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RESUMO

TEIXEIRA, Carolynne Martins, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de 2023.
Nutrientes doadores de metil, obesidade parental e incidéncia de obesidade — Estudo
CUME. Orientadora: Helen Hermana Miranda Hermsdorff. Coorientadora: Leidjaira Juvanhol
Lopes

A obesidade é uma doenca cronica, prevalente e multifatorial. A nutriepigenética mostra que a
predisposicao genética a doenca interage com fatores ambientais, como a alimentac¢ao, sendo
capaz de promover fenétipos distintos. Alguns nutrientes, conhecidos como doadores de metil
(MetD), participam do processo de metilacio do DNA e sdao capazes de modular a expressao
de genes envolvidos no aumento do peso corporal. Assim, dietas que contemplem esses
nutrientes podem contribuir como medida preventiva e teraputica para o risco de
desenvolvimento da obesidade. Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar
a associacdo entre o consumo de nutrientes MetD e a incidéncia de obesidade, e a sua relagao
com a obesidade parental. Neste estudo longitudinal, com 1.205 participantes da Coorte de
Universidades de Minas Gerais (Estudo CUME), avaliou-se a incidéncia da obesidade em um
seguimento de 4 anos (2016 —2020). Os dados foram coletados de forma on-line por meio de
questiondrios autorreferidos. A linha de base foi definida em 2016 e a cada dois anos os
participantes foram solicitados a preencher os questiondrios de seguimento (Q2_2018,
Q4_2020) e fornecerem informacdes do seu peso. O consumo diério dos nutrientes MetD (B2,
B6, B9, B12, colina, betaina e metionina) foram obtidos por meio de um questiondrio de
frequéncia alimentar com 144 itens alimentares, validado para a populagdo em estudo. Um
escore do consumo de MetD foi calculado considerando, inicialmente, o valor da mediana da
ingestdo de cada nutriente, sendo atribuido valor O quando a ingestao era baixa (< p50) e valor
1 quando a ingestao era alta (> p50). Em seguida os participantes foram categorizados em baixo
(0 — 3 pontos), mediano (4 pontos) e alto (5 — 7 pontos) escore conforme o tercil da pontuacao
total da amostra. A presenca de pai e mde com obesidade foi identificada mediante autorrelato
no questiondrio basal, e a obesidade parental foi determinada pela presenca simultianea de pai e
mae com a doenca. A regressdo de risco proporcionais de Cox foi utilizada para testar as
associacdes, e o modelo foi ajustado por fatores de confusdo identificados por meio de um
Griafico Aciclico Direcionado (Directed Acyclic Graph, DAG). Na amostra, 89 (7,4%) casos
incidentes de obesidade foram identificados. Estar no terceiro quartil de consumo de B2 e no

segundo quartil de consumo de B9 e de colina resultou em 60% (IC 95%:0,20 — 0,79), 52%



(IC95%:0,26 — 0,89) e 52% (1C95%:0,24 — 0,93) menor risco de desenvolver obesidade,
respectivamente. Obter um escore mediano de MetD também conferiu um menor risco
(HR:0,40; 1C95%: 0,18 — 0,84). A obesidade parental foi a que conferiu maior risco para os
casos incidentes (HR:4,26; IC95%: 1,21 — 10,93). No entanto, ter somente pai com obesidade
teve um risco superior ao que ter somente a mae com a doenca (HR:2,32; IC95% 1,21 — 4,46
vs HR:2,09; IC95% 1,15 - 3,78). Porém, ao passo que os participantes com obesidade paterna
apresentavam aumento no escore do consumo de doadores de metil, o risco para incidéncia de
obesidade diminuiu (p de interacdo = 0,022). Nao encontramos evidéncia de associagcdo para os
demais nutrientes MetD e o risco de obesidade. Em conclusio, o consumo intermediario de B2,
B9 e colina, bem como um escore mediano de consumo dos MetD reduziram o risco de
desenvolver obesidade em individuos com histérico familiar de obesidade materna, paterna e

parental, sugerindo ainda que a alimentacao é um fator protetor no histérico familiar da doenca.

Palavras-chave: Obesidade. Folato. Heranca parental. Consumo alimentar. Epigenética.



ABSTRACT

TEIXEIRA, Carolynne Martins, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, March 2023. Methyl
donor nutrients, parental obesity and obesity incidence — CUME study. Adviser: Helen
Hermana Miranda Hermsdorff. Co-adviser: Leidjaira Juvanhol Lopes

Obesity is a chronic, prevalent and multifactorial disease. Nutriepigenetics shows that the
genetic predisposition to the disease interacts with environmental factors, such as diet, being
able to promote different phenotypes. Some nutrients, known as methyl donors (MetD),
participate in the DNA methylation process and are capable of modulating the expression of
genes involved in increasing body weight. Thus, diets that include these nutrients can contribute
as a preventive and therapeutic measure for the risk of developing obesity. Given the above, the
present study aimed to evaluate the association between the consumption of MetD nutrients and
the incidence of obesity and its relationship with parental obesity. In this longitudinal study,
with 1,205 participants from the Cohort of Universities of Minas Gerais (CUME Study), the
incidence of obesity was evaluated in a 4-year follow-up (2016 — 2020). Data were collected
online through self-reported questionnaires. The baseline was set in 2016 and every two years
the participants were asked to complete the follow-up questionnaires (Q2_2018, Q4_2020) and
provide their weight information. The daily intake of MetD nutrients (B2, B6, B9, B12, choline,
betaine and methionine) was obtained using a food frequency questionnaire with 144 food
items, validated for the study population. A MetD consumption score was calculated
considering, initially, the median intake value of each nutrient, with a value of 0 when intake
was low (< p50) and a value of 1 when intake was high (> p50). Participants were then
categorized into low (0 — 3 points), median (4 points) and high (5 — 7 points) scores according
to the tertile of the sample's total score. The presence of a father and mother with obesity was
identified through self-report in the baseline questionnaire, and parental obesity was determined
by the simultaneous presence of a father and mother with the disease. Cox proportional hazards
regression was used to test associations, and the model was adjusted for confounding factors
identified using a Directed Acyclic Graph (DAG). In the sample, 89 (7.4%) incident cases of
obesity were identified. Being in the third quartile of B2 consumption and in the second quartile
of B9 and choline consumption resulted in 60% (95% CI: 0.20 — 0.79), 52% (95% CI: 0.26 —
0.89 ) and 52% (95%CI:0.24 — 0.93) lower risk of developing obesity, respectively. Obtaining
a median MetD score also conferred a lower risk (HR:0.40; 95%CI: 0.18 — 0.84). Parental
obesity was the one that conferred the highest risk for incident cases (HR:4.26; 95%CI: 1.66 —



10.93). However, having only one father with obesity had a higher risk than having only one
mother with the disease (HR:2.32; 95%CI 1.21 — 4.46 vs HR:2.09; 95%CI 1.15 - 3.78).
However, while participants with paternal obesity had an increase in methyl donor consumption
score, the risk for incidence of obesity decreased (interaction p = 0.022). We found no evidence
of association for the other MetD nutrients and the risk of obesity. In conclusion, intermediate
consumption of B2, B9 and choline, as well as a median consumption score of MetD reduced
the risk of developing obesity in individuals with a family history of maternal, paternal and
parental obesity, further suggesting that diet is a protective factor in the family history of the

disease.

Keywords: Obesity. Folate. Parental inheritance. Food intake. Epigenetics.
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1. INTRODUCAO

A obesidade € uma doencga cronica e metabdlica (BRAY, 2017), definida como acimulo
anormal ou excessivo de gordura (WHO, 2018). Em 1997, a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) declarou a obesidade uma epidemia global, sendo um problema de satide publica
progressivo e alarmante (WHO, 2000). Desde entdo, a prevaléncia mundial da doenga quase
triplicou nas ultimas quatro décadas. De acordo com os dados mais recentes do Observatério
de Saude Global da OMS, mais de 1,9 bilhdo de adultos estdo com excesso de peso, e desses,
650 milhdes com obesidade (WHO, 2018). Seguindo a tendéncia mundial, no Brasil, segundo
a ultima Pesquisa Nacional de Saude, a prevaléncia no pais mais que dobrou entre 2003 (12%)
e 2019 (26,8%). Desta forma, em 2019, 60,3% da populagdo brasileira com 18 anos ou mais
apresentavam excesso de peso € uma em cada quatro pessoas estavam com obesidade, o
equivalente a 41 milhdes de brasileiros (IBGE, 2019). Caso essa tendéncia permaneca, estima-
se que em 2030 mais de 1 bilhdo de pessoas em todo o mundo tenha a doenca (LOBSTEIN et
al., 2022).

Com a obesidade atingindo uma proporcdo epidémica, hd um aumento paralelo da
preocupacao com os agravos em saude e consequéncias econdmicas (TREMMEL et al., 2017).
Em 2014, o impacto econémico global desencadeado pela obesidade foi estimado em US$ 2,0
trilhdes, o que corresponde a 2,8% do Produto Interno Bruto (PIB) mundial (DOBBS et al.,
2014). No Brasil, o 6nus economico decorrente do excesso de peso custou R$ 1,42 bilhdo ao
Sistema Unico de Satide (SUS) em 2018 (NILSON ez al., 2020).

Clinicamente, a obesidade é diagnosticada por meio do Indice de Massa Corporal (IMC)
> 30 Kg/m?, dividindo-se o peso em quilogramas pela altura em metros ao quadrado (WHO,
1998). A origem da doencga é complexa e multifatorial, e envolve a combinacdo de fatores
genéticos, comportamentais, ambientais, fisiolégicos, sociais e culturais. Geneticamente,
estima-se que 40% a 70% da doenca seja passada de pais para filhos (MAES; NEALE; EAVES,
1997; ELKS et al., 2012), sendo a obesidade poligénica, na qual € resultante da heranca de
multiplos polimorfismos genéticos que predispdem o desenvolvimento da doenca, a forma mais
comum (CHAMI et al., 2020). Atualmente mais de 500 genes relacionados a obesidade ja foram
descritos (DUIS; BUTLER, 2022), e a presenca da obesidade parental (pai e mde com
obesidade) pode aumentar em dez a dose vezes a chance de desenvolvimento da doenga ainda
na infancia (REILLY er al., 2005; WHITAKER et al., 2010), bem como comprometer a
resposta a saciedade dependo do contexto alimentar dos pais (FUEMMELER et al., 2013)


https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/obesity-and-overweight
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/obesity-and-overweight
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Desta forma, embora a genética contribua para o peso corporal, fatores
comportamentais € ambientais, como a alimentagdo, sdo os principais responsiveis pelo
aumento expressivo atual da obesidade (WHO, 1998). Assim, a mudanga no padrdo alimentar
da populagao (SWINBURN et al., 2019) e o ambiente alimentar na qual o individuo esta
inserido configuram-se fatores importantes na compreensao desse cendrio atual (COBB et al.,
2015; ATANASOVA et al., 2022). A exemplo, um estudo com 925 pares de gémeos mostrou
que a herdabilidade do IMC foi maior entre aqueles que viviam em ambiente doméstico
obesogénico, sugerindo que os genes relacionados a obesidade sdo mais fortemente associados
ao IMC quando o individuo estd exposto a um ambiente mais obesogénicos, € que a
predisposicao genética a obesidade pode ser atenuada por um ambiente mais sauddvel
(SCHREMPT et al., 2018).

Essa modulacao no fenétipo diante da informacgdo genética adquirida é estudada pela
epigenética (WEINHOLD, 2006). Nessa ciéncia, a relacdo gene-ambiente se estreita por
mecanismos moleculares que modulam a expressdo génica sem alterar a sequéncia do DNA
(WADDINGTON, 1942). Dentre os mecanismos epigenéticos, a metilacdo do DNA € o mais
estudado e dependente de nutrientes provenientes da alimentacao para o processo de metilagdao
biologica do DNA (FRISO et al., 2017). A riboflavina (B2), a piridoxina (B6), o folato (B9), a
cobalamina (B12), a colina, a betaina e a metionina sdo nutrientes conhecidos como doadores
de metil (MetD), devido ao seu papel em uma série de reagdes bioquimicas da via metabdlica
conhecida como metabolismo de um carbono (FRISO et al., 2017). Durante as reagdes ciclicas
que acontecem nesse metabolismo, esses nutrientes contribuem para o fornecimento de
grupamento metil a S-adenosilmetionina (SAM), doador universal de grupo metil, para a
realizagdao da metilacdo do DNA pelas DNA metiltransferases (DNMTs) (MAHMOUD, 2022).

Dessa forma, o consumo adequado desses nutrientes € importante para o equilibrio
ciclico do metabolismo de um carbono e atividade dindmica da metilacio do DNA
(MAHMOUD, 2022), modulando a expressao de diferentes genes, como aqueles relacionados
a obesidade (JIAO et al., 2016; YADAV et al., 2018; SABER CHERIF et al., 2019).
Inicialmente, diferentes estudos em animais evidenciaram o efeito do consumo dos nutrientes
MetD na regulag@o no fendtipo associado ao peso e a adiposidade. (COONEY et al., 2002;
DOLINOY et al., 2006; WATERLAND et al., 2008; CRUZ-CARRILLO et al., 2020). Em
humanos, o consumo desses nutrientes também tem sido associado a uma menor deposicao de
gordura (CHANG et al., 2022) e de indicadores de adiposidade (percentual de gordura corporal
total, peso, IMC, perimetro da cintura, razio cintura-quadril) (GAO et al., 2016; CHANG et
al., 2022; MLODZIK-CZYZEWSKA et al., 2022), melhora do perfil de metilacio do DNA
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(TAYLOR et al. 2018) e do seu efeito na modulacio de genes reguladores do apetite
(PAUWELS et al., 2017). No entanto, embora atualmente muitos estudos avaliem a ingestao
dos nutrientes MetD sobre o fenétipo da obesidade, parte desses trabalhos sdo conduzidos com
suplementa¢do, em animais (WATERLAND et al., 2008; CORDERO et al., 2011; CORDERO
et al.,2013; CRUZ-CARRILLO et al., 2020), com amostras modestas (TAYLOR et al., 2018;
DOMINGUEZ-SALAS et al.,2013) e ndo contemplam a ingestao de todos os MetD envolvidos
no processo de metilacio (PAUWELS et al.; 2017; TAYLOR et al., 2019; BRAUN et al.,
2015).

Assim, conhecendo-se sobre o impacto do contexto parental (REILLY ez al., 2005;
WHITAKER et al., 2010) e do ambiente familiar sobre a obesidade (FUEMMELER et al.,
2013), até onde sabemos, nao hd estudos em humanos que avaliem o efeito desses nutrientes
no risco do desenvolvimento da doenca e sua relacdo com a obesidade parental. Portanto, a
hipétese do presente estudo é que o consumo de nutrientes MetD estd associado a menor
incidéncia de obesidade entre os participantes da Coorte de Universidades Mineiras em um

seguimento de 4 anos, mesmo na presenga de histérico familiar da doenca.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Obesidade

A obesidade é uma doenga cronica que ocorre devido ao acimulo anormal ou excessivo
de gordura (WHO, 2018), na qual pode interferir na manutencdo de um estado ideal de saide
(ELLULU et al., 2017), aumentando o risco para inimeras doengas cronicas (ABDELAAL,;
LE ROUX; DOCHERTY, 2017 ) e mortalidade precoce (DI ANGELANTONIO, 2016). O fator
epidémico mundial da doenca (WHO, 2000) tem chamado atencao devido seu efeito negativo
a saide e o O6nus econdmico que ela impde (TREMMEL et al., 2017) em virtude de sua
prevaléncia crescente (LOBSTEIN et al., 2022).

A obesidade é uma doenga complexa e multifatorial, que resulta de fatores genéticos,
comportamentais, ambientais, fisioldgicos, sociais e culturais que levam ao desequilibrio
energético e favorece a deposicao excessiva de gordura (WHO, 1998). A contribui¢ao relativa
desses fatores tem sido estudada, e estima-se que a herdabilidade genética da obesidade € de
40% a 70% (MAES; NEALE; EAVES, 1997; ELKS er al., 2012). Classicamente, a obesidade
pode ser dividida em duas grandes categorias: obesidade monogénica, que é herdada em um
padrao mendeliano, tipicamente rara, de inicio precoce, grave e envolve pequenas ou grandes
delecdes cromossdmicas ou defeitos genéticos; e obesidade poligénica (também conhecida
como obesidade comum), que é o resultado de centenas de polimorfismos, cada um com sua
respectiva alteracao (CHAMI ez al., 2020).

Embora o fator genético desempenhe um papel importante na regulacio do peso
corporal, a World Health Organization Consultation on Obesity (1998) concluiu que fatores
comportamentais e ambientais, ou seja, estilo de vida sedentdrio combinado com excesso de
ingestdo energética, sdo os principais responsaveis pelo aumento expressivo da obesidade. Isso
porqué alteracdes genéticas em toda a populacdo ndo ocorrem em um periodo de tempo
relativamente curto, durante o qual a obesidade atingiu propor¢des epidémicas (HILL;
PETERS, 1998).

A mudanca no padrdo alimentar, caracterizada pela alta ingestdo didria de gorduras
saturadas e carboidratos refinados, contribui para o desenvolvimento e progressdo atual da
obesidade (SWINBURN et al., 2019; LOPEZ-TABOADA; GONZALEZ-PARDO; CONEJO,
2020), favorecendo a hipertrofia do tecido adiposo devido o excedente caldrico (LONGO et al.,
2019). Estima-se que apenas dez calorias excedentes ao dia podem promover um aumento de

0,45 Kg a cada ano, o que pode tornar-se clinicamente importante se continuado por décadas


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0140673616301751#!
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(FRUHBECK et al., 2001). A exposi¢do crOnica a esses fatores contribui para alteragdes
neuroenddcrinas que prejudicam o equilibrio do eixo fome-saciedade, além de acarretar uma
resposta inflamatdria de baixo grau que favorece a progressiao da doenca e de outros agravos
em saude (CHOE et al., 2016.).

O contexto alimentar € um fator primordial na obesidade, isso porque a exposi¢do a um
ambiente obesogénico contribui para o aumento do ganho de peso e alteracdo da saciedade
ainda na infancia (FUEMMELER et al., 2013). Além disso, esse cendrio também pode
favorecer na herdabilidade do IMC, pois o ambiente pode modular a expressao genética diante
da presenca obesidade parental e favorecer o ganho de peso precoce (SCHREMPFT et al.,
2018). A epigenética € a ci€ncia que explica essa interacdo entre a heranga genética e o ambiente
na modulacdo do fendtipo (WEINHOLD, 2006), e sua estreita relacdo com a alimentagdo tem
sido sugerida com uma peca fundamental para estratégias preventivas e personalizadas de

diversas doencas, como a obesidade (RAMOS-LOPEZ et al., 2017).

2.1.1 Obesidade parental e ambiente obesogénico

A obesidade dos pais é um dos fatores de risco mais fortes para o desenvolvimento da
obesidade (WHITAKER et al., 2010), visto que hd uma contribuicdo genética de 40% a 70%
para o risco da doenca (MAES; NEALE; EAVES, 1997; ELKS et al., 2012), onde a
herdabilidade de genes e polimorfismo de risco sdo capazes de influenciar no peso corporal
(XTANG et al., 2016), medidas antropométricas (LIVINGSTONE et al., 2016), sinalizacdo
enddcrina e regulacio da fome e saciedade (RASKILIENE et al., 2021). Nesse contexto, ter
ambos os pais com a doencga estd associado a um aumento em 10 a 12 vezes para o risco de
desenvolvimento da obesidade ainda na infancia (REILLY et al., 2005; WHITAKER et al.,
2010), bem como a alteragdes precoces do apetite (FUEMMELER et al., 2013).

O fator ambiental, caracterizado principalmente por um ambiente obesogénico, constitui
um fator crucial para o aumento progressivo da adiposidade. Esse ambiente é capaz de
influenciar diferentes esferas, mas os problemas sao mais acentuados em crianca e jovens, pois
sdo os pais que ditam os ambientes fisicos e sociais e 0 acesso a alimentos sauddveis ou nao
sauddveis, na qual podem perdurar nas escolhas ao longo da vida. Assim, o ambiente
obesogénico tem sido apontado como um fator crucial para e epidemia atual da obesidade

(GOLAN; CROW, 2004; ROSENKRANZ; DZEWALTOWSKI, 2008). De fato, filhos de pais

com obesidade exibem niveis mais baixos de atividade fisica e tém maior preferéncia por
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alimentos ricos em gordura e menor preferéncia por alimentos mais saudaveis (WARDLE et
al., 2001; MORGAN et al., 2008).

Assim, os genes relacionados ao risco para a doenca sao possivelmente mais fortemente
associados ao IMC elevado quando os individuos estdo expostos a ambientes familiares mais
obesogénicos (SCHREMPFT er al., 2018). Schrempft et al (2018) mostraram que a
herdabilidade do IMC foi maior entre aqueles com viviam em ambientes domésticos mais
obesogénicos. Em contra partida, os filhos em viviam em lares mais sauddveis tiveram o
impacto sobre o IMC reduzido. A interacdo entre o gene e o ambiente € um ponto fundamental,
pois a influéncia dos fatores genéticos possivelmente depende de determinadas exposicoes
ambientais (FAITH; EPSTEIN, 2018), como a alimentagdo (SCHREMPFT et al., 2018). Isso
porque os nutrientes sdo capazes de modular a expressdo génica por meio de mecanismos
epigenéticos (SCHREMPEFT et al., 2018) e modular a expressdo do fenétipo (WEINHOLD,
2006). Assim, a alimentag@o pode ser uma ferramenta fundamental como medida preventiva da

obesidade (RAMOS-LOPEZ et al., 2017).

2.2 Epigenética

Criado por Conrad Waddington em 1942, o termo epigenética, se refere aos processos
pelos quais um organismo interage com o ambiente para produzir tragos fenotipicos observaveis
(WADDINGTON, 1942). Mais recentemente, a definicdo de epigenética foi modificada para
incluir todas as mudancas que ocorrem no genoma que ndo estdo associadas a modificacao da
sequéncia do DNA (HOLLIDAY, 1994).

A epigenética refere-se ao controle da expressdo génica por meio de mecanismos ndo
diretamente relacionados a sequéncia de codificagdo do DNA. Como resultado, todas as células
de um organismo tém fendtipos muito diferentes, apesar de terem o mesmo genoma. A
epigenética modula e regula a expressao génica por meio de varios marcadores epigendmicos,
termo dado a compostos quimicos adicionados a proteinas histonas e reconhecidos por enzimas
que estabelecem ou removem a marca especifica. Essas marcas alteram a conformacao espacial
da cromatina, compactando-a e impedindo a ligacdo de fatores de transcricdo ao DNA ou,
abrindo-a e permitindo a ligacdo de fatores de transcri¢ao (TIFFON, 2018).

Virias dessas marcagdes foram associadas ao aumento do depdsito de gordura, assim,
entender esses mecanismos moleculares pode ser uma ferramenta valiosa para a compreensao

da pandemia de obesidade (LOPOMO; BURGIO; MIGLIORE; 2016).
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2.2.1 Mecanismos epigenéticos

Entre os mecanismos epigenéticos jd identificados, destacam-se a metilagao, acetilagao,
fosforilacdo, ubiquitilagdo, sumoliacio (Quadro 1), enquanto outros mecanismos e
consideracdes epigenéticas provavelmente surgirdo a medida que os estudos avancam
(WEINHOLD, 2006). No entanto, os marcadores epigenéticos mais investigados incluem a
metilacdo do DNA, modificagdes em proteinas histonas e regulagdo por RNAs nao codificantes
(miRNA) (Figura 1) (WEl et al., 2017).

A metilacdo do DNA tem sido o marcador epigenético mais amplamente estudado desde
1948, quando foi relatado pela primeira vez (HOTCHKISS, 1948). O processo de metilagdao
consiste na adi¢do covalente de grupos metil ao carbono 5 de residuos de citosina para dar
origem a 5-metilcitosinas (TIFFON, 2018). Estes sd@o doados pela S-adenosilmetionina (SAM),
doador universal de metil para todas as reacdes epigenéticas de metilacdo (MOSCA et al.,
2021), e por sua vez, catalisado pelas enzimas da familia DNA metiltransferase (DNMT)
(TIFFON, 2018). Esse evento ocorre, predominantemente, em regides do DNA seguidas de
citosina-guanina, chamada de ilhas CpG (TIFFON, 2018). Entretanto, até 50% das regides
promotoras DNA estdo localizadas nessas ilhas CpG (JONES; LIANG, 2009) e a ligacao do
grupo metil nessas regidoes do DNA interfere na ligacdo dos fatores de transcri¢do, inibindo
assim a atividade transcricional e acarretando no silenciamento do gene (TIFFON, 2018).

A histona € o principal componente proteico que confere dinamismo e fluidez a estrutura
da cromatina, empacotando o DNA e atuando como um importante mecanismo de regulacdo da
expressdo génica, e determinando quais regides do DNA permanecem acessiveis a regulacao
génica da célula e a maquinaria transcricional (FELSENFELD; GROUDINE, 2003). A
acetilacdo de histonas estd associada a atividade transcricional e, assim, a um estado
descondensado da cromatina. A acetilacdo das caudas das histonas é controlada por duas
familias de enzimas: as histonas acetiltransferases (HATSs), que transferem um grupo acetil, e
as histonas desacetilases (HDACsS), que remove grupos acetil (STERNER; BERGER, 2000). O
padrdo dessas marcas nas caudas das histonas é muitas vezes referido como o cédigo das
histonas, que dita a ligacdo das proteinas efetoras que, por sua vez, resulta em processos

celulares especificos (TIFFON, 2018).



Quadro 1 - Modificacdes epigenéticas comuns e efeitos associados no genoma.

Modifica¢oes Epigenéticas

Efeito na funcio do genoma

Metilacao do DNA

Metilacdo em sitios promotores associados ao
silenciamento de genes. Metilacdo na regido do gene
associada a regulagdo da atividade do gene.

Metilagao de histonas

Metilacao de residuos de aminodcidos na histona
associada a repressdo e ativagdo transcricional,
dependente do residuo.

Acetilacdo de histonas

A acetilagio aumenta o acesso ao DNA para
transcri¢do. Permite a reprogramacao de todo o genoma
na protaminacio espermatica.

Fosforilagao de histonas

Fosforilacdo de histonas associada a compactacdo da
cromatina. Regula a estrutura da cromatina e a
condensagdo cromossdmica durante a divisdo celular.

Sumoilagdo de histonas

o/

Pequenas proteinas modificadoras relacionadas
ubiquitina (SUMO) se ligam as histonas. Associado a

ativacdo da transcricdo e silenciamento de genes.

Variantes de histonas

Variantes de histonas, por exemplo, H2A.Z, CENP-A,
H2AX funcdes especializadas,
incluindo reparo de DNA, regulacdo de genes e funcao
de centrémero.

executam varias

Pequenos RNAs nao
codificantes

Micro RNAs e RNA de interacdo com PIWI (piRNAs)
afetam a repressdo e ativacdo da transcricio e a
repressdo da tradugao.

RNAs nao codificantes
longos

Sugere-se ter uma grande variedade de fungdes,
conhecidas por regular a repressdo transcricional em
larga escala no imprinting.

Fonte: XAVIER et al., 2019
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Figura 1 - Mecanismos epigenéticos na regulacdo da expressdo génica.
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Fonte: Elaboracgdo propria

Os RNAs ndo codificantes (ncRNAs), especialmente os miRNAs sdo marcadores
importantes que medeiam varios processos (MOSCA et al., 2021). Os miRNAs sdo uma classe
de pequenos transcritos endégenos nao codificantes de 16 a 29 nucleotideos que exercem
regulacdo pods-transcricional ligando-se a uma sequéncia central curta nas regides 3' nao
traduzidas (3'-UTR) de mRNA ou ncRNAs, levando a clivagem ou repressao da tradugao,

dependendo do grau de complementariedade do miRNA - mRNA (LIN; GREGORY, 2015).

2.3 Metilacdo e obesidade

A importancia da metilagdo do DNA € enfatizada pelo nimero crescente de doengas que
sdo conhecidas por ocorrer quando essa informacdo epigenética ndo estd devidamente
estabelecida ou mantida (JIN; LIU, 2018). A metilacdo € uma modificacdo crucial envolvida
em muitos processos celulares e, portanto, contribui para a patogénese de muitas doencas em
humanos (STOCCORO; COPPEDE, 2021). A primeira descoberta ocorreu em 1983 em um
estudo com cancer, onde verificou-se que as células cancerosas apresentavam um padrdo de
metilagcdo diferentes das células normais (FEINBERG; TYCKO, 2004).

Na patogénese da obesidade, alteracdes na metilacio do DNA podem representar tanto

a causa quanto a consequéncia, atuando por meio de inflamagao, estresse oxidativo, hipoxia ou
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outras vias biolégicas (MILAGRO et al., 2011; GREGOR et al., 2011; DICK et al.,
2014). Além das mudancas nos niveis médios de metilacdo do DNA, a obesidade também esta
associada ao aumento da variagdo na metilagdo do DNA, possivelmente refletindo a adaptacdo
as mudancas nas condi¢des ambientais (XU et al., 2013).

Virios estudos tém mostrado a associacdo entre o perfil de metilacio em genes
candidatos para a obesidade com alteracdes caracteristicas de um fenétipo obeso (DEMERATH
etal.,2015; DUNSTAN et al., 2017; MEEKS et al.; 2017; VAN DIIK et al., 2018; CZOGALA
et al., 2021). Por exemplo, o gene da leptina, um importante regulador do apetite, apresentou
um nivel de metilagdo mais alto em adolescentes com obesidade medido pelo IMC (DUNSTAN
et al., 2017). Em outro estudo, a maior expressdo do FTO (Alpha-ketoglutarate dependent
dioxygenase), um dos principais genes relacionados a adiposidade corporal, foi associado ao
aumento do perimetro da cintura, da quantidade de gordura corporal e do percentual de gordura
corporal (CZOGALA et al., 2021). Outros exemplos do perfil de metilagio em importantes
genes de risco para a obesidade e sua relacdo com o estado nutricional e composi¢ao corporal

podem sem observados no Tabela 1.

Tabela 1 - Metilacdo em importantes genes de risco para a obesidade em humanos e seu
efeito no estado nutricional em diferentes populagdes.
(continua)

Mecanismo Papel na Tipo de
epigenético obesidade amostra

Kurylowicz et al ADRB? Metilagdo Tecido

Autor (ano) Gene Populacao

Adipdcitos Polonés

(2015) adiposo
Kurylowicz et al Tacs Tecido ip6ei &
(2015) UCP2 Metilagdo adiposo Adipécitos  Polonés
Dengroalttsl)et al CD38 Metilagio IMCePC T CD4+ Africano
Al Muftah et al ABCG1 Metilacdo IMC Sangue Cateriana
(2016)
Rounge et al. e i i é
(2016) MC2R Metilacdo IMC Saliva Finlandés
Rmzrzlgei 6e)t al. IGF2BP1  Metilagdo IMC Saliva Finlandés
Oelsner et al Todoo Metilacdo IMC Saliva  Hispanicos

(2017) genoma




Tabela 1 - Metilagcdo em importantes genes de risco para a obesidade em humanos e seu

efeito no estado nutricional em diferentes populacdes.

(conclusio)
Mecanismo Papel na Tipo de ~
Autor (ano) Gene epigenético obesidade amostra Populagio
IMCe
Mecks et al CTP1A Metilagdo  obesidade Sangue Africano
(2017) .
abdominal
Dunstan et al LEP o IMC’N . )
Metilacio  regulagdo Saliva Americano
(2017) .
do apetite
Volberg et al o Tamanho .
(2017) PPARG Metilacao corporal Sangue Americano
Escore z
Van Dijk et al Todo o .de IMC’ .
(2018) genoma Metilagao insulina, Sangue Australiano
HOMA-IR
e glicose
Kwon et al IMC,
MC4R Metilagcao alteracao Sangue Coreana
(2019) 1
metabdlica
IMC, PC,
gordura
Czogata et al FTO Metilagao corporal e Sangue Polonés
(2021) percentual
de gordura
corporal
Nikpay et al I Peso e
2021) POMC Metilagao IMC Sangue Canadense

IMC: indice de massa corporal; PC: perimetro da cintura

Fonte: elaboragdo prépria

Assim, o aparecimento de um padrdao alterado de metilacio do DNA pode ser
potencialmente perigoso para as células. A hipometilacdo em diferentes familias de sequéncias
repetitivas de LINE (long interspersed nuclear elements), por exemplo, € recorrente em diversas
doencgas humanas, sugerindo que o estado de metilacao desses elementos pode estar envolvido
na preservacao da saide. (PAPPALARDO; BARRA, 2021). Assim, a epigenética, comumente
medida pela metilagcdo do gene, € promissora para entender os fatores € mecanismos de risco
da obesidade (DUNSTANT et al., 2017), principalmente diante de estimulos ambientais, como
o padrdo alimentar, que podem induzir alteragdes na metilacio do DNA predispondo a

obesidade e comorbidades relacionadas. Dessa forma, a modulacao da metilacio do DNA pela
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alimentacdo pode ser um alvo para novas estratégias terapéuticas relacionadas a prevencao e

tratamento de doencas metabdlicas (SAMBLAS; MILAGRO; MARTfNEZ, 2019).

2.4 Nutrientes MetD e obesidade

O estabelecimento e manuten¢do da metilacio do DNA € vulnerdvel aos fatores
nutricionais, assim, a alimentacao ao longo da vida pode impactar nas marcas epigenéticas, bem
como no desenvolvimento e estado de saide (PARRILLO et al., 2019).

O mecanismo pelo qual os nutrientes podem modificar a metilagdo do DNA € através
do um processo celular conhecido como “metabolismo de um carbono”, na qual fornecem
grupos metil para metilagdo bioldgica de DNA (Figura 2) (FRISO, 2017). Esse mecanismo
compreende em um grupo de reacdes bioquimicas que sdo catalisadas por um conjunto de
enzimas e coenzimas que doam grupo metil para o DNA. Durante esse processo, vdrias reagdes
quimicas ciclicas ocorrem (MAHMOUD; ALIL 2019), estas, por sua vez, sdo dependentes de
nutrientes provenientes da dieta (Quadro 2), incluindo a vitamina B2, B6, B9, B12, betaina,
colina e o amino4cido metionina, que desempenham um papel significativo como cofatores ou
MetD (ZHANG, 2018).

Esse processo comega com a conversao do folato da dieta em diidrofolato (DHF) através
da enzima diidrofolato sintase (DHFS) e depois em tetraidrofolato (THF) pela enzima
diidrofolato redutase (DHFR). O THF € entdao convertido em 5,10-metil THF através da enzima
serina hidroximetiltransferase (SHMT) que possui vitamina B6 como coenzima. Essa reacdo é
seguida por uma redugdo de 5,10-metil THF a 5-metil THF via enzima metilenotetrahidrofolato
redutase (MTHFR), tendo como coenzima a vitamina B2. No final deste ciclo, o 5-metil THF
¢ transformado novamente em THF pela enzima 5-metiltetrahidrofolato-homocisteina
metiltransferase (MTR) que utiliza a vitamina B2 como coenzima. A mesma enzima, MTR,

converte a homocisteina (Hcy) em metionina (MAHMOUD; ALI, 2019).
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Figura 2 - Metabolismo de um carbono.

2 iacio )

e

l B3 DHFR EXPRESSAO

—
MAT 0, 1990 ?
B ]
TR COLINA 4 2 e
MIR sam (

B6 METABOLISMO DO 5- Metll METABOLISMO DA >

FOLATO METIONINA
SHMT EXPRESSAO

W GENETICA

MTHFR v\ 28K

g SA
510.Metil [ioRSase]

Fonte: Elaboragdo prépria

DHF: diidrofolato; DHF'S: diidrofolato sintase; THF: tetraidrofolato; DHFR: diidrofolato redutase;
SHMT: serina hidroximetiltransferase; MTHFR: metilenotetrahidrofolato redutase; MTR: 5-
metiltetrahidrofolato-homocisteina metiltransferase; Hcy: homocisteina; SAM: S-adenosilmetionina;
DNMT: DNA metiltrasferase; MAT: metionina adenosiltransferase; glycine-N-MT: glicina N-
metltrasnferase; SAH hydrolase: s-adenosilhomocisteina; mDNA: DNA metilado; DNA: dcido
desoxirribonucleico.

—— Glutationa

A betaina atua como um doador indireto de metil para a dltima reacdo. Através da via
da transulfuragdo, a homocisteina (Hcy) € convertida em cistationina pela via cistationina 3-
sintase, e por ultimo a cisteina através da enzima cistationase, tendo em ambas as reacoes a
vitamina B6 como cofator (SELHUB, 1999). A metionina, é fundamental para a sintese de S-
adenosilmetionina (SAM), que atua como um cofator de DNA metiltransferase (DNMT) e um
doador de metil universal para a metilacio do DNA. A enzima que catalisa essa reacdo € a
metionina adenosiltransferase (MAT). A glicina N-metiltransferase (Glicina N-MT) converte
SAM em s-adenosilhomocisteina (SAH), que pode ser reversivelmente convertida em Hcy
através da enzima SAH hidrolase. Finalmente, a enzima DNMT ativada catalisara a
transferéncia de um grupo metil para o carbono 5 de citosinas no DNA para produzir DNA
metilado (mDNA) (MAHMOUD; ALI 2019).

As vitaminas B2, B6, B9 e B12, sdo vitaminas soliveis em &dgua e encontradas
alimentos, como carne, grios integrais, ovos, laticinios, legumes, nozes, vegetais de folhas
escuras e frutas (frutas citricas, abacates e bananas) (IOM, 2016). Embora todas as vitaminas

do complexo B sejam essenciais na regulacdo do metabolismo, sintese de hemoglobina e na
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manutengdo da integridade da pele e do sistema nervoso, as vitaminas B2, B6, B9 e B12 sdo
especificamente criticas para o metabolismo de um carbono (BRUNO; ZIEGENFUSS, 2019).
A sua deficiéncia, principalmente da B9, pode resultar em alteracdes no pool de SAM, doador
universal de grupo metil, afetando a atividade da DNMT e a metilagdio do DNA (MAHMOUD:;
ALIL 2019). Assim, a ingestdo dessas vitaminas pode afetar expressdo génica e modificar o
risco de doengas onde a metilacio do DNA desempenha um papel importante (QIANG et al.,
2018).

A colina pode ser adquirida em alimentos como gema de ovo, figado, soja, carne cozida
e frango (TIFFON, 2018), como também pode ser sintetizada endogenamente através da via da
fosfatidiletanolamina N -metiltransferase (PEMT). A colina tem vdrias fun¢gdes importantes,
como: 1) € uma fonte dos grupos metil necessdrios para SAM; 2) € constituinte do
neurotransmissor acetilcolina; 3) € um componente dos principais fosfolipidios nas membranas
(fosfatidilcolina e esfingomielina). A ingestdo inadequada e prolongada de colina pode
predispor os individuos a doenga hepdtica gordurosa ndo alcodlica e ao declinio
cognitivo (ZEISEL, 2006). A betaina, por sua vez, pode ser encontrada em alimentos como
farelo e gérmen de trigo, espinafre, beterraba e frutos do mar, e ser formada de forma end6gena
através da reacdo irreversivel da colina. Seu principal papel fisiolégico é atuar como um
osmolito e como um doador de metil na via da transulfuracao. Varios estudos tem mostrado que
a betaina é um nutriente importante para a prevencao de doencas cronicas. A sua ingestio
inadequada compromete o processo de metilagdo, impacta na concentracao de homocisteina e
na metabolizacdo hepdtica dos lipideos, aumentando o risco de dislipidemias e acimulo de
gordura no figado (CRAIG, 2004).

A metionina é um aminodcido essencial sulfurado que desempenha um papel
significativo na regulagdo do metabolismo e na sintese de outros aminodcidos (GUEDES et al.,
2011), sendo encontrado de forma geral em alimento fontes de proteina, mas principalmente,
em sementes de gergelim, castanha do Pard, peixe, pimentdo e espinafre (TIFFON, 2018). A
metionina é um fator nutricional chave na metilacdo por ser precursor de SAM. O baixo
consumo alimentar do aminodcido pode alterar os niveis de substratos metabdlicos no
metabolismo de um carbono e afetar a expressao de genes relacionados ao crescimento e saide
por meio do processo de metilacdo do DNA (ZHANG, 2018).

Portanto, a nutri¢do é uma das principais exposi¢cdes ambientais que determinam a satde
(STOVER; CAUDILL, 2008). Considerando que o estabelecimento € manutengdo da metilagao
do DNA ¢ vulnerdvel a fatores nutricionais (PARRILLO et al., 2019), alteragdes nesses

sistemas podem contribuir para a desregulacdo de importantes vias metabdlicas e aumentar a
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suscetibilidade ao desenvolvimento da obesidade e suas comorbidades (SAMBLAS;

MILAGRO; MARTINEZ, 2019).

Quadro 2 - Nutrientes envolvidos no processo de metilacdo do DNA, seus respectivos

alimentos fontes e sua acado epigenética.

integrais, legumes, nozes.

Nutrientes Alimentos Fontes Acao Epigenética
Riboflavina (B2) Vegetais folhosos, carne, | Sintese de Metionina
leite e ovos.
Piridoxina (B6) Carnes, produtos de graos | Sintese de Metionina

Folato (B9)

Vegetais folhosos, semente
de girassol e figado.

Sintese de Metionina

castanha do Pard, peixe,
pimentdo e espinafre

Cobalamina (B12) Carnes, figado, marisco e | Sintese de Metionina
leite

Colina Gema de ovo, figado, soja, | Doador de metil para
carne cozida, frango, vitela | SAM
e peru.

Betaina Trigo, espinafre, marisco, | Quebra os subprodutos
beterraba. toxicos da sintese de SAM

Metionina Semente de  gergelim, | Sintese de SAM

Fonte: adaptado de TIFFON, 2019; BRUNO; ZIEGENFUSS, 2019.

SAM: S-adenosilmetionina.

Muitas observacdes apoiam fortemente a hipotese de que hd um crosstalk entre o

metabolismo de um carbono e a homeostase energética (KONSTANTINOVA et al., 2008).

Dietas ricas em nutrientes MetD podem afetar rapidamente a expressao génica, especialmente

durante o desenvolvimento inicial, quando o epigenoma € estabelecido pela primeira vez, e

podem ter efeitos duradouros na vida adulta (ALAVIAN-GHAVANINI; RUEGG, 2018).

Em um estudo de Steegers-Theunissen et al. (2009), o uso materno de dcido félico pré-

concepgao resultou em aumento de 4,5% na metilagdo do IGF2 (insulin like growth factor 2) e

reducdo do peso ao nascer, em comparacdo aos nascidos de mulheres que ndo tomaram 4cido
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folico. Em um outro estudo, a metilagdo desse gene no sangue fetal foi positivamente associada
aos niveis de vitamina B12 no sangue materno (BA et al., 2011).

Recentemente, uma revisdo concluiu que a vitamina B12 desempenha um papel
fundamental no metabolismo de gorduras, observando que uma deficiéncia da vitamina pode
estar ligada ao aumento do acimulo de gordura e a obesidade (BOACHIE et al., 2020). Em um
trabalho com 9.075 adultos americanos em que avaliaram o consumo de B12 e sua concentragao
sérica, os valores da vitamina foram menores entre aquele com obesidade, em comparacao com
os individuos nao obesos (SUN et al., 2019). Além disso, em um estudo com 256 criangas 0s
valores de B12 foram significativamente menores em criangas com obesidade do que em
criancas eutroficas (OZER; SONMEZGOZ; DEMIR, 2017).

Mlodzik-Czyzewska et al. (2020), em um estudo de caso-controle com mulheres
adultas, mostraram que uma menor ingestdo de folato e concentragdes séricas de B9, se
relacionava inversamente ao percentual de gordura corporal e ao perimetro da cintura. Para o
gene receptor adrenérgico beta-3 (ADRB3) que medeia a lip6lise no adipocito (LIMA, 2017),
um trabalho brasileiro avaliou o consumo e a concentragdo sérica de B9 e encontraram uma
associacao entre a menor metilacdo no gene ADRB3 em leucdcitos com os niveis séricos de
folato em adultos eutréficos (DE OLIVEIRA et al., 2018).

A colina e a betaina sdo nutrientes MetD e importantes no metabolismo de lipideos e
menor deposi¢do de gordura no figado (ZEISEL, 2006; CRAIG, 2004). Chang et al. (2022)
avaliaram o consumo desse nutriente em uma amostra de 105 pacientes e encontraram que
aqueles individuos que apresentaram ingestdo adequada tiveram associagdo com uma menor
deposicdo de gordura no figado, dado pela obesidade visceral. Em um estudo canadense com
3.214 adultos, a maior ingestdao desses nutrientes foi associada a uma melhor composi¢ao
corporal, percentual de gordura corporal total, IMC, peso corporal e perimetro da cintura (GAO
etal., 2016).

O baixo consumo para os demais nutrientes também mostraram associa¢cdo com
obesidade. A ingestdo insuficiente da vitamina B2 teve associa¢do com a obesidade central em
mulheres coreanas (SHIN; KIM, 2019). B2 e B6 também se correlacionou negativamente com
a obesidade em um estudo com criancas e adolescente (TANG et al. 2022).

Por outro lado, a ingestao de alguns nutrientes MetD em valores acima da DRI também
mostraram interagir com a obesidade e polimorfismos genéticos. A ingestdo de B2, por
exemplo, acima da recomendacdo, foi associada com a obesidade e uma variante genética perto
daregido do gene CRYBB2 (Crystallin beta B2). A B9, outro importante MetD, a ingestdo acima

do proposto pela DRI também foi mais fortemente associada a obesidade e ao polimorfismo


https://www.clinicalnutritionjournal.com/action/doSearch?AllField=%22crystallin%20beta%20B2%22&journalCode=yclnu

34

rs4130113 do gene GHR (Growth Hormone Receptor) (KWON et al., 2022). Contudo, maiores
ingestdes desses nutrientes MetD ndo repercutem necessariamente maiores niveis de metilacao.
Por exemplo, no estudo de Colacino et al. (2012), os individuos no quartil mais alto da ingestao
de vitamina B12 mostraram significativamente menor metilacdo no gene RARB (Retinoic Acid
Receptor ) e em CpGs de supressores tumorais, em comparagdo com aqueles no quartil mais
baixo. Cabe destacar que altas doses de determinado nutriente pode ter efeito contrario ou
deletério, devido a saturacdo das vias bioquimicas e aumento de produtos resultantes do seu
metabolismo constante (ZHOU et al., 2015).

Sendo assim, a quantidade mais satisfatdria do consumo dos nutrientes MetD em relacdo
a saude ainda sdo pouco consistentes, principalmente devido a heterogeneidade do tipo de
estudo, tamanho da amostra ¢ forma de estimar o consumo diario desses nutrientes MetD
(WATERLAND et al.,2008; CORDERO et al., 2011; CORDERO et al., 2013; DOMINGUEZ-
SALAS et al., 2013; BRAUN et al., 2015; TAYLOR et al., 2018; PAUWELS et al.; 2017;
TAYLOR et al., 2019; CRUZ-CARRILLO et al., 2020). Ademais, nem sempre os estudos sao
precisos em contemplar todos os nutrientes MetD (PAUWELS et al.; 2017; TAYLOR et al.,
2019; BRAUN et al., 2015) e inserir escore da associagdo do consumo esses nutrientes com o
desfecho em satide (POURSALEHI et al., 2022; LOTEFI et al., 2022). Por fim, diante do risco
genético da obesidade, até onde sabemos, também nao hé estudos com humanos que avaliem o
consumo dos nutrientes MetD na protecao da obesidade ao longo do tempo e sua relacdo com

a obesidade parental, portanto essas lacunas precisam de ser preenchidas.


https://www.clinicalnutritionjournal.com/action/doSearch?AllField=%22Growth%20hormone%20receptor%22&journalCode=yclnu
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a associacdo entre o consumo de nutrientes MetD e a incidéncia de obesidade
entre os participantes da Coorte de Universidades Mineiras em um seguimento de quatro anos,

e a sua relacdo com o histdrico familiar de obesidade parental.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a incidéncia de obesidade em quatro anos de seguimento.

e Estimar o consumo dos nutrientes MetD e calcular um escore de consumo de nutrientes
MetD.

e Avaliar a associacao entre o consumo dos nutrientes MetD e seu escore com a incidéncia
de obesidade, bem como com o histérico familiar de obesidade.

e Identificar interacdes entre o consumo dos nutrientes MetD e seu escore com a

incidéncia de obesidade, bem como com o histdrico familiar de obesidade.
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4. METODOLOGIA

4.1 Coorte de Universidades de Mineiras (Projeto CUME)

A Coorte de Universidades de Minas Gerais (Projeto CUME), iniciada em 2016, € um
estudo longitudinal prospectivo concorrente aberta restrita a um grupo populacional de ex-
alunos de universidades localizadas no estado de Minas Gerais, Brasil, a saber: Universidade
Federal de Vicosa, Universidade Federal de Minas Gerais, Universidade Federal de Ouro Preto,
Universidade Federal de Juiz de Fora, Universidade Federal de Lavras, Universidade Federal
de Alfenas e Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (Figura 3). O projeto
CUME tem como objetivo avaliar o impacto do padrdo alimentar brasileiro e da transi¢cdo
nutricional na ocorréncia de Doencas Cronicas nao Transmissiveis (DCNT) entre graduados e
pos-graduados de instituicdes federais de ensino superior localizadas no estado de Minas Gerais
(DOMINGOS et al., 2018).

Potenciais voluntérios recebem por e-mail o convite para participar do estudo, além de
uma ficha  de inscri¢ao ser  disponibilizada  no site da  coorte

(https://www.projetocume.com.br/projetocume)  para o0s egressos e poés-graduados que

inicialmente ndo receberam o e-mail. Cinco convites sem resposta sdo considerados como
recusa em participar do estudo (DOMINGOS et al., 2018).

Os participantes, entdo, respondem um questiondrio autorreferido em ambiente virtual.
A linha de base (Q_0) € dividida em duas partes, sendo a segunda parte enviada 1 semana apés
a conclusdo da primeira. O primeiro questiondrio contém 83 questdes relacionadas ao estilo de
vida, fatores sociodemogréficos, antropométricos, dados bioquimicos e clinicos, pratica de
atividade fisica, morbidade individual e familiar e histérico pessoal de exames preventivos. Na
segunda etapa, os participantes sdo solicitados a preencher o Questiondrio de Frequéncia
Alimentar (QFA) quantitativo e relatar seus hébitos e priticas alimentares.

Instituido a linha de base em 2016, a cada dois anos sdo realizadas novas ondas de
avaliacdo em ambiente virtual. O primeiro questiondrio de seguimento (Q_2) foi aplicado em
2018, sendo seguido de novas avaliacdoes em 2020 (Q_4) e 2022 (Q_6). As novas avaliagdes
ttm como objetivo realizar o acompanhamento dos participantes quanto a mudanca
socioecondmica, do estado nutricional, estilo de vida e dados em sadde como: novos
diagndsticos, mudanga dos valores bioquimicos, gestacdo, uso de medicamentos e até mesmo

a ocorréncia de infecg¢ao por vetores virais.


https://www.projetocume.com.br/projetocume
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Figura 3 - Universidades Federais participantes da coorte desde a linha de base

aos anos de seguimento.
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Fonte: LEAL, A. C. G. 2021

Até o momento, 15.043 ex-alunos responderam ao questiondrio online. Desses, 51,3%
(7.710) finalizaram o questiondrio de linha de base (Q_0), 3.106 participantes preencheram o
primeiro questionario de seguimento (Q_2) aplicado em 2018 e 1.892 completaram o segundo

questiondrio de seguimento (Q_4), aplicado em 2020.

4.2 Aspectos éticos

O Projeto CUME foi conduzido de acordo com os principios éticos estabelecidos na
Declaragio de Helsinque, e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
(n® parecer 596.741-0/2013) (ANEXO A e ANEXO B) e Comités de todas as institui¢oes
participantes (UFMG: 07223812.3.3001.5153, UFV: 4483415.5.1001.5149, UFOP:
44483415.5.2003.5150, UFLA: 44483415.5.2002.5148, UFJF: 4483415.5.5133, UFVIM:
44483415.5.2005.5108, UNIFAL: 44483415.5.2002.5148). Todos os participantes leram o
Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) (APENDICE A) e indicaram concordancia

online antes de responder ao questiondrio.
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4.3 Participantes desse estudo

Foram selecionados para esse estudo os participantes que responderam ao questionario
basal (Q_0) e os questiondrios de seguimento (Q_2 ou Q_4) (Figura 4). Deste, foram incluidos
aqueles que residiram no tltimo ano no Brasil e que completaram todas as fases do questiondrio
basal. Os critérios de exclusdo foram: individuos de outra nacionalidade, mulheres que
relataram gestac¢ao no periodo ou dltimo ano de qualquer um dos questiondrios e individuos que

apresentaram o consumo alimentar <500 kcal/dia ou >6.000 kcal/dia (SIQUEIRA et al., 2018).

Figura 4 - Fluxograma de inclusdo dos participantes no Estudo Coorte de
Universidades de Minas Gerais (CUME), Minas Gerais, Brasil, 2016—2020
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4.4 Coleta de dados

Para a andlise longitudinal do presente estudo, os dados foram coletados mediante o
preenchimento de questiondrio autorreferido em ambiente virtual, no tempo 0, 2 e 4 anos. As
informagdes coletadas comporam o banco de dados referente as varidveis sociodemograficas,

estilo de vida, antropométricas, consumo alimentar e histérico familiar de obesidade.
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4.5 Desfecho do estudo

O peso e a estatura autorrelatados no questiondrio online e ja validados nesta populacao
(MIRANDA et al., 2017), foram utilizados para o cédlculo do Indice de Massa Corporal (IMC),
dividindo-se o peso (quilogramas) pela altura (metros) elevada ao quadrado. Os individuos que
apresentaram IMC > 30 kg/m? foram diagnosticados com obesidade (WHO, 1998; OPAS
2001).

4.5.1 Incidéncia de obesidade

A incidéncia de obesidade foi avaliada em um seguimento de quatro anos. O tempo até
a ocorréncia do desfecho foi medido em anos, desde a entrada do participante no estudo em
2016, até ocorréncia do evento ou final do seguimento (2018 — 2020), o que ocorrer primeiro.
A ocorréncia do evento de interesse foi dada quando em algum periodo do seguimento foi
constatado novos valores de IMC > 30 Kg/m?. Os participantes que apresentaram inicialmente
IMC > 30 Kg/m? e aqueles cujo desfecho nao foi identificado até o final do estudo (Q_4) ou

que cessaram o acompanhamento foram censurados.

4.6 Avaliacdo do consumo dos nutrientes MetD e escore de MetD

Para a avaliacdo do consumo alimentar, um QFA composto por 144 itens, ja validado
para a coorte (AZARIAS et al., 2021), foi utilizado. Cada participante indicou a frequéncia de
consumo de cada alimento (didrio, semanal, mensal ou anual), a quantidade de vezes que fez
este consumo (0 a 9 ou mais vezes) e o tamanho da porcao (especifica para cada alimento). Para
facilitar o preenchimento do tamanho da porcdo de cada item alimentar e obter informagdes
mais confidveis, os voluntdrios tiveram acesso a um album fotografico com 96 imagens de
porc¢des de alimentos e utensilios de servir elaborado pela equipe CUME.

Para estimar o consumo dos nutrientes MetD (Riboflavina, B2; Piridoxina, B6; Folato,
B9; Cobalamina, B12; Colina; Betaina; Metionina), foram utilizadas as informac¢des da Tabela
de Composicao Nutricional dos Alimentos Consumidos no Brasil (IBGE, 2011). Na auséncia
de informagdes, foi utilizada a Tabela Brasileira de Composic¢do de Alimentos (TACO, 2011),
a Tabela do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2012) e a Tabela de
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Concentracdo de Colina e Betaina em Componentes Alimentares Comuns (ZEISEL et al,
2003). Para se controlar o efeito da ingestdo calérica sobre o consumo de nutrientes, 0s mesmos
foram ajustados pela ingestdo caldrica total pelo método residual (WILLETT, STAMFER,
1998).

Como ndo existe valores de recomendacdo para consumo de nutrientes MetD,
associados a fisiologia e ocorréncia de alteragdes no estado de saude, nds atribuimos ao
consumo de cada um deles baixa ou alta ingestdo, conforme a mediana (p50) da amostra, sendo
conferido o valor 0 para o consumo < p50 e valor 1 para consumo > p50. Posteriormente,
calculou-se a soma dos valores (0 ou 1) obtidos para cada nutriente doador de metil, de modo
que a pontua¢do do somatorio poderia variar de 0 a 7 pontos. O escore de MetD foi estratificado
em tercil e classificado como baixo (0 — 3 pontos), mediano (4 pontos) e alto (5 — 7 pontos),

conforme a pontuacao total da amostra.

4.7 Obesidade materna, paterna e parental

A identificacdo da existéncia da obesidade materna e/ou paterna foi realizada mediante
o autorrelato do participante ao responder a pergunta 69 do questiondrio da linha de base
(APENCIDE B): “dlgum parente seu sofreu ou sofre de algumas dessas doenca?”. A

obesidade parental foi determinada pela presenga simultanea de mae e pai com obesidade.

4.8 Covaridveis

As varidveis sociodemograficas e de estilo de vida de interesse foram sexo (masculino,
feminino), idade (adulto jovem, meia idade), estado civil (solteiro/divorciado/viivo,
casado/unido estdvel), situacdo ocupacional (trabalho integral/parcial/informal, estudante,
aposentado/do lar, desempregado), atividade fisica (ativo, insuficiente ativo, inativo), consumo
de dlcool (sim, ndo), tabagismo (nunca/ex-fumante, fumante) e sono (<7 horas, >7 horas). Os
individuos que fizeram >150 minutos/semana de atividade de intensidade moderada ou >75
minutos/semana de atividade de intensidade vigorosa foram considerados como ativos (WHO,
2010). O tempo de sono foi estratificado conforme o National Sleep Foundation’s

(HIRSHKOWITZ et al, 2015).
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4.9 Andlise estatistica

A caracterizacdo dos participantes de acordo com a incidéncia de obesidade e a
pontuacdo do escore de nutrientes MetD foram apresentados como frequéncia absoluta e
relativa, para as varidveis sociodemogréficas, estilo de vida e obesidade materna, paterna e
parental. As diferencas estatisticas foram avaliadas com o teste do qui-quadrado de Pearson.

A andlise de risco proporcionais de Cox foi usada para estimar a associagdo
independente dos nutrientes MetD (B2, B6, B9, B12, colina, betaina e metionina), do escore
dos doadores de metil, da obesidade materna, paterna e parental com a obesidade, obtendo
estimativas da razdo de risco (HR) e seus respectivos intervalos de confianga a 95% (1C95%).
A varidvel tempo até a ocorréncia da obesidade foi definida como o tempo, em anos, entre a
data inicial (entrada no estudo) e a data do evento de interesse (obesidade) ou fim do
acompanhamento. A data inicial serd considerada como a data do preenchimento do
questiondrio da linha de base. Foram censurados os participantes que apresentaram inicialmente
(Q_0) o desfecho, que cessaram o acompanhamento e aqueles cujo desfecho ndo foi
identificado até o preenchimento do tltimo questiondrio (Q_4).

A curva de Kaplan-Meier (APENDICE C e APENDICE D) foi utilizada para estimar a
probabilidade de sobrevida até a data especificada. Para comparar as curvas de sobrevida
estratificadas foi usado o teste Logrank e de Peto, que comparam os valores observados e
esperados de cada estrato sob a hipétese nula de que o risco é 0 mesmo em todos os estratos. A
proporcionalidade do risco ao longo do tempo foi avaliada com base nos residuos de
Schoenfeld.

As varidveis de ajuste foram identificadas pelo modelo tedrico e selecionadas por meio
de um directed acyclic graphs (DAG) (Figura 1 do artigo original) elaborado no sistema

DAGitty (http://www.dagitty.net/), e adicionalmente ajustado pela obesidade parental. Para se

testar a interagcdo entre as varidveis de exposi¢ao, as mesmas foram multiplicadas e inseridas
no modelo ajustado.
Todas as analises foram realizadas no software STATA, versdo 13.0, com nivel de

significancia de 5%.


http://www.dagitty.net/
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5. RESULTADOS

Este trabalho resultou em um artigo cientifico intitulado “Consumo de nutrientes
doadores de metil reduziu a incidéncia de obesidade em individuos filhos de pais com a doencga:
4 anos de seguimento (Estudo CUME)”. Além disso, foram produzidos outros dois artigos
durante a pds-graduacdo, o primeiro intitulado “Higher caffeine consumption is associated with
insuficiente sleep time in Brazilian adults (CUME study)” (APENDICE E), e o segundo
intitulado “Lipid accumulation product as na insulin resistance indicator in individuals with

cardiometabolic risk (PROCARDIO study)” (APENDICE F).
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RESUMO

INTRODUCAO: O grupo metil, fornecido pela alimentacdo, é necessério para a metilagio do
DNA. Esse modula a expressao génica incluindo a regulacdo de genes relacionados a obesidade.
OBJETIVO: Avaliar a associagdo entre o consumo de nutrientes doadores de metil (MetD) e
a incidéncia de obesidade, e a sua relacdo com a obesidade parental. METODOLOGIA: Este
estudo longitudinal, com 1.205 participantes da Coorte de Universidades de Minas Gerais
(Estudo CUME), avaliou a incidéncia da obesidade em um seguimento de 4 anos (2016 —2020).
O consumo dos nutrientes MetD B2, B6, B9, B12, colina, betaina e metionina foram obtidos
por meio de um questionario de frequéncia alimentar validado para a populacdo. Um escore de
MetD foi calculado, e os participantes foram categorizados em baixo, mediano e alto risco
conforme o tercil da pontuagdo total da amostra. A presenca de pai e mae com obesidade e a
obesidade parental (presenca simultinea de pai e mde com a doenca) foi autorrelatada.
RESULTADOS: Na amostra, 89 (7,4%) casos incidentes de obesidade foram identificados.
Estar no terceiro quartil de consumo de B2 e no segundo quartil do consumo B9 e de colina
resultou em 60% (IC 95%:0,20 — 0,79), 52% (1C95%:0,26 — 0,89) e 52% (1C95%:0,24 —0,93)
menor risco de desenvolver obesidade, respectivamente. Obter escore mediano para MetD
também conferiu um menor risco (HR:0,40; IC95%: 0,18 — 0,84). A obesidade parental foi a
que conferiu maior risco para os casos incidentes (HR:4,26; IC95%: 1,66 — 10,93). Porém, os
participantes com obesidade paterna que apresentaram alto escore de consumo de MetD tiveram
menor risco para incidéncia de obesidade (p de interacio = 0,022). CONCLUSAO: O consumo
intermediario de B2, B9 e colina, bem como uma um escore mediano de MetD reduziu o risco
de desenvolver obesidade em individuos com histérico familiar de obesidade materna, paterna

e parental, sugerindo ainda que a alimentagdo € fator protetor no histérico familiar da doenga.

Palavras-chave: Obesidade. Folato. Heranca parental. Metilacdo. Epigenética.
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SUMMARY

INTRODUCTION: The methyl group, supplied by food, is necessary for DNA methylation.
This modulates gene expression including the regulation of obesity-related genes.
OBJECTIVE: To evaluate the association between consumption of methyl donor nutrients
(MetD) and the incidence of obesity and its relationship with parental obesity.
METHODOLOGY: This longitudinal study, with 1,205 participants from the Cohort of
Universities of Minas Gerais (CUME Study), evaluated the incidence of obesity in a 4-year
follow-up (2016 — 2020). Consumption of nutrients MetD B2, B6, B9, B12, choline, betaine
and methionine were obtained using a food frequency questionnaire validated for the
population. A MetD score was calculated, and participants were categorized into low, medium,
and high risk according to the tertile of the sample's total score. The presence of a father and
mother with obesity and parental obesity (simultaneous presence of a father and mother with
the disease) were self-reported. RESULTS: In the sample, 89 (7.4%) incident cases of obesity
were identified. Being in the third quartile of B2 intake and in the second quartile of B9 and
choline intake resulted in 60% (95% CI: 0.20 — 0.79), 52% (95% CI: 0.26 — 0.89) and 52%
(95%CTI:0.24 — 0.93) lower risk of developing obesity, respectively. Obtaining a median MetD
score also conferred a lower risk (HR:0.40; 95%CI: 0.18 — 0.84). Parental obesity was the one
that conferred the highest risk for incident cases (HR:4.26; 95%CI: 1.66 — 10.93). However,
participants with paternal obesity who had a high MetD consumption score had a lower risk of
obesity incidence (interaction p = 0.022). CONCLUSION: Intermediate consumption of B2,
B9 and choline, as well as a median MetD score, reduced the risk of developing obesity in
individuals with a family history of maternal, paternal and parental obesity, further suggesting

that diet is a protective factor in family history of the disease.

Keywords: Obesity. Folate. Parental inheritance. Methylation. Epigenetics.
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INTRODUCAO

A obesidade € uma doencga cronica que tem sido uma preocupagao desafiadora no século
XXI devido sua alta prevaléncia mundial (WHO, 2018). Estima-se que uma em cada cinco
mulheres e um em cada sete homens terdo obesidade em 2030, o que significa que haverd mais
de 1 bilhdo de pessoas com a doenca em todo o mundo (LOBSTEIN et al., 2022). Dentre os
fatores de risco, a heranga genética corresponde cerca de 40% a 70% do desenvolvimento da
obesidade (MAES; NEALE; EAVES, 1997; ELKS et al., 2012). No entanto, apesar da sua
importante influéncia no aumento da adiposidade corporal, a exposicdo genética sozinha nao
seria responsdvel por esse aumento expressivo da obesidade em um periodo relativamente
curto, durante o qual a doenga atingiu proporcdes epidémicas (LOBSTEIN et al., 2022).

A suscetibilidade genética a obesidade interage com fatores ambientais, como a
alimentacdo, e podem induzir alteragdes na expressao génica (ORDOVAS; SHEN, 2008) como
retrata a (nutri)epigenética (RAMOS-LOPEZ et al., 2017; BORDONI; GABBIANELLI, 2019).
A epigenética € a drea que se concentra nessas alteracdes, modulando a expressdo do fenétipo
diante da informacdo genética adquirida. Essa modificacdo ndo requer alteracdes na sequéncia
de nucleotideos do genoma, mas envolve mudancas na expressao do DNA principalmente pelo
mecanismo de metilagdo (WEINHOLD, 2006), o qual é dependente de nutrientes provenientes
da alimentacdo (FRISO et al., 2017). A riboflavina (B2), a piridoxina (B6), o folato (B9), a
cobalamina (B12), a colina, a betaina e a metionina sdo nutrientes conhecido como doadores de
metil (MetD) devido seu papel em uma série de reagdes bioquimicas, conhecida como
metabolismo de um carbono (FRISO et al., 2017). Durante as reacdes ciclicas que acontecem
nesse metabolismo, esses nutrientes contribuem para o fornecimento de grupamento metil a S-
adenosilmetionina (SAM), doador universal de grupo metil, para a realizacdo da metilagao do
DNA pelas DNA metiltransferases (DNMTs) (MAHMOUD, 2022).

Assim, a ingestdo desses nutrientes MetD podem modular a expressio de genes
relacionados a obesidade (JIAO et al., 2016; YADAYV et al., 2018; SABER CHERIF et al.,
2019) e influenciar o epigenétipo (MILAGRO et al., 2013; RAMOS-LOPEZ; RIEZU-
BOJ; MILAGRO, 2022). Por exemplo, a metilacdo no gene HIF3A (Hypoxia Inducible Factor
3 Subunit Alpha) foi estatisticamente associado a alteracdo do Indice de Massa Corporal (IMC),
mediada pela ingestdao de B2, B9 e B12 (HUANG et al., 2015). A metilacdo do FTO (Alpha-
Ketoglutarate Dependent Dioxygenase), um importante gene relacionado ao aumento da
adiposidade e controle metabdlico, foi aumentada apds a suplementagao de B12 (10 ug/dia)

(YADAV et al., 2018). Além disso, um estudo animal onde se testou os potenciais efeitos
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transgeracionais no peso corporal, encontrou que a suplementagdo de MetD evitou a obesidade
em animais filhos de ratas obesas (WATERLAND et al., 2008). No entanto, essa associacdao do
consumo dos MetD em humanos diante da obesidade parental parece ainda ndo ter sido
avaliada. Além disso, parte dos trabalhos atuais sdo conduzidos com amostras modestas
(TAYLOR et al., 2018; DOMINGUEZ-SALAS et al., 2013), ndo contemplam a ingestao de
todos os MetD envolvidos no processo de metilagdo (PAUWELS er al.; 2017; TAYLOR et al.,
2019; BRAUN et al., 2015) ou ainda inserem escore de consumo desses nutrientes € sua
associacao com o desfecho (POURSALEHI et al., 2022).

Diante do exposto, o presente estudo avaliou a associacdo entre o consumo de nutrientes
MetD e a incidéncia de obesidade, e a sua relagdo com histérico familiar de parental, em uma

coorte de brasileiros com seguimento de 4 anos.

METODOLOGIA

Estudo CUME

A Coorte de Universidades de Minas Gerais (Estudo CUME), iniciada em 2016, é um
estudo longitudinal prospectivo concorrente aberta, que tem como objetivo avaliar o impacto
do padrao alimentar brasileiro e da transi¢do nutricional na ocorréncia de Doencas Cronicas
nao Transmissiveis (DCNT) entre graduados e pds-graduados de institui¢Oes federais de ensino
superior localizadas no estado de Minas Gerais, Brasil (DOMINGOS et al., 2018).

A cada dois anos sdo realizadas novas ondas de recrutamento de participantes e coleta
de dados. Os participantes, inicialmente, respondem um questiondrio inicial (Q_0) autorreferido
em ambiente virtual dividida em duas etapas, com uma semana de intervalo. O primeiro
questiondrio contém 83 questOes relacionadas ao estilo de vida, fatores sociodemogréficos,
antropométricos, dados bioquimicos e clinicos, pratica de atividade fisica, morbidade individual
e familiar e histérico pessoal de exames preventivos. Na segunda etapa, os participantes
preenchem o Questiondrio de Frequéncia Alimentar (QFA) quantitativo e relatam seus hébitos
e praticas alimentares. Os questiondrios de acompanhamento (Q_2, Q_4, ...Q_n) avaliam as
mudangas dessas caracteristicas nos participantes, tendo como objetivo identificar alteracdes
do estilo de vida e incidéncia de novas doencas.

O Estudo CUME ¢ conduzido de acordo com os principios éticos estabelecidos na
Declaragio de Helsinque, e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos

(n° parecer 596.741-0/2013) e Comités de todas as institui¢des participantes (UFMG:
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07223812.3.3001.5153, UFV: 4483415.5.1001.5149, UFOP: 44483415.5.2003.5150, UFLA:
44483415.5.2002.5148, UFJF: 4483415.5.5133, UFVIM: 44483415.5.2005.5108, UNIFAL.:
44483415.5.2002.5148). Todos os participantes leram o Termo de Consentimento Livre

Esclarecido (TCLE) e indicaram concordancia online antes de responder ao questiondrio.

Populagdo estudada

Este estudo € uma analise longitudinal do Estudo CUME (2016 — 2020), no qual os
participantes que responderam completamente os questiondrios da linha de base (Q_0) e os
questiondrios de seguimento (Q_2 ou Q_4) foram selecionados. Desses, foram excluidos
aqueles com obesidade na linha de base (n = 355), egressos de outra nacionalidade (n = 10),
brasileiros residentes no exterior (n = 135), gestantes e mulheres que tiveram filho no dltimo
ano (n = 430) e aqueles que relataram valores inconsistentes para o consumo total de calorias
<500 kcal/dia ou >6.000 kcal/dia (n = 79) (SIQUEIRA et al, 2018). Assim, a amostra final

desse estudo consistiu em 1.205 participantes.

Desfecho do estudo

O desfecho do estudo, a obesidade, foi identificado quando o Indice de Massa Corporal
(IMC) >30 kg/m* (WHO, 1998, OPAS, 2001). O peso e a estatura autorrelatados nos
questiondrios online foram utilizados para o célculo do IMC, dividindo-se o peso (quilogramas)
pela altura (metros) elevada ao quadrado (WHO, 1998). Peso, altura e IMC foram previamente
validados na populacio dessa coorte (MIRANDA et al., 2017).

O tempo até a ocorréncia do desfecho foi medido em anos, desde a entrada do
participante no estudo em 2016, até ocorréncia do evento ou final do seguimento (2018 —2020),
0 que ocorrer primeiro. A ocorréncia do evento de interesse ao longo do seguimento de 4 anos
foi dada quando em algum periodo foi constatado novos valores de IMC > 30 Kg/m?. Os
participantes que apresentaram obesidade inicialmente (Q_0) e aqueles cujo desfecho nao foi

identificado até o final do estudo (Q_4) ou que cessaram o acompanhamento foram censurados.

Consumo alimentar e escore de MetD

O consumo alimentar foi avaliado por meio de um QFA composto por 144 itens

alimentares, ja validado para essa coorte (AZARIAS et al., 2021). Para facilitar o
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preenchimento do tamanho da por¢do de cada item alimentar e obter informagdes mais
confidveis, os voluntdrios tiveram acesso a um album fotografico com 96 imagens de porcdes
de alimentos e utensilios de servir elaborado pela equipe CUME.

Para o calculo do consumo dos nutrientes MetD (Riboflavina, B2; Piridoxina, B6;
Folato, B9; Cobalamina, B12; Colina; Betaina; Metionina), utilizou-se as informac¢des da
Tabela de Composi¢ao Nutricional dos Alimentos Consumidos no Brasil (IBGE, 2011) e, na
auséncia de informagdes, a Tabela Brasileira de Composi¢ao de Alimentos (TACO, 2011), a
Tabela do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2012) e a Tabela de
Concentracdo de Colina e Betaina em Componentes Alimentares Comuns (ZEISEL et al,
2003), foram utilizadas nessa ordem de prioridade. Para se controlar o efeito da ingestdao
caldrica sobre o consumo dos nutrientes MetD, esses foram ajustados pela ingestido caldrica
didria pelo método residual (WILLETT et al, 1996).

Como ndo existe valores de recomendacdo para o consumo dos nutrientes MetD,
associados a fisiologia e ocorréncia de alteragdes no estado de saude, nds atribuimos ao
consumo de cada um deles baixa ou alta ingestao, conforme a mediana (p5S0) da amostra, sendo
conferido o valor 0 para o consumo < p50 e valor 1 para consumo > p50. Posteriormente,
calculou-se a soma dos valores (0 ou 1) obtidos para cada nutriente doador de metil, de modo
que a pontua¢do do somatorio poderia variar de O a 7 pontos. O escore de MetD foi estratificado
em tercil e classificado como baixo (0 — 3 pontos), mediano (4 pontos) e alto (5 — 7 pontos),

conforme a pontuacao total da amostra.

Obesidade materna, paterna e parental

A identificacdo da existéncia da obesidade materna e/ou paterna foi realizada mediante
o autorrelato do participante ao responder a pergunta do questiondrio da linha de base “Algum
parente seu sofireu ou sofre de algumas dessas doenga?”. A obesidade parental foi determinada

pela presencga simultinea de mde e pai com obesidade.

Covaridveis

As varidveis sociodemograficas e de estilo de vida de interesse foram sexo (masculino,
feminino), idade (adulto jovem, meia idade), estado civil (solteiro/divorciado/vitvo,
casado/unido estdvel), situacdo ocupacional (trabalho integral/parcial/informal, estudante,

aposentado/do lar, desempregado), atividade fisica (ativo, insuficiente ativo, inativo), consumo
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de dlcool (sim, ndo), tabagismo (nunca/ex-fumante, fumante) e sono (<7horas, >7horas). Os
individuos que fizeram >150 minutos/semana de atividade de intensidade moderada ou > 75
minutos/semana de atividade de intensidade vigorosa foram considerados como ativos (WHO,
2010). O tempo de sono foi estratificado conforme o National Sleep Foundation’s

(HIRSHKOWITZ et al, 2015).

Andlise estatistica

A caracterizacdo dos participantes de acordo com a incidéncia de obesidade e a
pontuacdo do escore de nutrientes MetD foram apresentados como frequéncia absoluta e
relativa, para as varidveis sociodemogréficas, estilo de vida e obesidade materna, paterna e
parental. As diferencas estatisticas foram avaliadas com o teste do qui-quadrado de Pearson.

A andlise de risco proporcionais de Cox foi usada para estimar a associagdao
independente dos nutrientes MetD (B2, B6, B9, B12, colina, betaina e metionina), do escore de
MetD, da obesidade materna, paterna e parental com a obesidade, obtendo estimativas da razao
de risco (HR) e seus respectivos intervalos de confianca a 95% (IC95%). As varidveis de ajuste
foram identificadas pelo modelo tedrico e selecionadas por meio de um directed acyclic graphs

(DAG) (Figura 1) elaborado no sistema DAGitty (http://www.dagitty.net/), e adicionalmente

ajustado pela obesidade parental. Para se testar a interag¢do entre as varidveis de exposi¢do, as
mesmas foram multiplicadas e inseridas no modelo ajustado.
Todas as analises foram realizadas no software STATA, versdo 13.0, com nivel de

significancia de 5%.

RESULTADOS

Durante o periodo médio de 3,8 (+0,4) anos de acompanhamento no Estudo CUME, 89
casos incidentes de obesidade (n=7,4%) foram identificados entre os 1.205 participantes. A
propor¢do dos novos casos de obesidade conforme o histérico familiar da doenca foi maior
entre aqueles com obesidade materna, seguindo da obesidade paterna e obesidade parental.
Além disso, ser fisicamente inativo também apresentou uma maior frequéncia dentre os casos
incidentes da doencga (Tabela 1).

Em relacdo ao escore de doadores de metil, os participantes no maior tercil eram mais
praticantes de atividade fisica, sendo a maior parte deles ativos (63,9%; p = 0,001) (Tabela 2).

Quando avaliamos associacao dos MetD e seu escore com a incidéncia de obesidade (Tabela
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3), os participantes no terceiro quartil de ingestdo da vitamina B2 tiveram menor risco de
desenvolver obesidade, bem como aqueles no segundo quartil de ingestdo de B9 e de colina. A
vitamina B6 também conferiu um menor risco, mas essa associagdo perdeu significancia apds
o ajuste do modelo. Para os demais nutrientes MetD, ndo houve associa¢des. Em relacdo ao
escore de doadores de metil, ter um escore mediano (T2) foi independentemente associado ao
menor risco de obesidade.

Por sua vez, a obesidade parental foi a que apresentou maior risco para a ocorréncia de
obesidade, como mostra a Tabela 4. No entanto, a obesidade paterna apresentou uma
associacdo mais forte que a obesidade materna. De modo interessante, os participantes com
baixo escore de MetD (T1) e com obesidade paterna apresentaram maior risco para incidéncia
da obesidade, em comparagdo aqueles com alto escore (T3) (p de interacao = 0,022) (Figura

2).

DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo, até onde sabemos, a investigar a influéncia do consumo de
nutrientes MetD durante a vida adulta no risco de obesidade, e sua relacdo com histérico de
obesidade parental. Assim, neste estudo de coorte prospectiva, o consumo intermediario dos
nutrientes MetD B2, B9 e colina foi independentemente associado ao menor risco de
obesidade, bem como obter uma pontuacdo mediana para o escore de consumo dos nutrientes
doadores de metil. Além disso, a obesidade parental foi a que conferiu maior risco para o
desenvolvimento da doenga, seguido da obesidade paterna. No entanto, ao passo que a
pontuacdo do escore de consumo dos nutrientes MetD entre os participantes aumentava, o
risco conferido pela obesidade paterna diminuiu.

Ha muito se suspeita que os nutrientes envolvidos no metabolismo de um carbono
desempenham papéis importantes no desenvolvimento da obesidade através da modulagdo
da metilacio do DNA, o mecanismo epigenético mais estudado até o momento
(MAHMOUD, 2022). Esse metabolismo compreende em um grupo de reacdes bioquimicas
ciclicas que sao catalisadas por um conjunto de enzimas dependente de nutrientes como B2,
B6, B9 B12, colina, betaina e metionina para a doacdo de grupo metil para a metilagdo
biologica do genoma, regulando a expressao dos genes sem alterar a sequéncia do DNA

(FRISO et al., 2017).



A vitamina B2 tem dupla atuagdo no metabolismo de um carbono, sendo uma
coenzima importante nas reagdes no ciclo do folato e na conversdo da homocisteina em
metionina pela enzima metiltransferase (MAHMOUD; ALI, 2019). Em um estudo
experimental, a deficiéncia de B2 foi associada ao aumento da liberacdo de citocinas pro-
inflamatérias pelo tecido adiposo, hiperleptinemia e hipoadiponectinemia (MAZUR-
BIALY; POCHEC, 2017). De modo geral, poucos estudos se debrucam em avaliar em
humanos a relacdo da ingestdo didria dessa vitamina com a obesidade e processos
epigenéticos de metilacdo. No entanto, Huang ef al (2015) encontraram um menor aumento
no IMC entre aqueles com menor consumo de B2 ao longo de 10 anos, aparentemente
mediando a metilagdo no gene HIF3A. Outros dois estudos recentes mostraram resultados
semelhantes. No primeiro, o consumo de B2 acima da ingestdo didria recomendada (DRI)
interagiu significativamente com a obesidade e com a variante genética rs5760920 do gene
CRYBB?2 (Crystallin beta B2) (KWON et al., 2022). No outro, estar no quartil inferior de
consumo de B2 teve menor risco de sobrepeso e obesidade entre mulheres adultas chinesas
(JU et al., 2022). No entanto, os esclarecimentos a respeito do efeito do consumo de B2
sobre a génese da obesidade ainda sdo pouco precisos, mas estudos prospectivos tendem a
mostrar que uma menor ingestdo da vitamina contribui para valores menores de IMC
(HUANG et al., 2015; Ll et al., 2018).

Em uma andlise anterior do estudo CUME (n=2.695), focada em avaliar a associacao
transversal da ingestdo didria de B9 com o folato sérico e a prevaléncia de excesso de peso
ou obesidade, concluiu que 12% dos participantes tinham consumo de B9 abaixo da
necessidade média estimada (EAR), como também tiveram menor prevaléncia para os
desfechos principais e uma associagao positiva entre os tercis de consumo de B9 com o folato
sérico, mesmo em um consumo didrio mais baixo (PEREIRA et al., 2019). A vitamina B9 é
fundamental para a atividade ciclica do metabolismo de um carbono. A sua codependéncia
com o ciclo da metionina (LYON et al., 2020) faz com que ela seja responsdvel por 10% a
20% do fornecimento de MetD. Assim, a deficiéncia de B9 pode resultar em alteracdes no
pool de SAM, influenciando no grau de metilacio do DNA (MAHMOUD; ALI, 2019). De
fato, alguns estudos sustentam essas informacdes, mostrando uma associagao direta entre a
ingestdo desse nutriente e a metilagdo do DNA (PUFULETE et al., 2005; CRIDER et al.,
2011; KOK et al., 2015; O'REILLY et al., 2016), sugerindo, ainda, que seu efeito
epigenético seja dose-resposta devido os diferentes perfis de metilagdo encontrado conforme

a quantidade da vitamina ingerida (ZHANG et al., 2014; MAHMOUD; ALI, 2019).
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A colina, por sua vez, pode ser adquirida pela alimentacdo ou sintetizada
endogenamente através da via da fosfatidiletanolamina N-metiltransferase (PEMT)
(ZEIZEL, 2006). Estima-se que 60% do fornecimento de MetD no metabolismo de um
carbono seja dado pelo nutriente (NICULESCU; ZEISEL, 2002), havendo um aumento da
via da transsulfuracdo quando hé pouco folato disponivel (JACOB et al., 1999). O consumo
de colina com estado clinico de saide é em maior parte relacionados a sua deficiéncia. Até
o momento, ndo ha valores didrios de referéncia para o consumo desse composto (IOM,
20006), e sua relacao com a obesidade tem sido associados a melhora do acimulo de gordura
corporal (GAO et al., 2016; CHANG et al., 2022; MLODZIK-CZYZEWSKA et al., 2022).
No entanto, estudos observacionais transversais mostraram que a maior ingestao de colina
estd inversamente associada aos parametros relacionados a obesidade (percentual de gordura
corporal total, peso, IMC, perimetro da cintura, razdo cintura-quadril) (GAO et al., 2016;
CHANG et al., 2022; MLODZIK-CZYZEWSKA et al., 2022). De modo interessante, esses
maiores valores didrios de consumo se assemelham ao encontrado no nosso estudo. No
entanto, precisa-se de cautela ao ponderar uma quantidade alta de consumo, pois recente
metandlise mostrou que individuos que consumem mais colina (> 251 mg) apresentaram pior
perfil lipidico e glicémico, e maior mortalidade (MAZIDI et al., 2019). Assim, mais estudos
sd0 necessarios sobre a quantidade mais adequada de colina a ser ingerida para o alcance dos
seus potenciais beneficios, incluindo potenciais mecanismos epigenéticos relacionados com
a obesidade.

De fato, o processo epigenético de metilacdo modula a expressao genética e (FRISO
etal.,2017), portanto, regula genes envolvidos no ganho de peso (SAMODIEN et al., 2019).
Assim, ao passo que a hipometilacdo € ruim, a hipermetilacdo também nao é desejada
(MAHMOUD; ALI 2019). Sendo assim, o consumo intermediario desses nutrientes, como
encontrado por nés, pode favorecer um equilibrio dessas funcdes. Pois, altas doses de
determinado nutriente pode ter efeito contrario ou deletério, devido a saturacdo das vias
bioquimicas e aumento de produtos resultantes do seu metabolismo constante (ZHOU et al.,
2015). Assim, tdo importante quanto o fornecimento adequado dos nutrientes MetD (FRISO
et al., 2017) € a manutencdo de hébitos de vida sauddveis, que somados aos fatores
ambientais regulam a expressdo génica favorecendo mecanismos contrdrios ao risco para a
obesidade (KLEMP et al., 2022).

Em relacdo ao aumento do risco para obesidade dado a presenca de obesidade
familiar, esse aspecto é bem fundamentado (LOOS; YEO, 2022). Estima-se que 40% a 70%
da obesidade seja herdada geneticamente (MAES; NEALE; EAVES, 1997; ELKS et al.,
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2012), e a teoria mendeliana de segregacdo sustentam nossos resultados (MENDEL, 1865),
na qual a presenca simultinea de mae e pai com obesidade conferiu o maior risco para a
doenca devido a combinacao genética. Em relagdo ao risco da obesidade paterna ser superior
a materna encontrado em nosso estudo, ainda ndo hé evidéncias que a confirme e, portanto,
sugere-se que essa resposta envolva um conjunto de relagdes genéticas e epigenéticas
(MCPHERSON et al., 2014; ORNELLAS et al., 2017; RETNAKARAN et al., 2021; LIN
etal., 2022).

Nosso estudo apresenta pontos fortes. Até onde sabemos este € o primeiro estudo a
investigar a relacdo da obesidade e do consumo de nutrientes MetD de acordo com a
obesidade familiar. Além disso, a utilizagdo de um QFA validado para a populagdo permitiu
maior confiabilidade dos dados de consumo. A utilizagdo de um escore de consumo de
nutrientes MetD também foi um diferencial em nosso estudo, podendo se tornar uma
ferramenta 1til na andlise de associacdo de MetD da dieta. Ademais, o tempo de seguimento
e o controle por vdrios potenciais fatores de confusio contribuem para maior seguranca do
efeito independente dos nossos resultados. No entanto, algumas limitagdes precisam ser
pontuadas. Nao foi possivel realizar a andlise dos polimorfismos e, ou, grau de metilacao
dos genes envolvidos no metabolismo de um carbono, bem como das principais variantes
genéticas relacionadas ao ganho de peso e obesidade, o que seria invidvel pelo tamanho da
amostra. Acreditamos que essas informag¢des permitiriam explicar melhor nossos resultados,
além de fornecer informacgdes mais precisas da relacdo entre o consumo alimentar e a
modulacdo epigenética da obesidade frente as suas variagdes genéticas para o risco da
doenca e dos polimorfismos relacionados ao metabolismo desses nutrientes, na qual
influenciam diretamente na resposta interindividual e reacdes moleculares. Nesse sentido,
perspectivas futuras t€ém sido avaliadas no estudo CUME para avaliacdo de biomarcadores

(epi)genéticas em subamostra.

CONCLUSAO

O consumo intermediario dos nutrientes MetD B2, B9 e colina, bem como escore
mediano de nutrientes MetD mostrou reduzir o risco de obesidade em um seguimento de 4
anos, enquanto o alto escore de MetD foi fator protetor para a histéria de obesidade paterna.

Nossos resultados corroboram a alimentagdo como fator protetor na presenca de histérico
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familiar dessa doenga cronica, com €nfase na avaliagdo e promogdo dos alimentos fontes dos

nutrientes MetD.
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Tabela 1 - Incidéncia de obesidade de acordo com caracteristicas sociodemograficas,
estilo de vida e histérico familiar de obesidade materna, paterna e parental Estudo

CUME (n = 1.205, 2016-2020)

Varidveis Total Incidéncia  Valor de
n (%) n (%) 4

Sexo 0,228
Feminino 814 (67,5) 55 (6,8)
Masculino 391 (32,5) 34 (8,7)

Idade 0,400
Adulto jovem (< 39 anos) 820 (68,1) 57 (6,9)

Meia idade (> 40 anos) 385 (31,9) 32 (8,3)

Estado civil 0,187
Solteiro/divorciado/vitivo 664 (55,1) 55 (8,3)
Casado/unido estavel 541 (44,9) 34 (6,3)

Situacdo ocupacional 0,331
Trabalho integral/parcial/informal 921 (76,4) 73 (7,9)

Estudante 183 (15,2) 10 (5,6)
Aposentado(a)/do lar 39 (3,2) 4 (10,3)
Desempregado 62 (5,2) 2(3,2)
Atividade fisica 0,029
Ativo 673 (55,8) 50 (7,4)
Insuficiente ativo 273 (22,7) 12 (4,4)

Inativo 259 (21,5) 27 (10,4)

Consumo de alcool 0,825
Nio 296 (24,6) 21 (7,1)

Sim 909 (75,4) 68 (7,5)
Tabagismo 0,477
Nunca/ex-fumante 1.099 (91,2) 83 (7,6)

Fumante 106 (8,8) 6 (5,7)

Tempo de sono 0,113
<7 horas 396 (32,9) 36 (9,1)

> 7 horas 808 (67,1) 53 (6,5)

Escore de doadores de metil 0,050
T1 (0 - 3 pontos) 610 (50,6) 50 (8,2)

T2 (4 pontos) 224 (18,6) 8 (3,6)

T3 (5 — 7 pontos) 371 (30,8) 31 (8,4)

Historico familiar de obesidade 0,001
Ausente 966 (80,2) 59 (66,3)
Obesidade materna 127 (10,5) 14 (15,7)
Obesidade paterna 90 (7,5) 11 (12,4)

Obesidade parental 22(1,8) 5(5,6)

Valor de p para o teste de qui-quadrado de Pearson.



70

Tabela 2 - Escore de doadores de metil de acordo com caracteristicas sociodemogréficas, estilo
de vida e histérico familiar de obesidade materna, paterna e parental, Estudo CUME (n = 1.205,
2016-2020)

Escore de MetD
Variaveis T1 T2 T3 Valor de
(Baixo: 0 - 3) (Mediano: 4) (Alto: 5-7) p
n (%) n (%) n (%)

Sexo 0,382
Feminino 405 (66,4) 148 (66,1) 261 (70,3)
Masculino 205 (33,6) 76 (33,9) 110 (29,7)

Idade 0,617
Adulto jovem (< 39 anos) 413 (67,7) 148 (66,1) 259 (69,8)

Meia idade (> 40 anos) 197 (32,3) 76 (33,9) 112 (30,2)

Estado civil 0,555
Solteiro/divorciado/vitivo 266 (43,6) 107 (47,8) 168 (45,3)
Casado/unido estavel 344 (56,4) 117 (52,2) 203 (54,7)
Situacao ocupacional 0,624
Trabalho integral/parcial/informal 462 (75,7) 171 (76,3) 288 (77,6)
Estudante 93 (15,2) 33 (14,7) 57 (15,4)
Aposentado(a)/do lar 17 (2,8) 9 (4,0 13 (3,5)
Desempregado 38 (6,3) 11 (5,0) 13 (3,5)
Atividade fisica 0,001
AtiVQ ' . 309 (50,7) 127 (56,7) 237 (63,9)
Insuficiente ativo 154 (25,2) 45 (20,1) 74 (19,9)

Inativo 147 (24,1) 52 (23,2) 60 (16,2)
Consumo de alcool 0,089
Nio 160 (26,2) 60 (26.8) 76 (20,5)

Sim 450 (73,8) 164 (73,2) 295 (79,5)
Tabagismo 0,157
Nunca/ex-fumante 549 (90,0) 203 (90,6) 347 (93,5)

Fumante 61 (10,0) 21 (9,4) 24 (6,5)

Tempo de sono 0,202
<7 horas 395 (64,7) 155 (69,2) 259 (69,8)

> 7 horas 215 (35,3) 69 (30,8) 112 (30,2)
Historico familiar de obesidade 0,412
Ausente 490 (80,3) 182 (81,3) 294 (79,3)
ObeS}dade materna 63 (10,3) 26 (11,6) 38 (10,2)
Obesidade paterna 50 (8,2) 11 (4,9) 29 (7,8)
Obesidade parental 7(1,2) 5122 10 (2,7)

Valor de p para o teste de qui-quadrado de Pearson.



71

Tabela 3 - Hazard ratios (HR) e intervalos de confianca de 95% para a associag@o entre a
ingestdo de nutrientes doadores de metil, escore de MetD e a incidéncia de obesidade,
Estudo CUME (n = 1.205, 2016-2020)

Riboflavina (B2, mg/dia)
Varidveis Modelo 1 Modelo 2 p de
HR (IC 95 %) HR (IC 95 %) tendéncia
Q1 (0,49 -1,47) 1 (Ref.) 1 (Ref))
Q2 (1,48 -1,89) 0,61 (0,34 - 1,10) 0,67 (0,37 — 1,22) 0,460
Q3 (1,90 - 2,47) 0,38 (0,19 — 0,74)* 0,40 (0,20 — 0,79)*
Q4 (2,48 — 46,56) 0,92 (0,55 - 1,54) 0,95 (0,57 - 1,59)
Piridoxina (B6, mg/dia)
Q1 (0,59 —1,44) 1 (Ref.) 1 (Ref.)
Q2 (1,45-1,86) 0,48 (0,24 — 0,93)* 0,55 (0,28 — 1,08) 0,463
Q3 (1,87-2,56) 0,78 (0,44 — 1,38) 0,84 (0,47 — 1,49)
Q4 (2,57-9,88) 0,99 (0,58 — 1,69) 1,08 (0,62 — 1,87)
Folato (B9, mcg/dia)
Q1 (122,39 — 337,53) 1 (Ref.) 1 (Ref.)
Q2 (338,33 —441,84) 0,48 (0,26 — 0,87)* 0,48 (0,26 — 0,89)* 0,230
Q3 (442,06 — 586,29) 0,61 (0,35 - 1,07) 0,64 (0,36 — 1,12)
Q4 (586,42 - 1.671,72) 0,65 (0,37 - 1,13) 0,63 (0,36 — 1,10)
Cobalamina (B12, mcg/dia)

Q1 (0,30 - 2,58) 1 (Ref.) 1 (Ref.)
Q2 (2,59 - 3,60) 1,05 (0,60 — 1,85) 1,15 (0,65 - 2,05) 0,873
Q3 (3,61 —4,87) 0,52 (0,26 — 1,02) 0,54 (0,27 — 1,09)
Q4 (4,88 —33,71) 1,13 (0,65 - 1,97) 1,21 (0,69 —2,15)

Colina (mg/dia)
QI (102,12 — 263,66) 1 (Ref.) 1 (Ref.)
Q2 (263,76 — 350,64) 0,46 (0,23 — 0,89)* 0,48 (0,24 — 0,93)* 0,729
Q3 (350,74 — 457,84) 0,87 (0,50 -1,51) 0,84 (0,48 — 1,48)
Q-4 (458,32 —1.703,21) 0,90 (0,52 - 1,55) 0,92 (0,52 - 1,62)

Betaina (mg/dia)
Ql (14,32 -81,30) 1 (Ref.) 1 (Ref.)
Q2 (81,31 —105,80) 0,59 (0,32 - 1,11) 0,60 (0,32 - 1,13) 0,913
Q3 (105,82 — 139,46) 0,91 (0,52 - 1,59) 0,94 (0,53 - 1,65)
Q4 (139,74 — 441,61) 0,86 (0,49 — 1,51) 0,83 (0,47 — 1,46)

Metionina (mg/dia)

QI (0,46 — 1,36) 1 (Ref.) 1 (Ref.)
Q2 (1,37 -1,84) 0,71 (0,39 — 1,29) 0,73 (0,40 — 1,34) 0,868
Q3 (1,85-2,45) 0,58 (0,31 —1,09) 0,55 (0,29 - 1,06)
Q4 (2,46 — 10,60) 1,09 (0,63 — 1,86) 1,15 (0,66 —2,00)

Escore de MetD
Baixo [610 (50,6%)] 1 (Ref.) 1 (Ref.)
Mediano [224 (18,6%)] 0,42 (0,20 — 0,89)* 0,40 (0,18 — 0,84)* 0,875

Alto [371 (30,8%)]

0,97 (0,62 — 1,52) 0,96 (0,60 — 1,52)

HR: hazard ratio; IC: intervalo de confianca 95%; Ref.: referéncia; B2, B6, Colina, Betaina, Metionina:
miligrama; B9 e B12: micrograma. Baixo: T1 (0 — 3 pontos); Médio: T2 (4 pontos) Alto: T3 (5 — 7 pontos)

Modelo 1: modelo bruto

Modelo 2: ajustado por sexo, idade, estado civil, situagdo ocupacional, sono, atividade fisica, consumo de
dlcool, tabagismo e obesidade parental.

*p <0,005
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Tabela 4 - Hazard ratios (HR) e intervalos de confianca de 95% (IC 95%) para a
associacdo entre o histérico familiar de obesidade materna, paterna e parental e a
incidéncia de obesidade, Estudo CUME (n = 1.205, 2016-2020)

Historico familiar de Modelo 1 Modelo 2
obesidade HR (IC 95%) HR (IC 95 %)
Ausente 1 (Ref.) 1 (Ref.)
Obesidade Materna 1,83 (1,02 - 3,28)* 2,09 (1,15 —3,78)*
Obesidade Paterna 2,04 (1,07 — 3,89)* 2,32 (1,21 — 4,46)*
Obesidade Parental 3,78 (1,51 — 9,44)* 4,26 (1,66 — 10,93)*

HR: hazard ratio; IC: intervalo de confianga 95%; Ref.: referéncia; Obesidade parental: presenca de pai e
mae com obesidade

Modelo 1: modelo bruto

Modelo 2: sexo, idade, estado civil, situacdo ocupacional, atividade fisica, sono, consumo de dlcool e
tabagismo.

*p <0,05
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Figura 1 - Gréfico aciclico direcionado da associacdo entre o consumo de

nutrientes doadores de metil e obesidade.
Obesidade (desfecho); Consumo de doadores de metil (exposicdo): riboflavina (B2), piridoxina
(B6), folato (B9), cobalamina (B12), colina, betaina, metionina; Obesidade parental: pai e mae
com obesidade; Sociodemogrificos (covaridveis): sexo, idade, estado civil e situacdo
ocupacional; Estilo de vida (covaridveis): atividade fisica, consumo de dlcool e tabagismo; Sono
(covariavel).
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ANEXOS

ANEXO A - Parecer do Comité de Etica da UFV
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Elaborado pela Instituicdo Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa; COORTE DAS UNIVERSIDADES MINEIRAS (CUME) IMPACTO DO PADRAC
ALIMENTAR BRASILEIRO E DA TRANSICAD MUTRICIONAL SOBRE AS DOENCAS
E AGRAVOS MAD TRANSMISSIVEIS
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Apresentagdo do Projeto:
Trafa-se de Protocolo de Pesquisa que analisa Coorte das Universidades Mineiras (CUME ) Impacto do

Padrdo Alimentar Brasiieiro e da Transigdo Nufncional sobre as doengas e Agravos ndo fransmisslveis

Objetivo da Pesquisa:
Realizar analise comparativa com refagdo as Instifuicies Universidades Mineiras referentes ao padréo
alimentar do Brasileiro

Avallacdo dos Riscos e Beneficlos:
Mao ha riscos para os individuos

Comentirios e Consideragfes sobre a Pesquisa:

Trata-se de Protocolo de pesquisa relevante e que oferecere retomo para a sodedads
Consideragbes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:
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Consideragdes Finais a critério do CEP:
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{Coordenador)
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ANEXO B - Parecer do Comité de Etica da UFMG

CH \
f \ UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
3 d COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP
A ",

Projeto: CAAE — 07223812.3.1001.5149

Interessado(a): Prof. Adriano Margal Pimenta
Departamento de Enfermagem Materno Infantil e
Satde Publica
Escola de Enfermagem - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 18 de marco de 2013, o projeto de pesquisa intitulado "Coorte das
Universidades Mineiras (CUME): impacto do padriao alimentar
brasileiro e da transigdo nutricional sobre as doengas e agravos
ndo transmissiveis” bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

O relatdrio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apos o inicio do projeto.

Profa:Maria Teresa ues Ama
Coordenadora do COEP-UFMG
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVEE E ESCLARECIDO

Estimado (a) ex-aluno (a) da Universidade Federal de Mmas Gerais (UFMG) ou da
Universidade Federal de Vigosa (UFV), vimos por meio deste, convida-lo (a) a participar de
uma pesquisa mnfitulada “Coorte de Universidades MinEiras (CUME). cuje objetivo € avaliar o
impacto do padrio alimentar brasileiro. de grupos de almentos e fatores dietéticos especificos
no desenvolvimento de Doencas e Agravos Nao Transmissiveis (DANT). tais como obesidade,
hipertensio arterial. canceres. doencas mtestinais. pulmonares e cardiovasculares, entre outras.
Este estudo sera desenvolvido em parcenia entre a Escola de Enfermagem da UFMG e o
Departamento de Nutrigio e Sande da UFV. e é de responsabilidade dos seguintes professores:
Dra. Josefina Bressan (CoordenadoraUFV). Dra. Helen Hermana Miranda Hermsdorff
(Colaboradora/UFV) e Dr. Adniano Marcal Pimenta (Colaborador/UFMG). Caso concorde em
participar. vocé respondera a um questionario, autoaplicavel com 33 perguntas sobre dados
demograficos, socioecontmicos, antropomeétricos, bioquimicos, habitos de wvida. consumo
alimentar ¢ historico de sande. Esse questiondrio sera mosso questionario basal (Q 0)
Posteriormente. a cada dois anos. vocé devera responder a outros questionarios de segumento
Q2 Q4 ... Qn) também autoapliciveis, normalmente com um ntmero menor de
perguntas, com o mtuito de avabar modificacdes em relacio aos pardmetros basais. Sua
colaboracio € voluntana e o seu anonimato sera garantido. Firmamos o compromisso de que os
seus dados serdo utilizados. apenas. para fins da pesquisa e divulgados. somente, em eventos e
peniodicos cientificos. O seu consentimento em participar deste estudo também deve considerar
que o projeto foi aprovado pelos Comités de Etica e Pesquiza da UFMG e da UFV. Em qualquer
fase da pesquisa, vocé podera fazer perguntas, caso tenha dividas, e retirar o seu consentimento,
além de nfio permitir a posterior utilizaciio de seus dados. sem nenhum Gnus ou prejuizo. Se os
esclarecimentos feitos forem satisfatorios e se estiver de acordo, favor assinar o presente termo.
dando seu consentimento para a participacio da pesquisa em questio.

Atenciosamente,

Profa. Dra. Josefina Bressan

Profa. Dra. Helen Hermana Miranda Hermsdorff
Prof. Dr. Adriano Marcal Pimenta

Nome: EG
Assinatura:
Local Data: ! /

Nome do coordenador da pesquisa: Josefina Bressan. Tel: (31) 3899-2692 Comité de Etica e
Pesquisa da UFMG: Av. Presidente Antémio Carlos, n® 6627. Prédio da Rettona. 7° andar. sala
7018, Bamrro Pampulha. Belo Hotizonte/MG. CEP: 31270-901. Tel - (31) 3499-4592. Conute de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFV: Av. PH Rolfs, s/n Divisfo de Sande,
Umniversidade Federal de Vigosa. Vigcosa/MG. CEP: 36570-001 Tel: (31) 3899-3783.



APENDICE B — Questio 69 do questionario do estudo CUME

69. Algum parente seu sofre ou sofreu alguma dessas doencgas? *
Nao Pai Mae Imao(a) Avo/Avé

-

<
-
-

Infarto agudo do miocardio
Acidente vascular cerebral
Diabetes

Hipertensao arterial
Obesidade

Céancer de mama

Cancer de colo de utero
Cancer de prostata

-
-
-
-
-
-
-
-
Cancer de colon ou reto I
-
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Outros tipos de cancer
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APENDICE C — Figura 5

Figura 5. - Curvas de sobrevida (Kaplan-Meier) geral e segundo os nutrientes doadores de metil (B2,
B6, B9, B12, colina, betaina e metionina) e escore de MetD, Estudo CUME (n=1.205, 2016 - 2020).
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APENDICE D - Figura 6

Figura 6 - Curvas de sobrevida (Kaplan-Meier) geral e segundo histérico familiar de obesidade
materna, paterna e parental, Estudo CUME (n=1.205, 2016 - 2020).
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ABSTRACT

Introduction: Caffeine is the most consumed psychoactive substance worldwide. Also, it may
influence the physiological state of sleep and favor the risk of chronic and metabolic
impairments associated with worsening this outcome. Objective: To assess the association
between caffeine intake and sleep time in Brazilian adults. Methods: This cross-sectional study
was conducted with 6,356 undergraduate and graduate students (4,296 females [67.6%]; 34.8
[+ 8.4] years) of the Minas Gerais Universities Cohort (CUME study). Data were collected
using a self-reported online questionnaire, and caffeine consumption was obtained using a
validated food frequency questionnaire containing 144 food items. Insufficient sleep was
determined when sleep time was shorter than seven hours. Result: Mean caffeine intake was
68.9 (£ 62.8) mg/day, and mean sleep time was 6.9 (£ 1.0) h/day. A total of 31.9% of
participants, mostly female (64.1%), had an insufficient sleep. Females were also more likely
to consume higher caffeine doses than males (58.8% vs. 41.6%, p < 0.001). Coffee and soda
(light, diet, or zero) mostly contributed to caffeine consumption (R®> = 0.92 and 0.94,
respectively). Last, individuals in the upper quartile of caffeine consumption (93.0 to 570.8
mg/day) had a 15% increase in the prevalence of insufficient sleep compared with the lowest
quartile (PR: 1.15; 95% CI: 1.04 - 1.26). Conclusion: Caffeine consumption was independently
associated with increased prevalence of insufficient sleep in a highly educated adult Brazilian

population.

Keywords: caffeine consumption; coffee; caffeinated beverages; sleep; cohort.
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INTRODUCTION

Sleep is a physiological and vital necessity in all species (Han et al., 2022), however,
sleep time seems to be reducing, and individuals have frequently slept less (Hublin et al., 2020).
Sleep restriction (i.e., insufficient sleep time to maintain normal performance) may generate
neurobehavioral deficits and physiological changes associated with increased risk of obesity,
cardiovascular disease, traffic accidents, and death (Banks and Dinges, 2007). Currently, sleep
restriction is the leading cause of low sleep time and is caused mainly by working conditions,
social and domestic responsibilities, lifestyle (Banks and Dinges, 2007), and consumption of
substances that enhance alertness (e.g., caffeine) (Watson et al., 2016).

Caffeine 1s the most consumed psychoactive substance worldwide (dePaula and Farah,
2019) and may reduce sleep time even at low doses (< 100 mg/day) (Adan et al., 2008). After
absorption, it crosses the blood-brain barrier (Nehlig, 2018) and blocks adenosine receptors in
the central nervous system (i.e., Al, A2a, A2b, and A3), mainly Al and A2a (Fredholm Bertil
B. et al., 1999; Caballero, 2003). Caffeine also increases dopaminergic receptor responses
(Fredholm and Svenningsson, 2003), resulting in enhanced alertness stimulation and sleep
reduction (Weibel et al., 2021).

Previous studies examined caffeine intake by considering dose, frequency, and time of
consumption to assess and minimize the impact of caffeine on sleep time (Weibel et al., 2021).
However, few studies gathered detailed information on caffeine consumption and sources
(Watson et al., 2016) or assessed only caffeinated drinks (Brick et al., 2010; Lund et al., 2010;
Regestein et al., 2010; Sanchez-Ortuno et al., 2005; Whittier et al., 2014; Zunhammer et al.,
2014).

Therefore, this study aimed to assess the association between caffeine consumption and

sleep time among Brazilian adults.

METHODOLOGY

CUME study

The Minas Gerais University Cohort (CUME) has assessed the impacts of dietary and
nutritional patterns on chronic non-communicable diseases among undergraduates and
graduates of different universities in the State of Minas Gerais (Brazil) since 2016 (Domingos

et al., 2018). Data related to body weight, lifestyle, and health are collected every two years
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using a self-reported electronic questionnaire. At baseline data collection (Q_0), participants
invited by email who signed the informed consent form completed the questionnaire, which
was divided into two stages. The first stage assessed demographic information, socioeconomic
characteristics, lifestyle, and health conditions, whereas the second stage assessed food
consumption using the Food Frequency Questionnaire (FFQ) and eating practices and habits.

The study was approved by the human research ethics committees of all participating
institutions (UFMG: 07223812.3.3001.5153, UFV: 4483415.5.1001.5149, UFOP:
44483415.5.2003.5150, UFLA: 44483415.5.2002.5148, UFJF: 4483415.5.5133, UFVIM:
44483415.5.2005.5108, and UNIFAL: 44483415.5.2002.5148).

Study population

This cross-sectional study analyzed data from Q 0 of the CUME study collected in
2016, 2018, and 2020 from participants who adequately completed the FFQ (n = 7,324).
Exclusion criteria comprised individuals aged over 59 years (n = 158), using tranquilizers and
sleep-inducing drugs (n = 289), with total calorie intake < 500 kcal/day or > 6,000 kcal/day (n
= 235) (Siqueira et al., 2018), pregnant women and women who had a child in the last year (n
= 276), graduates of another nationality (n = 26), and Brazilians living abroad (n = 273). Thus,

the final sample size consisted of 6,356 participants.

Outcome

We used the question number 40 of Q 0 to assess sleep time: "over the last 12 months,
how much time on average per day did you dedicate to the following activities?" One of the
activities was sleep time, and answers were collected in integer values (1 to 8 h or > 9 h).
Insufficient sleep was considered as < 7 hours, according to the National Sleep Foundation

(Hirshkowitz et al., 2015).

Caffeine consumption

Habitual food consumption was estimated using the quantitative FFQ with 144 food
items validated for this population (Azarias et al., 2021). A photo album was used with the
questionnaire for better reliability of the portions consumed, and caffeine intake was estimated

for each food using information from the United States Department of Agriculture Chart
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(USDA, 2012). The effect of caloric intake on caffeine consumption was controlled by
adjusting for total caloric intake using the residual method (WILLETT et al., 1997).

Covariates

Sociodemographic variables included sex (female or male), age (years), marital status
(legally married/common-law marriage/other or single/separated/divorced), and occupational
status (retired/unemployed, student, or full-time/part-time/informal job).

Regarding lifestyle, the consumption of alcoholic beverages (yes or no), smoking
(smoker, never smoked, or former smoker), and physical activity (active, insufficiently active,
or inactive) were assessed. Individuals who performed > 150 min/week of moderate-intensity
activity or > 75 min/week of vigorous-intensity activity were considered active (World Health
Organization, 2010). Screen time was obtained by adding up the hours allocated to using the
computer and television and classified as low (< 3 h/day or < 21 h/week) or high (> 3 h/day or
> 21 h/week) (Davies et al., 2012). Depression was self-reported (yes or no) and previously

validated (Santos et al., 2021). Antidepressant drug use was also self-reported (yes or no).

Statistical analysis

The Shapiro-Wilk test verified data normality. Sociodemographic variables (sex, age,
marital status, and occupational status), lifestyle (physical activity, screen time, alcohol
consumption, and smoking), depression, and use of antidepressant drugs were described using
absolute and relative frequency or median and interquartile range.

Pearson’s chi-square test compared frequencies, while differences between two and
three groups, respectively, were compared using Mann-Whitney U and Kruskal-Wallis tests;
the latter was followed by Dunn’s post hoc test.

Poisson regression estimated the prevalence ratio (PR) and confidence intervals (95%
CI) of the association between caffeine consumption and sleep time. The model was adjusted
for sociodemographic and lifestyle variables (directed acyclic graph developed in the DAGitty
system; Figure 1) and depression and antidepressant use due to associations with the dependent
variable. In addition, a stepwise multiple regression (Willett W, 1998) was used to identify the
main food items associated with caffeine consumption.

All analyses were performed using STATA software, version 13.0, with a significance

level of 5%.
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RESULTS

The mean caffeine intake was 68.9 (+ 62.8) mg/day, and mean sleep time was 6.9 (+
1.0) h/day. Of the 6,356 individuals included in this study, 31.9% had insufficient sleep time.
Of these, most were females, single/separated/divorced, and with full-time/part-time/informal
jobs. Regarding lifestyle, sedentary individuals had less sleep time than those insufficiently
active (25.7% vs. 18.9%; p < 0.001), with longer screen time, who consumed alcohol, and
former smokers. Also, 42.7% of participants with insufficient sleep time had depression, and
5.7% were taking antidepressants (Table 1).

The characteristics associated with insufficient sleep time were also associated with the
upper quartile of caffeine consumption (Table 2), except for depression (40.8%) and
antidepressants (7.7%). In addition, coffee and soda (diet, light, or zero) were the most
contributors to caffeine intake. Other food items that contributed to caffeine intake are listed in
Table 3, in which food consumption explained 96% of the total variability of substance
consumption.

Last, individuals in the upper quartile of caffeine consumption (93.0 to 570.8 mg/day)
were more likely to present insufficient sleep (PR: 1.15, 95% CI: 1.04 - 1.26). The association
remained statistically significant when the model was adjusted for depression and

antidepressant use (Table 4).

DISCUSSION

In this study, higher caffeine consumption was independently associated with
insufficient sleep time. For this, total caffeine intake was estimated using 144 food items from
a validated FFQ (Azarias et al., 2021), allowing greater reliability of daily consumption than
other studies that assessed intake using the number of daily cups (Filtness et al., 2020; Lund et
al., 2010; Sanchez-Ortuno et al., 2005; Zunhammer et al., 2014) or a limited number of food
items (Brick et al., 2010; Kerpershoek et al., 2018; Regestein et al., 2010; Zunhammer et al.,
2014).

Our results corroborate previous studies reporting an inverse association between
caffeine intake and sleep time (Adan et al., 2008; Drake et al., 2013; Halldorsson et al., 2021;
Landolt et al., 1995; Riera-Sampol et al., 2022; Watson et al., 2016). Likewise, Riera-Sampol
et al. (2022) showed that coffee contributed mostly to caffeine intake and females were more

prone to higher caffeine consumption than males.
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Caffeine consumption increases sleep latency time and reduces sleep efficiency, stage 4
sleep (Landolt et al., 1995), and delta spectral waves (Nunes et al., 2017). According to
Halldorsson et al. (2021), even a low dose of caffeine (< 0.5 mg/kg) decreases sleep duration
by 0.74 hours (95% CI: 0.65 - 0.84); all participants of the study had less than six hours of sleep
time (Halldorsson et al., 2021).

Caffeine is the most consumed psychoactive substance worldwide (dePaula and Farah,
2019). It acts on adenosine receptor antagonists in the central nervous system, including A1 and
A2a, capable of influencing sleep (Ribeiro and Sebastio, 2010). Variations in the adenosine
gene (e.g., polymorphism ADORA2A 1976 T > C) may also decrease sleep quality due to the
ability to attribute certain characteristics to individuals, such as sensitiveness (CC and CT) and
insensitiveness (TT) to substance consumption. According to Cornelis et al. (2007), individuals
with TT genotype may consume high caffeine amounts but are more likely to decrease caffeine
intake over time (Cornelis et al., 2007). In our study, individuals had lower caffeine
consumption than the average Brazilian population(Mendes et al., 2020); however, we did not
include genetic assessments.

Also, the individual response to caffeine effects is greatly influenced by its
pharmacokinetics via CYPA?2, which accounts for 90% of caffeine metabolization. Similarly,
the CYPIA2 rs762551 polymorphism divides the population into fast (AA) and slow
metabolizers (AC and CC) of caffeine (Denden et al., 2016). The latter has greater availability
of caffeine due to reduced enzymatic activity (Sachse et al., 1999), and consequently, the
negative effects are easily felt (Ogawa and Ueki, 2007). Although the lowest quartile was not
statistically significant, this characteristic presents potential similarity with the present study
since a higher chance of insufficient sleep time was observed even at low caffeine doses.

Although a small portion of individuals with depression presented insufficient sleep,
this clinical condition is associated with changes in sleep time and efficiency (e.g., rapid eye
movement, non-rapid eye movement, and impaired sleep permanence). In contrast, studies
conducted with this population suggest a potential protective factor of caffeine (Grosso et al.,
2016; Kim and Kim, 2018; Wang et al., 2016) due to its non-selective action on adenosine
receptors and reduced dopamine depletion (Lopez-Cruz et al., 2018). Nevertheless, although

not statistically significant, individuals with depression were prevalent users of the substance.

Our study has limitations. First, the timing of consumption of caffeine-containing foods
was not analyzed, and the period between consumption and time before bedtime influences

sleep quality (Drake et al., 2013). Second, the genotype was not assessed in our sample. Genetic
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variability affects the availability of caffeine and its pharmacokinetic and pharmacodynamic
effects, critically influencing consumption levels (Nehlig, 2018). Thus, we believe genetic
information may explain the effects of caffeine consumption in our study since participants

were below national averages (Mendes et al., 2020).

Nevertheless, some points must be highlighted. We aimed to assess the association
between caffeine consumption and sleep. Thus, instead of considering just one set of caffeinated
drinks, we used more than 100 food items from a previously validated questionnaire to represent
a more realistic consumption (Azarias et al., 2021). Also, the population studied allowed using
detailed questions, which improved the reliability of answers. Studies with a population of high

educational levels have shown reliable results (Segui-Gémez et al., 2006).

CONCLUSION

Caffeine consumption was associated with shorter sleep time in highly educated
Brazilians. Individual strategies should be encouraged to minimize the effects and
consequences of low sleep time, such as sleep hygiene and adequate volume and timing of
caffeine consumption. Future studies are also needed to investigate the genetic factors involved

in the interindividual response of the studied population.
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Table 1. Sociodemographic and lifestyle characteristics according to sleep time - CUME

study (2016-2020, n = 6,356)

Sleep
. Insufficient Sufficient
Variables (< 7 hours) (7 hours) p-value*
2,025 (31.9) 4,331 (68.1)

Age (years)** 34 (29 -41) 32 (28 - 39) <0.001
Sex
Female 1,298 (64.1) 2,998 (69.2) <0.001
Male 727 (35.9) 1.333 (30.8)
Marital status 0.076
;Z%%ﬁiﬁid/common'law 981 (48.4) 1,995 (46.1)
Single/Separated/Divorced 1,044 (31.6) 2,336 (53.9)
Occupational status <0.001
Full-time/part-time/informal job 1,571 (77.6) 3,110 (71.8)
Student 319 (15.7) 797 (18.4)
Retired/unemployed 135 (6.7) 424 (9.8)
Physical activity <0.001
Active 1,122 (55.4) 2.527 (58.4)
Insufficiently active 382 (18.9) 881 (20.3)
Sedentary 521 (25.7) 923 (21.3)
Screen time <0.001
< 3 hours 684 (33.8) 339 (7.8)
> 3 hours 1,341 (66.2) 3,992 (92.2)
Alcohol consumption 0.079
Yes 1,471 (72.6) 3,236 (74.7)
No 554 (27.4) 1,095 (25.3)
Smoking 0.015
Smoker 265 (13.1) 460 (10.6)
Former smoker 1,586 (78.3) 3,500 (80.8)
Never smoked 174 (8.6) 371 (8.6)
Depression 0.024
Yes 865 (42.7) 1,721 (39.7)
No 1,160 (57.3) 2,610 (60.3)
Antidepressants <0.001
Yes 116 (5.7) 361 (8.3)
No 1,909 (94.3) 3,970 (91.7)

* p-value for Pearson's chi-square test.

** p-value for Mann Whitney U test; data are shown as median and interquartile range.
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Table 2. Sociodemographic and lifestyle characteristics according to caffeine intake - CUME study
(2016-2020, n = 6,356)

Caffeine (mg/day)
Variables Q4 p-value *
(] —0217 2) 27 3Q—253 8) (53 9Q—392 9) 93.0 -
’ ’ ’ ’ ) 570.8)

Age (years)** 31 (27 -37) 32 (28 - 39)° 34 (29 —-41)° 35(29-41)¢ 0.001
Sex <0.001
Female 1,111 (69.4) 1,170 (74.1) 1,093 (68.4) 922 (58.4)
Male 491 (30.6) 408 (25.9) 504 (31.6) 657 (41.6)
Marital status <0.001
;‘Zﬁgiﬁﬁ‘zd/ common-law 670 (41.8) 744 (47.1) 793 (49.7) 769 (48.7)
Single/Separated/Divorced 932 (58.2) 834 (52.9) 804 (50.3) 810 (51.3)
Occupational status 0.001
Full-time/part-time/informal job 1,111 (69.3) 1,178 (74.6) 1,204 (75.4) 1,188 (75.2)
Student 323 (20.2) 255 (16.2) 268 (16.8) 270 (17.1)
Retired/unemployed 168 (10.5) 145 (9.2) 125 (7.8) 121 (7.7)
Physical activity 0.305
Active 905 (56.5) 884 (56.0) 952 (59.6) 908 (57.5)
Insufficiently active 323 (20.2) 336 (21.3) 305 (19.1) 299 (18.9)
Sedentary 374 (23.3) 358 (22.7) 340 (21.3) 372 (23.6)
Screen time 0.001
< 3 hours 239 (14.9) 226 (14.3) 256 (16.0) 302 (19.1)
> 3 hours 1,363 (85.1) 1,352 (85.7) 1,341 (84.0) 1,277 (80.9)
Alcohol consumption <0.001
Yes 1,018 (63.5) 1,161 (73.6) 1,265 (79.2) 1,263 (80.0)
No 584 (36.5) 417 (26.4) 332 (20.8) 316 (20.0)
Smoking <0.001
Smoker 111 (6.9) 147 (9.3) 207 (13.0) 260 (16.5)
Former smoker 1,392 (86.9) 1,326 (84.0) 1,247 (78.1) 1,121 (71.0)
Never smoked 99 (6.2) 105 (6.7) 143 (8.9) 198 (12.5)
Depression 0.897
Yes 639 (39.9) 647 (41.0) 656 (41.1) 644 (40.8)
No 963 (60.1) 931 (59.0) 941 (58.9) 935 (59.2)
Antidepressants 0.850
Yes 126 (7.9) 117 (7.4) 113 (7.1) 121 (7.7)
No 1,476 (92.1) 1,461 (92.6) 1,484 (92.9) 1.458 (92.3)

* p-value for Pearson's chi-square test.

** p-value for Kruskal-Wallis with Dunn's post hoc; data are shown as median and interquartile range.
Different letters indicate statistically different medians according to Dunn's post hoc test.



Table 3. Foods that contributed to caffeine intake (mg/day) among
participants - CUME study (2016-2020, n = 6,356)

Food Accumulated R**
Coffee 0.92
Diet/light/zero soda 0.94
Chimarrdo 0.95
Soft drinks 0.95
Dark Chocolate 0.95
Mate/black tea 0.95
Tropical fruits 0.96
Cereal bar 0.96
White/green tea 0.96
Beer 0.96
Chocolate milk 0.96
Industrialized fruit juice 0.96
Alcoholic beverages 0.96
Breakfast Cereal 0.96
Sweets 0.96
Milk Chocolate 0.96

* Cumulative R? adjusted by stepwise linear regression.
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Table 4. Prevalence ratio and 95% confidence intervals for the association between sleep and caffeine

intake among participants in the CUME study (2016-2020, n = 6,356).

Quartiles of caffeine consumption (mg/day)

Variables Q1 Q2 Q3 Q4 trend
0-272) (27.3-53.8) (53.9-92.9) (93.0 — 570.8) p
Raw model
Sleep PR (95% CI) 1 (Ref.) 0.97 (0.87-1.08)  1.05(0.94-1.16)  1.25(1.13-1.38) <0.001
Model 1
Sleep PR (95% CI) 1 (Ref.) 0.97 (0.87-1.07)  1.02(0.92-1.13)  1.15(1.04—1.26) 0.002
Model 2 0.002

Sleep PR (95% CI) 1 (Ref.) 0.97 (0.87 -1.07) 1.02 (0.92-1.12)

1.15 (1.04 —1.26)

PR: prevalence ratio; 95%CI: 95% confidence interval; Ref.: reference

Model 1: adjusted for gender, age, marital status, occupational status, physical activity, alcohol consumption, and smoking

Model 2: adjusted for model 1 depression and antidepressant.
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Figure 1. Acyclic graph illustrating the association between caffeine

intake and sleep time.
Sociodemographic data: gender, age, marital status, and occupational status;
lifestyle: physical activity, alcohol consumption, and smoking.
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ABSTRACT

Objectives: To determine the diagnostic accuracy for IR of different adiposity-related markers
in individuals with cardiometabolic risk.

Methods: This cross-sectional study included 125 individuals with cardiometabolic risk from
the Cardiovascular Health Care Program of the Federal University of Vigosa (PROCARDIO-
UFV). IR was defined with a value of homeostasis model assessment of IR (HOMA-IR) > 3.11
(75 percentile). Weight, height, and waist circumference (WC) were measured, and Lipid
Accumulation Product (LAP), visceral adiposity index (VAI), and body mass index (BMI) were
calculated. A directed acyclic graph developed using the DAGitty system identified
confounding factors. The receiver operating characteristic curve analysis was used to
discriminate IR.

Results: LAP showed the highest diagnostic accuracy among the adiposity-related markers
(area under the curve [AUC] 0.740, confidence interval of 95% [CI95%]: 0.643 to 0.837),
followed by BMI (0.732, 0.641 to 0.823), and WC (0.729, 0.634 to 0.823). Cutoff points for
LAP, BMI, and WC to identify IR were 48.8 (sensitivity [S] = 87.1%, specificity [E] = 57.4),
28.9 kg/m® (S = 74.2%, E = 61.7%) and 97.5 cm (S = 74.2%, E = 62.8%), respectively.
Conclusion: LAP, BMI, and WC showed diagnostic accuracy for IR in individuals with
cardiometabolic risk, with greater sensitivity for LAP. Although further studies are needed, a
promising application of this indicator in clinical practice is suggested.

Keywords: Lipid accumulation product; visceral adiposity index; body mass index; waist
circumference; insulin resistance.
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Introduction

Insulin resistance (IR) is an early type 2 diabetes mellitus (T2DM) predictor (1). The
homeostasis model assessment of IR (HOMA-IR) is an IR indicator and a T2DM predictor
which requires a single measurement of fasting blood glucose and serum insulin (2).

Adipose tissue regulates glucose metabolism (3,4). However, excessive fat
accumulation, especially in the abdominal region, is an independent risk factor for metabolic
disorders involving glucose metabolism (5,6). The increased production of adipokines leads to
chronic subclinical inflammation, IR, and T2DM (7-9).

Abdominal or body fat can be estimated by measuring waist circumference (WC) or
using anthropometric indexes, such as the Body Mass Index (BMI). However, these
measurements provide limited information on fat distribution (10,11). Although Magnetic
Resonance Imaging (MRI) and Computed Tomography (CT) are the gold standards for
measuring visceral fat (12), they are costly and not accessible in clinical practice and
epidemiological studies (13).

In this context, developed the Visceral Adiposity Index (VAI) (14). VAl is a simple sex-
specific adiposity-related marker that uses anthropometric indexes (WC and BMI) and
metabolic markers (triglycerides [TG] and high-density lipoprotein [HDL]) to estimate
dysfunctions in the visceral adipose tissue. VAI is strongly correlated with visceral adiposity
measured by MRI and may also detect IR and cardiometabolic risk (14-16).

Lipid Accumulation Product (LAP) is another simple and low-cost marker using an
anthropometric index (WC) and a metabolic marker (TG). LAP was suggested as a central
adiposity indicator, possibly identifying diabetes better than BMI in adults (17).

Recent studies have investigated the relationship between VAI and LAP and IR and
metabolic diseases (16,18-23). However, evidence is limited about whether VAI and LAP
present more clinical usefulness than traditional IR indicators (BMI and WC). Thus, this study
aimed to determine the diagnostic accuracy of adiposity-related markers for IR in individuals

with cardiometabolic risk and their cutoff points.

Methods

The Cardiovascular Health Care Program of the Federal University of Vigosa
(PROCARDIO-UFV) study
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The PROCARDIO-UFV is a nutritional intervention study aiming to promote
cardiovascular health registered in the Brazilian registry of clinical trials (ReBEC: RBR-
5ndy2g). The inclusion criteria for the clinical trial were already described (24) and
encompassed individuals older than 20 years presenting cardiovascular disease or one or more
cardiometabolic risk factors, such as dyslipidemia (TG >150 mg/dL, total cholesterol [TC] >
200 mg/dL, and HDL < 40 [men] and <50 [women] mg/dL), pre or arterial hypertension (>
130/85 mmHg), high fasting blood glucose (> 100 mg/dL), T2DM, or BMI > 25 kg/m?
associated to one or more mentioned criteria.

This study was approved by the human research ethics committee of the Federal
University of Vigosa (registry no. 066/2012/HRECsS), according to resolution 466/2012 of the

National Health Council. All individuals read and signed the informed consent form.

Participants

This cross-sectional study included 125 individuals from PROCARDIO-UFV between
March 2012 and July 2019. Participants provided data on fasting blood glucose, fasting insulin,
TG, HDL, weight, height, and WC in the first appointment (baseline).

Outcome

HOMA-IR was calculated using the formula: HOMA-IR = fasting insulin (mU/L) x
fasting blood glucose (mmol/L) / 22.5. To convert glucose values from mg/dL to mmol/L, we
used the 0.05551 factor. IR was defined by HOMA-IR values greater than > 3.11 (75 percentile
in the study sample).

Anthropometric and biochemical assessments

BMI was calculated using body weight (kg) and height (m). Overweight was considered
as BMI > 25 kg/m? for adults and BMI > 28 kg/m? for older adults (25,26). WC was measured
above the umbilical scar. Values > 80 cm for women and > 90 cm for men were considered
high (27). The waist-to-height ratio was calculated using WC (cm) / height (cm).

The measurements of fasting blood glucose, insulin, TG, TC, HDL, and LDL
concentrations were performed at the Clinical Analysis Laboratory of the Federal University of

Vigosa, according to standardized protocols.



105

VAI and LAP

The VAI was calculated according to the formula proposed by Amato et al. (2010) and
the LAP by the formula proposed by Kahn et al. (2006), as follows:

wc TG 1.52
VAI women: X
36.58+(1.89 x BMI) 0.81 HDL
wc TG 1.31
VAI men: X X
39.68 +(1.88 x BMI) 1.03 HDL

LAP women: (WC [cm] — 58) x (TG [mmol/L])

LAP men: (WC [cm] — 65) x (TG [mmol/L])

Individuals with high VAI and LAP were those with values greater than 3.22 and

82.88, respectively, corresponding to the 75 percentile value in the study sample

Other variables

Data on sex, age, physical activity, alcohol consumption, and smoking were collected
during interviews.

Systolic and diastolic blood pressure (29,30) were measured using a
sphygmomanometer (Missouri, Sao Paulo, Brazil), with approximately 2 mmHg (30). Values
> 140/90 mmHg indicated hypertension (30).

Caloric intake was estimated using the 24-hour dietary recall, applied using the
multiple-step method (31). The nutritional composition and caloric intake were estimated using

the DietPRO software (version 5.8) based on the Brazilian Food Composition Table (32).

Statistical analysis

Data normality was assessed using the Shapiro-Wilk test. Categorical variables were
presented as absolute and relative frequencies. Continuous variables were presented as mean
and standard deviation or median and interquartile range.

Pearson's chi-square was used to assess the association between categorical variables,

and Student's t-test or Mann-Whitney test was used to compare groups, when appropriate. The
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correlation between adiposity indicators (BMI, WC, VAI, LAP) and IR was assessed by
Spearman's correlation coefficient.

The association between the investigated adiposity indicators and IR was tested by
Logistic Regression, and the results were expressed as Odds Ratio and their respective
confidence intervals. The model was adjusted for confounding factors identified by a directed
acyclic graph (DAG) (Figure 1), prepared in the DAGitty program (http://www.dagitty.net/).
ROC (Receiver Operating Characteristic) curve analysis was performed to identify the
discriminatory ability of adiposity indicators and compare the diagnostic performance of VAI
and LAP in relation to BMI and WC. Furthermore, sensitivity (S), specificity (E), positive
predictive value (PPV), negative predictive value (NPV), and the Youden Index were estimated.
The cutoff point for IR was identified at the point equivalent to the best balance between
sensitivity and specificity values.

Statistical analyzes were performed using STATA® software version 13.0 (Stata
Corporation, College Station, Texas, USA) and SPSS® version 21.0 (Statistical Package for
the Social Sciences, IBM, Chicago, IL), adopting statistical significance (a) of 5%.

Results

Of the 125 individuals, 60.8% were female. The average age found was 43.9 (£16.1)
years, BMI 29.2 (£5.3) kg/m?, and WC 97.1 (£14.4) cm. Of the sample, 24.8% and 25.6% had
high VAI and LAP values, respectively. The prevalence of obesity was 40.8% and DM2 29.8%
(Data not shown in table), and 24.8% were diagnosed with IR (Table 1).

Correlation analysis indicated a moderate positive relationship between IR and BMI (rs
= 0.549; p<0.001), WC (rs = 0.511; p<0.001), and LAP (rs = 0.457; p<0.001), and weaker with
the VAI (rs = 0.227; p=0.002) (Table 2). After adjusting the model for the covariates, logistic
regression showed that individuals with obesity and high waist circumference had 3.57 (1.40 —
9.12) and 7.92 (1.42 — 44.17), respectivel, times more risk of IR. As for VAI and LAP, those
with high values were strongly associated with a higher risk of IR when compared to individuals
with normal values, however, these results were not statistically significant (Table 3)

Finally, the results of the ROC curves are shown in Figure 2. The LAP was the indicator
with the best diagnostic capacity, showing the largest area under the curve (AUC: 0.740 [0.643—
0.837]; p<0.001), followed by BMI (AUC: 0.732 [0.641-0.823]; p<0.001) and WC (AUC:
0.729 [0.634-0.823]; p<0.001) in the study sample. On the other hand, the lowest AUC found
was for VAI (AUC: 0.661 [0.549-0.774]; p=0.007). The cutoff point for the LAP to identify IR
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in the sample was 48.8 (S = 87.1%, E = 57.4%; PPV = 0.37; NPV = 0.20; 1Y = 0.445) and the
VAI was 2.3 (S = 64.4%, E = 60.6%; PPV = 0.38; NPV = 0.78; IY = 0.251). As for BMI and
WC, the cutoff point was 28.9 kg/m2 (S = 74.2%, E = 61.7%; PPV = 0.37; NPV = 0.83; IY =
0.359) and 97.5 cm (S =74.2%, E = 62.8%; PPV = 0.29; NPV = 0.92; IY = 0.370), respectively.

Discussion

The relationship between adiposity and IR has been described in the literature (28,33).
In this sense, several studies have been investigating the ability of different indicators of body
adiposity, including BMI, WC, VAI, and LAP to discriminate IR, as well as which of them are
better able to identify this clinical condition (15,34-38). In the present study, the LAP index
showed the highest diagnostic capacity for IR and greater sensitivity than traditional adiposity
indicators (BMI and WC). To the best of our knowledge, this is the first study that investigated
the ability of different adiposity indicators to discriminate IR in a population at cardiometabolic
risk.

LAP is a central adiposity marker and was proposed as a simple and inexpensive index
capable of estimating metabolic risk in adults (17,39). A previous study conducted with
American adults from the National Health and Nutrition Examination Surveys (NHANES),
which investigated the usefulness of different indices, including the VAI and LAP to identify
IR, found AUC values for the LAP and VAI of (0.810 [ 0.788-0.831]) and (0.750 [0.727-
0.775]), respectively, suggesting that the LAP has a better ability than the VAI to predict IR
(34). On the other hand, another study with adults without diabetes found a similar ability of
the LAP and VAI indices (AUC: 0.761 and AUC: 0.743, respectively) (40). In addition, Anoop
S. etal., (2021) reported that the LAP is a potential index for predicting IR in normoglycemic,
non-obese adult men. In contrast, another study identified a lower ability of the LAP to predict
IR in adults of both sexes (AUC: 0.689 [0.665-0.714]). However, in the analysis stratified by
sex, the LAP index showed a better ability among men (AUC: 0.759 [0.728—-0.791]) (37,38).
Regarding the LAP cutoff point for diagnosing IR, our study established that values > 48.8 are
capable of diagnosing IR with high sensitivity, however, values lower than ours were
established by Anoop S. et al. (2021) and Lee et al. (2021) (> 33.4 and > 42.5, respectively).
The LAP index has a strong association with abdominal obesity, which results in chronic low-
grade inflammation, which appears to be involved in impaired insulin signaling, with

consequent IR (28,33,41).
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In turn, although the traditional indicators of adiposity, BMI and WC, only reflect body
adiposity (42), the present study showed that these indicators also can identify individuals with
IR. However, the accuracy of these traditional indicators was not better than that of the LAP
index. Thus, the ideal cutoff points established in our study for BMI and WC were 28.9 kg/m?2
and 97.5 cm, respectively. Similarly, a previous study with elderly individuals showed that LAP
has a better ability to discriminate IR when compared to BMI and WC (43). In this sense, it is
suggested that BMI, WC and LAP can be considered alternative markers to identify individuals
with IR in clinical practice.

On the other hand, VAI, proposed by Amato et al. (2010) to evaluate the distribution
and function of adipose tissue, as well as insulin sensitivity, presented in the present study a
lower accuracy to identify IR, when compared to the other investigated indicators. Similarly,
other studies have identified a lower ability of the VAI index to identify individuals with IR
(15,37). However, in other studies VAI AUC values were relatively higher (0.700 [0.594-
0.806]) (35), (0.743) (40) and (0.750 [0.727-0.775]) (35), suggesting a better ability of this
index to discriminate this clinical condition. This variation found in the ability of the VAI to
discriminate IR between studies may be related to the heterogeneity of the clinical
characteristics of the study population and/or the HOMA-IR cutoff point used for its definition.
Regarding the VAI cutoff point, our study established that values > 2.3 are capable of
identifying individuals with IR. Similarly, Pekgor et al. (2019) identified that values greater
than 2.31 predict the presence of this condition in overweight individuals, however, Bermuidez
et al., (2021) established a lower value (1.7).

Our study has strengths. Considering the good results found for the LAP, and that the
metabolic markers, TG and HDL, are low cost and easily available in clinical practice, and
given the simplicity of measuring the WP and calculating the BMI and LAP indices, our study
showed that these adiposity indicators can be used as alternative markers to identify individuals
with IR in a population with cardiometabolic risk when fasting insulin and/or HOMA-IR are
not available. Identifying IR is of paramount importance for establishing an effective treatment
capable of reducing complications related to glucose disorders and the development of DM2.

Finally, the results of our study should be interpreted with caution due to some
limitations. First, our study used cross-sectional data, which does not allow us to establish a
cause-and-effect relationship between LAP, BMI and WC, and IR. Thus, longitudinal studies
are needed to better establish the relationship between these indicators and IR. Second, IR was
not determined by the gold standard method, the hyperinsulinemic-euglycemic clamp, although

HOMA-IR was used, a robust surrogate marker to define IR, which presents a good correlation
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with the clamp (44) and has been extensively studied in the literature (2). Third, different
HOMA-IR values to define IR were used in the studies analyzed for the discussion, which may
compromise the comparison of results.

In conclusion, the present study supports the use of some adiposity indicators to identify
individuals with IR in clinical practice, with emphasis on the LAP index, which shows a good
ability to discriminate IR in adult and elderly individuals with cardiometabolic, than traditional
indicators (BMI and WC). Although further studies are needed, our result suggests a promising

application of this indicator in clinical practice
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Table 1. Characteristics of the participants according to insulin resistance, PROCARDIO-UFV (2012

t02019, n = 125)

IR*
Variables Yes No p
31 (24.8%) 94 (75.2%)
Age (years) T 48 (29 - 60) 48 (28 — 55) 0.581
Sex, female (%)* 21 (67.7) 55 (58.5) 0.361
Physical activity (%)* 11 (35.5) 51 (54.8) 0.062
Alcohol consumption (%)* 16 (51.6) 60 (64.5) 0.201
Smoking (%)* 0 (0.0) 4(4.3) 0.501
BMI (kg/m?) T 31.4 (28.4-34.4) 27.8 (24.1 —31.1) 0.0001
WC (cm) ! 105 (= 12.1) 94 (£ 14.1) 0.0003
Total caloric intake (Kcal) T 1,385 (1,039 — 1,789) 1,695 (1,391 —2,054) 0.016
SBP (mmHg) * 130 (120 — 140) 120 (120 — 130) 0.263
DBP (mmHg) * 80 (80 — 88) 80 (80 — 80) 0.717
TG (mmol/L) t 22(x14) 1.7 (£1.2) 0.084
TC (mmol/L)* 50(1.1) 5.3(x1.0) 0.181
HDL (mmol/L) * 1.0 (0.8—-1.3) 1.2(1.0-1.4) 0.077
LDL (mmol/L) ! 2.8 (£0.8) 3.3(x0.9) 0.022
Insulin (uU/ml) * 18.1 (14.4 -22.4) 7.7 (53.0-11.0) <0.001
Fasting blood glucose (mg/dL) T 98 (90 — 126) 88 (80 —98) <0.001

PROCARDIO-UFV: Cardiovascular Health Care Program of the Federal University of Vicosa; IR: insulin resistance; BMI: body
mass index; WC: waist circumference; SBP: systolic blood pressure; DBP: diastolic blood pressure; TG: triglycerides; TC: total
cholesterol; HDL: high-density lipoprotein; LDL: low-density lipoprotein; HOMA-IR: homeostasis model assessment of insulin

resistance

IR* HOMA-IR > 3.11 (75 percentile).

t p-value in Student’s t-test
T p-value in Mann-Whitney test

** p-value in Pearson’s chi-square test
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Table 2. Correlation between adiposity-related markers and insulin resistance
(n =125).

BMI WC VAI LAP
IR* 0.549 0.511 0.274 0.457
p-value <0.001 <0.001 0.002 <0.001

IR: insulin resistance; BMI: body mass index; WC: waist circumference; VAI: visceral
adiposity index,; LAP: lipid accumulation product; HOMA-IR: homeostasis model assessment
of insulin resistance.

IR* HOMA-IR > 3.11 (75 percentile).



Table 3. Association between adiposity-related markers and insulin
resistance, PROCARDIO (n = 125).

. IR *3*

Variables OR (CI95%)
BMI

Raw model

Normal weight 1 (Ref.)

Overweight 3.06 (1.32-7.10)*

Adjusted model

Normal weight 1 (Ref.)

Overweight 3.57 (1.40 - 9.12)*
WC

Raw model

Normal 1 (Ref))

High 4.97.(1.10-22.41)*

Adjusted model

Normal 1 (Ref.)

High 7.92 (1.42 —44.17)*
VAI

Raw model

Normal 1 (Ref))

High 2.03 (0.83 -4.93)

Adjusted model

Normal 1 (Ref.)

High 2.04 (0.74 - 5.59)
LAP

Raw model

Normal 1 (Ref.)

High 2.33(0.97 - 5.60)

Adjusted model

Normal 1 (Ref.)

High 2.07 (0.78 - 5.46)

PROCARDIO-UFV: Cardiovascular Health Care Program of the Federal University of
Vigosa; OR: odds ratio; CI95%: confidence interval of 95%; HOMA-IR: homeostasis model

assessment of insulin resistance

Adjusted model: sex, age, physical activity, alcohol consumption, smoking, and caloric

intake.

IR** HOMA-IR > 3.11 (75th percentile).

*p <0.05
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Figure 1. Acyclic graph indicating the association between BMI (A), WC (B), VAI (C), LAP (D), and

IR.

Sociodemographic: sex, age, marital status, family income. Lifestyle: physical activity, smoking, and
alcohol consumption. BMI (exposure): body mass index; WC (exposure): waist circumference; VAI
(exposure): visceral adiposity index; LAP (exposure): lipid accumulation product; IR (outcome): insulin

resistance.
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Figure 2. Receiver operating characteristic (ROC) curves of BMI (A), WC (B), VAI (C), and LAP (D)
to discriminate IR. BMI: body mass index; WC: waist circumference; VAI: visceral adiposity index;
LAP: lipid accumulation product; IR: insulin resistance; PPV: positive predictive value; NPV: negative
predictive value; YI: Youden index; AUC: area under the curve.
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