INSAN, padrdo alimentar e estilo de vida para a melhor compreensao,
prevengao, diagnoéstico e tratamento de doengas. Para tanto, a pesquisa sera realizada com individuos
adultes usuarios do SUS e a coleta de dados (a ser realizada somente apés aprovagido do
CEP/Alegre/UFES), se dara por meio de entrevista individual, com aplica¢gdo de questionarios de avaliago
socioecondmica, de INSAN, de salde e estilo de vida. Além da entrevista, serd feita avaliagio
antropométrica, aferigdo da pressdo arterial e coleta de sangue para analises bioguimicas e moleculares.

Objetivo da Pesquisa:

De acordo com o pesquisador responsavel, os objetivos da pesquisa sdo!" Objetivo Primario: Investigar, na
populagdo usudria do SUS, o perfil de metilagio dos genes NR3C1 e BDNF e a sua relagio com o estado
de salde, de Inseguranga Alimentar e Nutricional (INSAN) e com o estilo de vida (refato de estresse e
ansiedade como trago de personalidade, consumo alimentar, habito tabagista e etilista)", e "Objetivo
Secunddrio: Avaliar as condigdes socioecondmicas da populaglio pesquisada; Avaliar prevaléncia de
Inseguranga alimentar e nutricional; Avaliar o consumo alimentar e identificar habitos alimentares; Realizar
avallagdo antropométrica; Avaliar a pressdo arterial, Avaliar a prevaléncia de sintomas de depressao,;
Investigar habito tabagista e efilista; Realizar avaliagdo bioquimica; Avaliar alteragdes moleculares
relacionadas ao perfil de metiagdo do genes NR3C1 e BDNF, Investigar a associagdo entre a metilagao dos
genes NR3C1 e BDNF, o estado nutricional & de salde, de INSAN e o estilo de vida da populagio,”

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

De acordo com o pesquisador responsavel, os riscos e beneficios da pesquisa sdo: "Riscos. O risco
proveniente da avallag&o proposta (socioecondmica/ de salide, habitos de vida e de inseguranga alimentar e
nutricional) seria o possivel

constrangimento dos participantes durante a aplicagao dos questionarios de avaliagdoe socicecondmica, de
habitos alimentares, de condigdes de saude e estiio de vida. Os participantes
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serdo informados que poderdo responder quantas questdes quiserem dos questionarios e, se acharem que
alguma pergunta é ofensiva poderdo deixar de responder ou mesmo recusar. Durante a coleta do sangue, o
paciente pode sentir um pouco de dor ou apresentar um hematoma {mancha roxa) no brago, no local onde
for inserida a agulha. E possivel, mas ndo provavel, que ¢ paciente apresente Inchago ou sangramento no
local da pungdo, Pode também ocorrer um mal-estar relacionado a agulhas, E improvavel que ocorram
danos fisicos a partir da coleta de sangue. Se estes danos ou outros danos ocorrerem resultantes da
partiapacao no estudo, o paciente sera tratado peios profissionais da equipe, tera assisténcia integral, bem
como mantera seus direitos legais, incluinde o direito de procurar obter indenizagio por danos eventuais.
Para minimizar os riscos da ocorréncia de inchagos’hematomas durante a coleta sanguinea, o paciente sera
orientado a ndc se movimentar durante o procedimento, o que evitaria qualquer erro no momento da
pungdo. Além disso, sera explicado que ndo é recomendavel massagear o local da picada, pois ao invés de
ajudar a diminuir o desconforto, ird faciitar o surgimento de hematomas na regido. O paciente também sera
orientado a retirar qualquer acessério, como pulseiras e relégios, e evitar usar roupas que possam apertar o
brago. Ademais, sera recomendado que ele nao faga quaiquer exercicio fisico ou pegue peso com o brago
no qual fol feita a coleta de sangue por pelo menos uma hora. O paciente também sera aconselhado no
caso de aparecimento de hematomas e/ou inchacgo, para que as lesdes desaparegcam mais facimente, As
recomendacdes serdo: aplicar gelo no local ou usar cremes especificos com orientagdo médica. Em relacdo
aos dados de prontuarios que fardo parte do estudo, sempre existe risco de identificagio e vazamento de
informagao sigilosa do paciente. Para minimizar os riscos, este levantamento sera feito por colaboradores de
dentro das instituigdes envolvidas, o prontuario ndo saira da UFES e as equipes de pesquisa receberdo
apenas uma planilha identificada numericamente sem © nome ou qualquer identificagdo do paciente.
Durante a coleta de dados sera proibida @ permanéncia com aparelhos celulares ou equipamentos
eletrénicos que possbilitem a filmagem ou fotografia dos dados’. E: Beneficios: “Como beneficio direto, o
participante recebera os resultades das avaliagdes e exames realizados, além de informagdes e onentagdes
quanto ao contet:do dos exames e encaminhamento para os profissionais de salde. Indiretamente, proposta
@ promissora para a melhoria do comportamento e habitos alimentares e melhoria do estilo de vida dos
adultos participantes do estudo. Para o Sistema Unico de Salde, a pesquisa que tem um aspecto
importante de inovacdo busca justamente a contribuigdo para a inclus3o de solugdes de baixo custo para as
problematicas de alto custo. O conhecimento das possiveis deficiéncias e excessos alimentares constituirdo
a base para elaboragdo do programa de educagao alimentar e nutricional voltados a adogdo de praticas
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saudaveis de alimentacdo. Os estudos de epigenética propostos no projeto trardo inovagao cientifica para
as pesquisas no Estado do Esplirito Santo, tanto para alunos, pesquisadores e para a populagdo abrangida.”

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

£ um projeto com condigdes de realizagdo, claramente definido e de muita relevancia. Pesquisa bem
fundamentada. As pendéncias apontadas pelo CEP foram corrigidas pelo pesquisador.
Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

* Folha de rosto: apresentada e adequada.

+ Projeto detalhado: apresentado e adequado.

* TCLE: apresentado e adequado.

« Termo de anuéncia da instituicdo onde a pesquisa sera realizada: apresentado e adequado,
» Questionénios: apresentados e adequados

* Regulamento do biorrepositono: apresentado e adequado.

« Cronograma: apresentado e adequado.

* Orgamento: apresentado e adequado.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

NBo ha pendéncias. As pendéncias apontadas pelo CEP foram corrigidas pelo pesquisador,

Consideragoes Finais a critério do CEP:

1. O CEP/Alegre/UFES devera ser informado de todos os efeltos adversos ou fatos relevantes que alterem
o curso normal do estudo,

2. Caso a pesquisa seja suspensa ou encerrada antes do previsto, o CEP/Alegre/UFES devera ser
comunicado, estando os motivos expressos no relatério final a ser apresentado.

3. O TCLE devera ser obtido em duas vias, uma ficara com o pesquisador e a outra com o sujeito de
pesquisa.

4. Em conformidade com a Carta Circular n®.003/2011CONEP/CNS, faz-se obrigatdria a rubrica em todas as
paginas do TCLE pelos participantes de pesquisa ou seu responsavel e pelo pesquisador.

5. Em muitos estudos, para que os beneficios aos participantes sejam efetivos, posteriormente a realizacdo
da pesquisa, & de grande importancia o pesquisador retornar a Instituigdo onde foi realizada a pesquisa e
apresentar os resuitados e conclusdes.
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

o ™

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacio
informacoes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 26/06/2019 Aceito
i 17 14:16:09
Parecer Anterior PB_PARECER_CONSUBSTANCIADO_| 26/06/2019 |Wagner Miranda Aceito
CEP 3415067 pdf 14:14:39 | Barbosa
QOutros CARTA_RESPOSTA pdf 26/06/2018 | Wagner Miranda Aceito
- 14:14:11 | Barbosa
TCLE / Temmos de | TCLE_vs_3.pdf 27/05/2019 | Wagner Miranda Aceito
Assentimento / 14:41:47 |Barbosa
Justificativa de
Auséncia
Brochura Pesquisa |Projeto_brochura___Etica_vs2 pdf 23/05/2019 | Wagner Miranda Aceito
. 17:25:23 |Barbosa
TCLE / Termos de | TCLE_vs_2.pdf 23052019 |Wagner Miranda Aceito
Assentimento / 17:24:18 |Barbosa
Justificativa de
Auséncia
Parecer Anterior PB_PARECER_CONSUBSTANCIADO_| 230572012 |Wagner Miranda Aceito
CEP_3299029.pdf 17:23:53 |Barbosa
Projeto Detalhado / |Projeto_brochura___Etica pdf 23/05/2019 |Wagner Miranda Aceito
Brochura 17:20:53 |Barbosa
Investigador
Qutros Lattes_Suzanny_Mendes.pdf 23/05/2019 |Wagner Miranda Aceito
17:07:07 | Barbosa
QOutros termo_flavia pdf 02/04/2019 |Wagner Miranda Aceito
18:04:57 |Barbosa
QOutros lattes_Elizeu_Batista pdf 29/03/2019 |Wagner Miranda Aceito
17:08:04 | Barbosa
Qutros Lattes_Tamires_Viewra, pdf 29/03/2019 |Wagner Miranda Aceito
17:07:39 _|Barbosa
Outros Lattes_Flavia pdf 29/03/2019 |Wagner Miranda Aceito
17.07:13 |Barbosa
Qutros Lattes_Anderson_Barros.pdf 28/03/2019 |Wagner Miranda Aceito
17:05:02 | Barbasa
Outros Lattes_Adriana_Madeira.paf 20/03/2019 | Wagner Miranda Aceito
17.03:58 |Barbosa
Cronograma Cronograma pdf 29/032019 |Wagner Miranda Aceito
16:45.09 _|Barbosa
Outros anuencia_assinado.pdf 29/03/2019 | Wagner Miranda Aceito
18:40:52 | Barbosa
Qutros biorrepositoric. pdf 29/03/2019 |Wagner Miranda Acsito
N 16.39.05 _|Barbosa
Folha de Rosto folhaderosto. paf 22/02/2019 | Wagner Miranda Aceito
12:27:29 |Barbosa
QOutros termo_de_sigilo.pdf 22/02/2019 |Wagner Miranda Acsaito
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Qutros termo_de_sigilo.pdf 12:05:31 |Barbosa Aceito
Qutros questSocioEconSaudeEstVida, pdf 21/02/2019 | Wagner Miranda Aceito
- 14.41:05 | Barbosa
Outros cadindviDomiciliar.pdf 2110272019 |Wagner Miranda Aceito
14:39:58 | Barbosa
Outros qfcaeantropometria.pdf 21/02/2019 | Wagner Miranda Aceito
09:34:16 | Barbosa
Outros EBIA pdf 210272019 | Wagner Miranda Aceito
09:32:11__ | Barbosa
Situagdo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagcao da CONEP:
Nao
ALEGRE, 27 de Junho de 2019
Assinado por:
JUSSARA MOREIRA COELHO
(Coordenador(a))
Enderego:  Alto Universitano, sin, Guararemn
Bairro: CENTRO CEP: 20 .500-000
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Anexo 3: Termo de consentimento livre esclarecido (TCLE).

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIMENTO
Profa. Dra. Adriana Madeira Alvares da Silva (28) 3552-8624; (28) 99271-9791

Dados de Identificacdo do Voluntario

Nome: Sexo: F( )M ( ) Data
de Nascimento:__ / [/ Idade: Fumante ( ) N&o Fumante ( )
Endereco: Bairro: Cida

de: Estado: CEP: Telefones:( ) /

Titulo do estudo: “Impacto do programa de capacitagdo de agentes SUS no estado
nutricional de vitamina D e sua relacdo com obesidade, depresséo, cancer, metilagdo do
Receptor do Glicocorticoide e avaliacdo de hipovitaminose D na populacdo da regido do
Caparaé Capixaba”

Natureza e objetivo do estudo: Vocé esta sendo convidado(a) a participar de um estudo que
tem por objetivo avaliar o impacto da implantacdo de um programa de educacéo e
capacitacado dos agentes do SUS quanto ao estado nutricional de vitamina D e sua
relacdo com obesidade, depresséo e cancer, bem como investigar a prevaléncia de
hipovitaminose D e suas doencas correlacionadas em grupos de individuos da area
urbana e rural na regido do Caparaé Capixaba, assim como avaliar o status de
metilacdo do gene receptor do glicocorticoide para a possibilidade de utilizacdo como
marcador de doencas.

Local do estudo: Esse estudo sera realizado no Laboratério de Biotecnologia do Centro de
Ciéncias Agrérias da Universidade Federal do Espirito Santo (CCA/UFES).

Procedimentos do estudo: Para esse estudo vocé respondera a um questionario sobre os
habitos, ocupacao, exposicado, presenca de depressdo, ansiedade e stress. Vocé tera o
direito de se recusar a responder as perguntas, se assim achar conveniente. Serdo colhidas
amostras: coleta de sangue através de puncdo venosa através de utilizacdo de seringa
descartavel estéril, coletada por profissional habilitado, com a duracédo aproximada de 30
minutos. O material coletado seré identificado com cddigo de barras e seu nome nao ficara
exposto nos tubos e frascos mantendo o sigilo de sua identidade, em seguida o material sera
transportado em gelo e levado ao laboratério de Biotecnologia do CCA/UFES. Depois de
utilizadas, as amostras de sangue (soro e plasma) e material genético (DAN e RNA) serdo
armazenadas no Biorrepositério de Materiais Biolégicos do CCA-UFES até o final do estudo.

Riscos e Beneficios: Vocé terd direito de responder quantas questfes quiser do questionario
e se vocé achar que alguma pergunta é ofensiva, poderé deixar de responder ou mesmo se
recusar. Vocé sentird desconforto na coleta de sangue (uma picada de agulha), podera ficar
com o brago roxo no local da picada e sentir alguma dor. Todo o material coletado sera
analisado no laboratério sob a responsabilidade da Profa. Dra. Adriana Madeira Alvares da
Silva, se vocé assim concordar. O uso e coleta de sua amostra de sangue nao implicardo em
riscos adicionais para a sua saude, nem exigirdo que vocé se submeta a qualquer outro
procedimento depois. Vocé ndo ter4d nenhum 6nus na participagdo desta pesquisa. Como
beneficio vocé receberd os resultados dos exames realizados, além de informacdes e
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orientacbes quanto ao conteldo dos exames e encaminhamento para os profissionais
qualificados. Esses resultados poderdo beneficiar, no futuro, outras pessoas e a ciéncia.

Confidencialidade dos registros: Nesse estudo, todos os frascos e tubos receberdo uma
etiqueta de cédigo de barras para manutencao de sigilo, em conformidade com Resolucdo
466/12 do CNS, de forma que vocé, paciente ndo seja identificado por seu nome. Caso 0s
resultados do estudo sejam publicados ou apresentados em congresso a confidencialidade
das informacfes serdo garantidas e sua identidade ndo sera revelada. Vocé recebera uma
via desse termo, ficando a outra com o pesquisador.

Esclarecimento de Duvidas: Em caso de duvida ligue para o pesquisador responsavel
Profa. Dra. Adriana Madeira Alvares da Silva nos telefones (28) 3552-8622, 3552-8624;
(28) 99271-9791. Vocé podera retirar 0 consentimento para pesquisa em qualquer época do
estudo. O Comité de Etica em Pesquisa responsavel pela autorizacéo do estudo atende pelo
telefone (27) 3335-7211 e o link na internet é www.ccs.ufes.br/icep - o e-mail é
cep.ufes@hotmail.com. O Comité de Etica em Pesquisa da UFES fica na Rua Marechal
Campos, numero 1468, Bairro Maruipe, CEP 29.040-090, Centro de Ciéncias da Saude (CCS)
- Prédio da Direcéo, Vitéria, ES.

Declaro que fui verbalmente informado e esclarecido sobre o teor do presente documento,
entendendo todos os termos acima expostos, como também, os meus direitos, e que
voluntariamente aceito participar deste estudo. Também declaro ter recebido uma via deste
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido assinada pelo(a) pesquisador(a). Autorizo
também o uso das informacgdes obtidas na pesquisa em publicacdes em revista médicas e
apresentacfes em congressos (desde que meus dados de identificacdo pessoal sejam
mantidos em sigilo).

Na qualidade de pesquisador responsavel pela pesquisa “Impacto do programa de
capacitacdo de agentes SUS no estado nutricional de vitamina D e sua relacdo com
obesidade, depresséo, cancer, metilacdo do Receptor do Glicocorticoide e avaliacdo de
hipovitaminose D na populagéo da regido do Caparaé Capixaba”, eu, ADRIANA MADEIRA
ALVARES DA SILVA, declaro ter cumprido as exigéncias do(s) item(s) IV.3 e IV.4 (se
pertinente), da Resolugdo CNS 466/12, a qual estabelece diretrizes e normas
regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos.

(LOCAL/DATA)

Participante da pesquisa Pesquisador colaborador

Pesquisador Principal
Profa. Dra. Adriana Madeira Alvares da Silva


http://www.ccs.ufes.br/cep

