Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Médicas: Endocrinologia

Investigacdo da atuacdo de mecanismos genéticos, epigenéticos e via das

adipocitocinas na obesidade.

Tese de doutorado

Guilherme Coutinho Kullmann Duarte

Porto Alegre, Abril de 2022



Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias Médicas: Endocrinologia

Investigacdo da atuacdo de mecanismos genéticos, epigenéticos e via das

adipocitocinas na obesidade.

Guilherme Coutinho Kullmann Duarte

Orientadora: Profa. Dra. Daisy Crispim Moreira

Tese de doutorado apresentada ao Programa de Pds-
Graduacao em Ciéncias Médicas: Endocrinologia, da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)
como requisito parcial para obtengéo do titulo de Doutor

em Endocrinologia.

Porto Alegre, Abril de 2022.



CIP - Catalogagao na Publicagao

Coutinho Kullmann Duarte, Guilherme

Investigagdo da atuacdo de mecanismos genéticos,
epigenéticos e via das adipocitocinas na obesidade /
Guilherme Coutinho Kullmann Duarte. —-- 2022.

104 f£.

Orientadora: Daisy Crispim Moreira.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Faculdade de Medicina, Programa de
P6s-Graduacgédo em Ciéncias Médicas: Endocrinologia,
Porto Alegre, BR-RS, 2022.

1. Obesidade. 2. Dieta de cafeteria. 3. Genes
diferencialmente expressos regulados por metilacao
(MeGDEs) . 4. Genes hub-bottleneck. 5. Modelos animais
de obesidade induzidos por dieta (DIO). I. Crispim
Moreira, Daisy, orient. II. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragédo Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).




AGRADECIMENTOS

Agradeco a minha orientadora Dra. Daisy Crispim, pela atencdo, pela parceria,
profissionalismo, companhia nos congressos cientificos, pelo conhecimento, pela dedicacéo,
pelos ensinamentos durante toda a minha trajetdria. Obrigado com muito carinho!

Aos colegas do Servico de Endocrinologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, pela
troca de conhecimento, pelas conversas, brincadeiras, parceria nos congressos, parceria nos
almogos e de bons momentos vividos durante o trabalho e durante encontros do grupo.

Aos meus colaboradores e amigos, especialmente, Dra. Joana Lemos, pelo
profissionalismo, conversas incentivadoras, ajuda nos momentos indecisos, pela troca de
conhecimento; ao Felipe Pellenz, pela parceria dos Gltimos anos para se aventurar no mundo da
bioinformética. Aos alunos de iniciacdo cientifica que me ajudaram ao longo do meu projeto
de modelo animal, especialmente, Melissa Alves por se dedicar fielmente ao trabalho, por se
dedicar aos meus ensinamentos, pelas conversas de jogos, pela parceria em se dedicar a
manipulacdo com os animais, pelas apresentacfes em feiras de iniciacdo cientifica que
renderam premiacdes de destaque. Obrigado com muito carinho e por ndo desistirem do projeto
junto comigo. Significou muito!

A Dra. Tais Assmann colaboradora, cientista e amiga que foi meu braco direito durante
a minha trajetdria, entre inimeras conversas, caminhadas, almocos, jantas, festas, parceria em
diversos congressos. Obrigado pela amizade, por ter contribuido bastante com essa tese durante
os artigos e fora do ambiente de trabalho. Estendo meu agradecimento a Dra. Leticia Brondani,
pelos conhecimentos durante o periodo que fui seu aluno de iniciag&o cientifica e pela amizade
gerada no laboratério.

Aos professores de uma forma geral do PPG Endocrinologia, assim como secretario

Pedro que ajudou em diversos momentos.



4

Aos meus pais Carlos e Cecilia (in memoriam) por terem no seu principio de educacéao
0 estudo, pelo amor incondicional, pelas conversas de incentivo, pelos valores passados que me
levaram ao crescimento pessoal e de muita forga nos momentos dificeis. Obrigado por tudo que
fizeram por mim. Ao meu irm&o Dr. Felipe Coutinho, que € um exemplo para mim de pessoa,
amigo fiel e um grande pai! Aos meus sobrinhos Pietra e Theodore! Dedico a vocés a minha
conquista!

A minha namorada/companheira Camila, por estar ao meu lado em todos 0s momentos,
com tanto amor, carinho, companheirismo, pelas palavras de incentivo e forga!

A0s meus amigos de uma forma geral.

A CAPES, CNPq, FAPERGS, FIPE-HCPA pelo suporte financeiro e pela forca de néo

desistirem da ciéncia.



5

Esta tese de doutorado segue o formato proposto pelo Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias
Médicas: Endocrinologia, Metabolismo e Nutricdo da Faculdade de Medicina, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, sendo apresentada na forma de uma breve introducdo sobre o

assunto, seguida dos manuscritos originais sobre o tema da tese.
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- Artigo original 2: “Western style-based cafeteria diet induces alterations in metabolic

profile and adipocytokines signaling pathways gene expression in C57BL/6 mice”



SUMARIO

INDICE DE ABREVIATURAS ..ottt seses s sesss st s, 7
ISR 1011 0o [ To Lo OSSR 7
N AN 1 0T ST 8
RESUMO ...ttt e bt n e e et e e n e nne e nnes 10
ABSTRACT ettt ne e 12
(R [N (0] 51007 X TR 14
1.1. Obesidade e doencas correlaCcionadas............ccoveeeeriereienini e 14
1.2.  Aspectos genéticos da 0DESIAAAE ..........cureririiiiiieiet s 18
1.3.  Aspectos epigenéticos da 0DeSIAUE ..........cceveiierciie s 20
1.4, Modelos animais de 0DESIAAAE .........c.evveiiriiiiieieee e 21

2. JUSTIFICATIVAS E OBJIETIVOS..... ..ottt 23
2.1 JUSEITICALIVA ..ottt bbb 23
2.2 ODJELIVOS ...ttt ettt b et e e nraenre e areeae s 24
2.2.1 ODJELIVOS QEIAIS....uveveeeiitieiteete et et ste et e e st e st e ste et e e s teesbe e e saeesreesresreenteeneesraennas 24
2.2.2 Objetivos ESPECITICOS: ....iiiiiiieiicie et 24

3. REFERENCIAS DA INTRODUGAO.......ccoiiieririerieriseeeseesessssssssssssssssssessss s 26
A, CAPITULO L .ot Erro! Indicador néo definido.
5. CAPITULO 2 oottt 62
B.  CONCLUSODES..........coevieeeieteeeeieieses ettt eses sttt naenensens 103

7. COLABORACAO EM OUTROS TRABALHOS DURANTE O ANDAMENTO DO
DOUTORADO ..ottt b et b et e st e b e 104



INDICE DE ABREVIATURAS

1.

Introducéo

CAF
DIO
DM2
FTO
GDEs
GDMs
GWAS
HAS
IMC
LEP
LEPR
MC4R
MetS
OMS
POMC
PC 1/3
RI
SNP
TA
TAM

TAB

Dieta de cafeteria

Obesidade induzidos por dieta

Diabetes Mellitus tipo 2

Fat mass and obesity associated

Genes diferencialmente expressos

Genes diferencialmente metilados

Estudos de associagdo de varredura do genoma
Hipertensao arterial sistémica

indice de massa corporal

Leptina

Receptor da leptina

Receptor de melanocortina tipo 4

Sindrome metabdlica

Organizacdo Mundial da Saude
Pro-6pio-melanocortina

Pro-horménio convertase 1/3

Resisténcia a insulina

Polimorfismos de troca Unica de nucleotideo
Tecido adiposo

Tecido adiposo marrom

Tecido adiposo branco



TNF Fator de necrose tumoral alpha
Vigitel Pesquisa de Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas

Cronicas por Inquérito Telefonico

2. Artigos
AT Adipose tissue
Adipo Adiponectin
Adipogrl Adiponectin receptor 1
AUC Area under the curve
BMI Body mass index
MeDEGs Methylation-regulated DEGs
BP Biological processes
CAFD Cafeteria diet
CcC Cell components
CEUA Institutional Ethical Committee on Animal Use
Cptla Carnitine palmitoyltransferase 1a
DIO Diet-induced obesity
DEGs Differentially Expressed Genes
DMGs Differentially Methylated Genes
FBXL20 F-box and leucine rich repeat protein 20
FGF Fibroblast growth factor
FDR False Discovery Rate
GEE Generalized Estimating Equation
GEO Gene Expression Omnibus
GO Gene Ontology
GWAS Genome-wide association studies
HFD High fat diet
HF High fat
HS High sugar
HGNC HUGO Gene Nomenclature Committee

hASCs Adipose-derived stem cells



HOMA-IR
HCPA

IR

Insl

Ins2
KEGG
Lep

Lepr
MCODE
MF

MetS
MIF
NF-xB
OGTT
PPI
PTGS2
Ppargcla
Ppara
Ppary
gPCR
STRING
SAT

SD
T2DM
TNFAIP3
Tnf

UEA
VAT
VLOOKUP
WAT

Homeostatic model assessment for insulin resistance
Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Insulin resistance

Insulin 1

Insulin 2

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
Leptin

Leptin receptor

Molecular Complex Detection

Molecular function

Metabolic syndrome

Migration inhibitory factor

NF-kappa B

Oral glucose tolerance test

Protein-Protein Interaction

Prostaglandin endoperoxide synthases

Peroxisome proliferative activated receptor gamma coactivator 1 alpha

Peroxisome proliferator activated receptor alpha
Peroxisome proliferator activated receptor gamma
Quantitative real-time PCR

Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes
Subcutaneous adipose tissue

Standard diet

Type 2 diabetes mellitus

Tumor necrosis factor a-induced protein 3

Tumor necrosis factor

Animal Experimentation Unit

Visceral adipose tissue

Lookup function

White adipose tissue



10

RESUMO

A obesidade é decorrente do desequilibrio cronico entre a ingestdo de calorias e 0 gasto
energético. Sabe-se que é causada pela combinacdo de fatores genéticos, ambientais e
epigenéticos. A metilacdo do DNA, uma das principais alteracdes epigenéticas, regula
negativamente a expressdo génica em resposta a fatores ambientais. Por mais que alguns
estudos sugiram que genes diferencialmente metilados (GDMs) estdo associados ao
desenvolvimento da obesidade, os resultados ainda s&o inconclusivos. Embora a suscetibilidade
genética desempenhe um papel fundamental no estabelecimento da obesidade, fatores
ambientais, como sedentarismo e padrbes de dieta, sdo atualmente considerados fatores
importantes por trds do aumento exponencial de doengas metabdlicas relacionadas a obesidade.
A exposicdo a dieta de cafeteria (CAF) em camundongos mimetiza os padrfes de consumo
alimentar humano e serve como modelo para estudo da obesidade; entretanto, as alteracdes
metabolicas e genéticas nesse modelo sdo ainda pouco conhecidas.

Sendo assim, realizou-se uma andlise integrativa de dados de transcriptomica e
metilagdo do DNA e um estudo experimental com um modelo animal de obesidade induzido
com dieta de cafeteria. Os objetivos foram identificar perfis de metilacdo de DNA e expressdo
génica associados a obesidade em pacientes com obesidade e o efeito da dieta CAF em
parametros antropomeétricos, alteracdes metabolicas e de expressao génica em camundongos
C57BLY/6.

Na nossa analise in silico de dados de expressao génica e metilacdo obtidos do banco
publico GEO, identificamos 54 genes diferencialmente expressos regulados por metilacdo
(MeGDEs) ap0s a sobreposicdo dos 274 genes diferencialmente expressos (GDEs) e 11,556
GDMs encontrados. Entre eles, 25 genes apresentaram padrdo hipermetilado-expressdo
reduzida e 29 apresentaram padrdo hipometilado-expressdao aumentada no tecido adiposo
subcutaneo de individuos com obesidade. A rede de interagdo entre esses MeGDEs apresentou
3 genes hub-bottleneck (PTGS2, TNFAIP3 e FBXL20) e um modulo funcional. Além disso, os
MeGDEs estdo envolvidos na regulacdo da producéo do fator de crescimento de fibroblastos,
na fungdo molecular do &cido araquidénico e na atividade da ubiquitina-proteina transferase.
Dos 54 MeDGEs, 11 genes foram confirmados como envolvidos na obesidade com os dados
coletados do DisGeNET. Os resultados desse estudo sugerem MeGDEs envolvidos na
obesidade, bem como identifica as vias em que eles atuam, fornecendo uma compreensdo mais

profunda dos mecanismos reguladores da obesidade mediados pela metilacéo.
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No estudo experimental, apds as 16 semanas de exposicdo a dieta CAF, o grupo CAF
ganhou mais peso e apresentou uma glicemia media maior comparado aos controles. No teste
oral de tolerancia a glicose (TOTG), o grupo CAF exibiu niveis glicémicos aumentados
comparado ao controle. Niveis de insulina e indice homeostatic model assessment for insulin
resistance (HOMA-IR) foram mais elevados no grupo CAF vs. controles. As expressdes no
tecido adiposo branco visceral dos genes Lep, Adipor, Cpt-1 e Tnf foram maiores no grupo CAF
do que nos controles. Interessantemente, as expressdes dos genes Adipo, Insl e Pgc-/a foram
maiores no grupo controle do que no CAF. As expressdes de Ppara, Lepr e Ins2 ndo diferiram
entre os grupos. Além disso, os niveis sericos de Leptina e Adiponectina foram aumentados no
grupo CAF. Portanto, a dieta de cafeteria induz um maior ganho de peso nos camundongos
C57BL/6, causando obesidade, bem como alteragdes na homeostase glicémica, resisténcia a

insulina e na expressdo de genes relacionados a rota das adipocitocinas.
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ABSTRACT

Obesity is caused by a chronic imbalance between calorie intake and energy expenditure. A
combination of genetic, environmental and epigenetic factors is known to cause obesity. DNA
methylation, one of the main epigenetic alterations, negatively regulates gene expression in
response to environmental factors. Even though some studies suggest that differentially
methylated genes (DMGSs) are associated with the development of obesity, the results are still
inconclusive. Although genetic susceptibility plays a key role in the establishment of obesity,
environmental factors, such as a sedentary lifestyle and diet patterns are currently considered
to be important factors behind the exponential increase in obesity-related metabolic diseases.
Exposure to cafeteria diet (CAFD) in mice mimics human food consumption patterns and serves
as a model for the study of obesity; however, the metabolic and genetic alterations of this model
are still poorly understood.

Therefore, an integrative transcriptomics and DNA methylation data analysis and an
experimental study with an animal model of CAFD induced-obesity were performed. The aims
were to identify DNA methylation and gene expression profiles associated with obesity in
patients with obesity and the effect of CAFD on anthropometric parameters, metabolism and
gene expression alterations in C57BL/6 mice.

In our in-silico analysis of gene expression and methylation from data obtained from the
GEO public database, we identified 54 Methylation-regulated Differentially Expressed Genes
(MeDEGs) after the overlap of 274 Differentially Expressed Genes (DEGs) and 11,556 DMGs
found. Among them, 25 genes showed a hypermethylated-reduced expression pattern and 29
showed a hypomethylated-increased expression pattern in the subcutaneous adipose tissue of
individuals with obesity. The interaction network between these MeGDEs presented 3 hub-
bottleneck genes (PTGS2, TNFAIP3 and FBXL20) and a functional module. In addition, the
MeGDEs are involved in the regulation of fibroblast growth factor production, the molecular
function of arachidonic acid, and ubiquitin-protein transferase activity. Out of 54 MeDEGs, 11
genes were confirmed to be involved in obesity with data collected from DisGeNET. The results
of this study suggest MeGDEs involved in obesity, as well as identify in which pathways they
act, providing a deeper understanding of obesity regulatory mechanisms mediated by
methylation.

In the experimental study, after 16 weeks of exposure to CAFD, the CAFD group gained

more weight and had higher mean glycemia compared to controls. In the oral glucose tolerance
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test (OGTT), the CAFD group exhibited increased glycemic levels compared to the controls.
Insulin levels and HOMA-IR index were higher in the CAFD group vs. controls. Expressions
in visceral white adipose tissue of the genes Lep, Adipor, Cpt-1 and Tnf were higher in the CAF
group than in controls. Interestingly, the expressions of Adipo, Insl and Pgc-la genes were
higher in the control group than in the CAF. The expressions of Ppara, Lepr and Ins2 did not
differ between groups. In addition, serum levels of Leptin and Adiponectin were increased in
the CAFD group.

Therefore, the cafeteria diet induces greater weight gain in C57BL/6 mice, causing
obesity, as well as alterations in glycemic homeostasis, insulin tolerance/resistance and in the

expression of genes related to adipocytokines pathways.



14

1. INTRODUCAO

1.1. Obesidade e doencas correlacionadas

A obesidade € uma doenca cronica multifatorial decorrente do desequilibrio crénico entre a
ingestdo de calorias e o0 gasto energético. A prevaléncia da obesidade esta aumentando nas
ultimas décadas, tornando-se uma epidemia mundial e um fator risco para outras morbidades
relacionadas. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), mais de 650 milhGes de
adultos no mundo tém obesidade (13% da populacdo acima de 18 anos) (WHO, 2020) (Figura
1). A OMS define obesidade como um acumulo excessivo de gordura que pode afetar a saude.
A obesidade € diagnosticada a partir do indice de massa corporal (IMC), obtido pela divisao do
peso pela altura ao quadrado: kg/m?. O sobrepeso é diagnosticado quando o indice de massa
corporal (IMC) alcanca valor igual ou superior a 25 kg/m? enquanto a obesidade é
diagnosticada com valor de IMC igual ou superior a 30 kg/m?. No Brasil, de acordo com o0s
dados do Vigitel 2020 (Pesquisa de Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas
Cronicas por Inquérito Telefonico), a frequéncia de adultos com excesso de peso (IMC >25
kg/m?) nas 27 capitais foi de 57,5%, sendo maior nos homens (58,9%) do que nas mulheres
(56,2%). A frequéncia de adultos com obesidade (IMC >30 kg/m?) nas 27 capitais foi de 21,5%,
sendo semelhante entre mulheres e homens (2).

Além disso, a maior parte da populacdo mundial vive em paises onde o sobrepeso e a
obesidade estdo associados a indices mais altos de mortalidade do que a desnutricdo (3). O
aumento da prevaléncia de obesidade esta associado com aumento da morbimortalidade e risco
aumentado para outras doencas cronicas, como sindrome metabolica (MetS), diabetes mellitus
tipo 2 (DM2), doencas cardiovasculares, dislipidemias, hipertenséo arterial e alguns tipos de
canceres (1,3-5). Isso torna urgente a realizacdo de estudos que visem compreender melhor a
patogénese da obesidade, a fim de que medidas mais eficazes no seu combate sejam

desenvolvidas (6).
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Figura 1. Prevaléncia de individuos com obesidade no mundo. Porcentagem de adultos com obesidade no ano
de 2016. Dados da Organizacdo Mundial de Saude, Global health observatory.

A obesidade é causada pelo acumulo excessivo de gordura no tecido adiposo (TA). Este
tecido responde tanto as mudangas no suprimento de nutrientes quanto a temperatura do
ambiente, podendo ser dividido em dois tipos: tecido adiposo branco (TAB) e tecido adiposo
marrom (TAM). O TAB é o principal 6rgdo de armazenamento de energia, acumulando gordura
em forma de triglicerideos em células especializadas chamadas de adipécitos (7). O TAM ¢é
especializado na oxidacdo de lipideos para dissipar energia em forma de calor, um processo
chamado de termogénese (3,8,9).

Em humanos, o TAB € localizado em diferentes regides, o que determina diferencas
funcionais importantes, particularmente em relacdo a funcéo secretora (10,11). Sendo assim,
existem dois subtipos de TAB. O TAB subcuténeo é encontrado abaixo da pele, sendo as
regides abdominal e glUtea os principais locais de depo6sito desse tipo de gordura. O acimulo
de lipideos no TAB subcutaneo, principalmente no depdsito gluteo-femoral, esta associado com
um melhor perfil metabélico comparado a outros depositos. O TAB visceral é localizado dentro
da cavidade abdominal, ao redor dos principais 6rgdos metabdlicos e digestivos, e tem sido
associado a uma maior incidéncia de complicacdes metabdlicas, incluindo resisténcia a insulina
(R1) e DM2, dislipidemia e doenca cardiovascular (3,10,12).

A obesidade também é considerada uma doenga inflamatdria por secrecéo de citocinas pro-
inflamatdrias no TA, o que € considerado a principal ligacdo entre obesidade e suas
complicacdes. Hotamisligil et al., (13) mostrou pela primeira vez que no TA de camundongos

obesos hé secregdo da citocina pro-inflamatdria fator de necrose tumoral (TNF). O processo



16

inflamatorio é caracterizado por ser uma adaptagdo contra uma infeccdo; entretanto, na
obesidade temos um processo chamado de inflamagdo metabdlica, que consiste na inflamacéo
crénica que desencadeia mudancas na funcdo metabdlica e homeostase do organismo e,
consequentemente, causa a exacerbacdo da doenca.

O TA produz diferentes substancias bioativas, sendo uma delas os mediadores inflamatérios
conhecidos como adipocinas (exclusivo do TA) ou adipocitocinas (ndo exclusivo dos
adipdcitos) (14-16). Na obesidade, citocinas pré-inflamatorias estdo elevadas, promovendo
uma resposta persistente de inflamacéo de baixo grau (17). Leptina e adiponectina sdo duas das
principais adipocitocinas envolvidas nessa via em resposta ao metabolismo energético (Figura
2). Leptina atua como um hormonio que suprime o apetite e a resposta da fome através do
controle do hipotdlamo; enquanto isso, aumenta o gasto energético e tem efeito potencializador
sobre 0 eixo tireoidiano e a atividade simpatica (18). Importante destacar que a diminuicdo da
leptina devido a mutac@o no seu gene ou do seu receptor, pode levar a obesidade. Além disso,
também foi observado que alguns pacientes com obesidade podem apresentar resisténcia a acdo
da leptina (hiperleptinemia) ou deficiéncia relativa de leptina (19-21). A adiponectina age em
tecidos altamente ativos metabolicamente e a sua resposta nesses tecidos aumenta a
sensibilidade a insulina, aumentando a oxidacdo de acidos graxos e a disponibilidade de glicose.
Camundongos com deficiéncia de adiponectina sdo resistentes a insulina (16,22). Em
contrapartida, altos niveis de adiponectina sérica estdo associados a redu¢do no risco de DM2
(23,24).
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Figura 2. Rota de sinalizacdo das adipocitocinas (25).
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A obesidade também esta associada a hipertensdo arterial sisttmica (HAS). Um dos efeitos

da HAS sdo as mudancas na funcéo e estrutura renais que levam a ativacdo do sistema renina-

angiotensina e retencdo de sédio, o que é considerado um fator de risco para doengas

cardiovasculares (26). Em suma, esse perfil inflamatdrio é considerado a principal caracteristica
da obesidade, DM2, MetS e dislipidemias.

Adicionalmente, sabe-se que a obesidade é decorrente da complexa interacdo entre meio

ambiente, suscetibilidade genética e fatores epigenéticos (27-29) (Figura 3). O aumento na sua

prevaléncia pode ser atribuido a diversas mudancas sociais e ambientais, as quais incluem

habitos alimentares inadequados, sedentarismo, fatores emocionais, urbanizacdo e acesso

socioeconbémico a uma dieta saudavel(30). Além disso, estudos em gémeos monozigoticos

demonstraram que 50-70% dos valores de IMC podem ser explicados por fatores genéticos

(31).
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Figura 3. Principais fatores associados ao desenvolvimento da obesidade (12).

1.2. Aspectos genéticos da obesidade

As principais caracteristicas geneticas de interesse da obesidade consistem nas mutacoes
em diversos genes chaves que controlam o apetite e metabolismo. Ainda, a obesidade pode ser
explicada de duas formas: sindrémica (por exemplo: Sindrome de Prader Willi, provocada por
alteracdes no cromossomo 15) (32) e ndo sindrémica (por exemplo: obesidade monogénica e
poligénica) (Figura 4). (33).

A influéncia monogénica é caracterizada por mutacdes em um Unico gene, cuja expressao
ndo é afetada ou é pouco afetada pelo meio. Os casos deste tipo de obesidade sdo considerados
raros e os genes estdo envolvidos na regulacdo do peso corporal, consumo de energia, gasto
energético e adipogénese (33). Dentre os genes afetados estdo os pertencentes ao sistema
leptina-melanocortina hipotalamico, genes da leptina (LEP) e seu receptor (LEPR), da pré-épio-
melanocortina (POMC), da prdé-horménio convertase 1/3 (PC 1/3) e do receptor de
melanocortina tipo 4 (MC4R) (Figura 4).

A maioria dos individuos com obesidade apresentam a obesidade poligénica ou
multifatorial. A susceptibilidade para obesidade poligénica difere de individuo para individuo
e é influenciada por um somatério de variantes genéticas e ambientais. Durante a Gltima década,
estudos de associacdo de varredura do genoma (GWAS) surgiram como uma poderosa
ferramenta para buscar identificar loci associados com doengas poligénicas complexas, como a
obesidade (34). Uma grande metanalise de estudos GWAS em individuos com diferentes graus

de IMC identificou 750 polimorfismos de troca unica de nucleotideo (SNP) associados com
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IMC em aproximadamente 700 mil individuos de populacfes europeias. Porém, estes SNPs
explicaram 6% da variancia genética do IMC (35).

Adicionalmente, o FTO foi o primeiro gene identificado como estando associado com
obesidade (36,37) e, até 0 momento, possui a maior contribuicdo genética para a obesidade nas
populacbes europeias (34). Entretanto, € importante pontuar que as variantes do gene FTO
associadas com obesidade e IMC também foram associadas com estas caracteristicas em
estudos de GWAS em populacdes asiaticas, hispanicas e nativas americanas (38-43). Em suma,
estudar populacdes de diferentes ascendéncias é benéfico para a identificacdo de genes (e suas
vias correspondentes) com potencial para serem alvos na prevencao, diagnostico e terapéutica
da obesidade. No entanto, a funcdo biologica dessas variantes genéticas ndo € bem
compreendida.

Estudos de transcriptdmica que visam a avaliacdo global da expressao génica em pacientes
com obesidade surgem como alternativa para obter mais dados sobre a funcdo bioldgica dos
genes que influenciam a obesidade (44). Estudos recentes demonstraram que perfis de
transcriptoma [genes diferencialmente expressos (GDESs)] de sangue total oferecem dados
validos associados com peso corporal, uma vez que fornecem dados sobre gendmica funcional
da obesidade (45-47). Além disso, Hao et al., (48) analisou dados de transcriptdmica de 549
individuos com obesidade, em 20 tecidos diferentes, obtidos do banco de dados GTEX project.
Eles identificaram GDEs relacionados ao IMC nesses 20 tecidos e mostraram que 6 destes
tecidos (tecido adiposo, es6fago, pancreas, pituitaria, nervoso e pele) estavam fortemente
associados com obesidade. Além disso, 185 genes foram identificados com 42 vias relacionadas
a obesidade a partir de analise de enriquecimento funcional, mostrando que estudos utilizando
banco dados de tecidos animais ou humanos se tornam relevantes na busca de genes
relacionados a obesidade e suas comorbidades. Portanto, futuros estudos que integrem dados
de genética e epigenética podem ser uma melhor abordagem para predizer risco no ganho de

peso e obesidade.



20

Genetics of obesity

T

Monogenic obesity Polygenic obesity
(>173 cases in the word) (113 candidate genes)

ADRB1, ADRB2, ADRB3,

LEP, LEPR, POMC, UCP1, UCP2, UCPS3,
MC4R, MC3R, PPARG, PPARD,
CRHR1-2, GPR24, ACDC, TNF alpha, IL6,
SIM1, PCSK1. AGRP, GHLR, GNB3, etc.

Figura 4. Caracteristicas genéticas da obesidade (33).

1.3. Aspectos epigenéticos da obesidade

As alteracOes epigenéticas correspondem a uma série de modificacdes moleculares no DNA
e na cromatina que ndo modificam a sequéncia de bases do DNA (49,50). Essas alteracfes na
estrutura do DNA séo extremamente dindmicas, sendo coordenadas por mecanismos complexos
que fazem uma interface entre a genética e os fatores ambientais. Além disso, essas
modificacdes na estrutura do DNA sdo constantemente ativadas e desativadas a medida que um
individuo entra em contato com diferentes agentes ambientais durante a vida (51). Assim,
individuos podem sofrer alteracdes epigenéticas em diferentes periodos do desenvolvimento, o
que regulara diversos mecanismos associados da expressdo génica, que, quando desregulados.
podem levar ao desenvolvimento de diversas patologias.

A metilacdo de DNA é uma modificacdo quimica na qual normalmente ocorre a adi¢do de
um grupamento metil (CH3) no carbono 5 de citosinas pertencentes ao dinucleotideo CpG (52).
Existem regiGes no DNA que séo ricas em dinucletideos CpG, chamadas de ilhas CpG, as quais
sdo definidas por uma densidade maior que 70% em uma regido de 300 a 3000 pb (30). A
maioria das regides promotoras dos genes possuem ilhas CpG (50). Assim, as citosinas dos
dinucleotideos CpGs das regides reguladoras, quando metiladas, regulam negativamente a
expressao génica, uma vez que a metilacdo impede que os fatores de transcri¢ao se liguem aos
seus sitios de ligacdo ou que reguladores especificos se liguem de maneira especifica ao DNA
metilado. Dessa forma, as ilhas CpG estdo associadas com o controle da expressdo génica,

exibindo padrdes de metilacdo tecido-especifico (50).
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Como ja mencionado, a obesidade é uma doenga complexa resultante da interacdo entre
fatores ambientais, genéticos e epigenéticos (53-55). Dessa forma, a combinagéo dos gendétipos
e epigendtipos podera ajudar a revelar associacdes entre a dieta e a suscetibilidade a obesidade
e outras comorbidades relacionadas (27,55). Em suma, nos dltimos anos, muitos genes
envolvidos na regulagdo das principais vias metabolicas da obesidade e do DM2 foram descritos
como sendo afetados pela regulagdo epigenética (55). Inclusive, analises in silico como analise
de bioinformatica integrativa de arrays, utilizando biologia de sistemas a partir de bancos de
dados puablicos surgiram como uma abordagem promissora para identificar e classificar GDEs
e genes diferencialmente metilados (GDMs) (56-58) . Logo, uma andlise integrativa usando
conjuntos de dados de expresséo génica e metilacdo de DNA de pacientes com obesidade,
documentados em estudos anteriores, também podera facilitar a identificacdo de novas e

potenciais vias patoldgicas moleculares relacionadas a esta doenca.

1.4. Modelos animais de obesidade

Embora a origem genética desempenhe um papel fundamental no estabelecimento da
obesidade, caracteristicas do estilo de vida, como inatividade fisica e padr@es alimentares, sdo
atualmente considerados fatores importantes por tras do aumento exponencial de doengas
metabdlicas relacionadas a obesidade (59-61). Nesse sentido, modelos animais de obesidade
induzidos por dieta (DIO) tém ganhado cada vez mais relevancia, pois mimetizam o processo
de desenvolvimento da obesidade em humanos com maior acuracia, comparado a modelos
apenas genéticos. Nas Ultimas duas décadas, pesquisas com roedores, especialmente
camundongos, despontaram em estudos sobre a obesidade e DM2 (60,62). Por exemplo,
estudos com roedores levaram a descoberta das acdes centrais do balanco energético de leptina
e grelina (63,64). Sua popularidade alcancou aproximadamente 60% dos estudos em animais
conduzidos na espécie Mus musculus, ja que a fisiologia desses roedores é mais proxima dos
humanos quando comparado a ndo mamiferos (62). Seu pequeno tamanho, alta fecundidade e
ciclo de vida curto, juntamente com a relativa facilidade de editar seu genoma também explicam
sua popularidade, principalmente, comparados ao uso de animais de grande porte (62).

Nos altimos anos, Dietas com Muita-Gordura e/ou Muito-Agucar (DMG e/ou DMA)
tornaram-se as dietas preferidas para induzir a obesidade e suas comorbidades, como MetS e
Rl (62). Todavia, sua principal desvantagem € de que o0s humanos ndo consomem
consistentemente a mesma comida ultraprocessada com altos teores de agucar e gordura como

encontrados nessas dietas em formato de pellets usadas em modelos animais (65).
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Adicionalmente, as dietas DMG/DMA geralmente contém niveis mais altos de gordura do que
os humanos normalmente consomem (>45% de energia/calorias -% kcal- de gordura em
modelos animais versus ~30/35% em humanos) (66,67). Em uma recente revisdo, Leigh et al.,
(68) demonstraram que alimentos palataveis podem aumentar o consumo da dieta, pois sdo
ofertados em formato in natura e estimulam a regido sensorial do cérebro que estd envolvido
na regulacdo do consumo alimentar. Essa hipotese foi levantada uma vez que DMG/DMA
quando ofertadas por muito tempo levaram a uma diminuicdo no consumo (hipofagia) em ratos
(65). Assim, outros tipos de dietas surgiram para simular o padrdo alimentar do ser humano
atualmente envolvido na epidemia de obesidade.

A dieta de cafeteria (CAF) foi usada pela primeira vez na década de 1970 em estudos com
obesidade, mas tornou-se popular na ultima década (65,69). Nesse tipo de dieta sdo ofertados
alimentos ultraprocessados ndo saudaveis, mas palataveis, como bacon, cookies e salsicha em
formato in natura. Esses alimentos sdo encontrados com facilidade em mercados, por isso séo
chamados de “junk foods”, “supermarket diet” e, por se aproximarem mais de uma dieta de
consumo ocidental, sd0 chamados também de “western diet”. E importante destacar que esse
tipo de dieta se caracteriza por emitir sinais sensoriais como cheiro e sabor que promovem o
alto consumo em roedores (65).

Estudos com dieta CAF mostraram que esta dieta induz ndo s6 o aumento do peso corporal,
mas também obesidade, MetS, sintomas diabéticos graves, inflamacdo do figado e outras
desregulacGes metabdlicas (70). De fato, outros estudos observaram que o desenvolvimento
desses desfechos metabdlicos € mais eficientemente induzido por dieta CAF comparado a
DMG/DMA (71,72). Em suma, modelos animais com dieta CAF s&o considerados bons
modelos obesogénicos (65) e podem também ser usados para buscar o entendimento de
adaptacdo molecular identificando genes que sdo sensiveis a desregulacdo por esse tipo de dieta
(73).

Como mencionado anteriormente, as vias de a¢ao das adipocitocinas sdo bastante relevantes
para obesidade, uma vez que muitos estudos observaram que a regulacéo dessa via prejudica a
comunicacdo 0rgdo-orgdo, contribuindo para disturbios metabdlicos na obesidade (74);
entretanto, os resultados sdo inconclusivos em resposta ao efeito da dieta CAF sobre 0s genes

relacionados a essa via e precisam ser mais bem compreendidos.
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2. JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS

2.1 Justificativa

Recentemente, alguns estudos tém sugerido que fatores epigenéticos também tém um
papel importante no desenvolvimento da obesidade, uma vez que regulam a expressdo génica
em resposta a diferentes estimulos ambientais, sem modificar a sequéncia de bases do DNA. A
metilacdo do DNA é uma das principais alteracdes epigenéticas, regulando negativamente a
expressdo génica em resposta a fatores ambientais. Alguns estudos relataram niveis de
metilacdo alterados nas regides regulatdrias de alguns genes em individuos com obesidade ou
em modelos murinos; entretanto, os resultados sdo ainda inconclusivos. Estudos como analise
integrativa por bioinformética também surgiram como uma abordagem de anélise a partir de
banco de dados publicos de expressao génica e metilacdo do DNA; entretanto, poucos estudos
foram realizados em pacientes com obesidade. Dessa forma, a realizagdo desses estudos no
contexto da obesidade podera contribuir para uma melhor compreensdo da patogénese dessa
doenca. Além disso, estes estudos também podem levar a descoberta de biomarcadores
epigenéticos para identificacdo de individuos em risco para obesidade ou que respondem
melhor a uma determinada dieta, bem como o desenvolvimento de estratégias terapéuticas
baseadas em agentes nutricionais ou farmacoldgicos que possam modificar a metilacdo de genes
relacionados a obesidade.

Além dos fatores genéticos e epigenéticos, fatores ambientais também contribuem de forma
importante para a obesidade. Diversas mudangas sociais e ambientais influenciam no risco para
obesidade, todavia o principal componente na epidemia da obesidade é a mudanca no padrao
da dieta. Especialmente, o aumento do consumo de alimentos palataveis ricos em acucar,
alimentos industrializados e os chamados “junk foods™ mais caracteristicos da alimentagdo dos
paises ocidentais. Estudos mostraram que a dieta CAF mimetiza os padrGes de consumo
moderno de alimentacdo e é conhecida por induzir obesidade, inflamacdo, MetS e DM2 em
modelos animais. Além disso, é considerado um modelo robusto para estudar os efeitos da
obesidade em modelos animais quando comparados a outros tipos de dietas obesogénicas. No
entanto, poucos estudos estudaram os efeitos da CAF em mecanismos relacionados a obesidade
e caracteristicas metabolicas associadas. Estes estudos empregaram diferentes conteudos
nutricionais para a dieta CAF, sendo um desafio padronizar os componentes desta dieta. Sendo

assim, novos estudos de modelos animais de obesidade e RI induzida por uma dieta obesogénica
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(neste caso a CAF) contribuirdo para uma melhor compreensdo de seus mecanismos

patogénicos.

2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivos gerais

- Identificar perfis globais alterados de metilacdo de DNA e expressdo génica associados a
obesidade através de uma abordagem de bioinformatica integrativa de dados publicos de

pacientes com e sem obesidade.

- Avaliar o efeito da exposicao a dieta CAF em pardmetros antropométricos, glicémicos e
de Rl em camundongos C57BL/6, bem como o efeito desta dieta na expressao de genes da

rota da adipocitocinas no TAB visceral destes animais.

2.2.2 Objetivos especificos:

1) Identificar genes diferencialmente expressos (GDES) e diferencialmente metilados (GDMs)
no TAB subcutaneo de individuos com e sem obesidade a partir de analise de bioinformatica
de dados obtidos no banco de publicos GEO.

2) Selecionar os genes presente em ambos os conjuntos, GDEs e GDMs, para identificar aqueles
GDEs regulados por metilacdo (MeGDES).

3) Realizar uma rede de interacdo proteina-proteina (IPP), identificar genes hub-bottleneck e
realizar analises de enriquecimento funcional com base em termos de Gene Ontology e KEGG
Pathways.

4) Investigar o efeito da exposi¢do de camundongos C57BL/6 a dieta de CAF (hipercaldrica)
sobre parametros antropométricos, glicémicos, RI e esteatose hepatica.

5) Avaliar o efeito da exposi¢do de camundongos C57BL/6 a dieta CAF sobre a expressao de
genes relacionados a via de sinalizagédo das adipocitocinas no TAB visceral em comparacao a
camundongos expostos a dieta controle.

6) Avaliar a correlagdo entre o perfil de expressdo génica na via de sinalizagdo das

adipocitocinas no TAB visceral com caracteristicas clinicas relacionadas a obesidade.
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Os resultados dos objetivos especificos 1 a 3 sdo apresentados no capitulo 1 dessa tese
(“Integrated bioinformatics approach reveals methylation-regulated differentially expressed
genes in obesity”— submetido para publicacdo na revista Archives of endocrinolgy and

metabolism).

Os resultados dos objetivos especificos 4 a 6 sdo apresentados no capitulo 2 dessa tese
(“Western style-based cafeteria diet induces alterations in metabolic profile and

adipocytokines signaling pathways gene expression in C57BL/6 mice”).
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6. CONCLUSOES

Através de dados de expressdo génica e metilacdo obtidos do banco publico GEO, foi
realizada uma sobreposi¢do de GDEs e GDMs por analise in silico. Esta anélise possibilitou
identificar 54 MeGDEs, sendo que 25 genes apresentaram padrdo hipermetilado-expressao
reduzida e 29 apresentaram padrao hipometilado-expressao aumentada no TAB subcutaneo
de individuos com obesidade.

Na nossa andlise de enriquecimento funcional observamos que os 54 MeGDEs estdo
envolvidos na regulacdo da producdo do fator de crescimento de fibroblastos, na funcédo
molecular do &cido araquidbnico e na atividade da ubiquitina-proteina transferase, a qual
estdo relacionados com inflamagdo, metabolismo da glicose e RI. Os nossos resultados da
rede de interacdo entre esses MeGDEs mostraram 3 genes hub-bottleneck (PTGS2, TNFAIP3
e FBXL20), sendo PTGS2 e TNFAIP3 hipometilados-expressdo aumentada e FBXL20
hipermetilado-expresséo reduzida. Além disso, esses 3 genes participam de vias associadas
a patogénese da obesidade, como TNF, NF-kappa B (NF-«xB), I1L-17, ubiquitina-proteina
transferase, Wnt e lip6lise. Também realizamos uma comparagdo dos nossos resultados com
0 banco de dados DisGeNET, observando que um total de 11 MeGDEs identificados no nosso
estudo ja haviam sido descritos como estando associados com obesidade. Em suma, nosso
resultado sugere que novos MeGDEs podem ter um papel importante na obesidade,
permitindo uma andlise funcional desses genes.

No estudo experimental, a dieta CAF foi padronizada e ofertada aos camundongos
C57BL/6, a qual levou ao desenvolvimento eficiente da obesidade nesses animais. Apds as
16 semanas de protocolo, observamos que o grupo dieta CAF ganhou mais peso comparados
aos controles e apresentou desordens metabdlicas associadas a indugdo da obesidade, como
hiperglicemia, hiperinsulinemia, RI, hiperleptinemia, hiperadiponectinemia e esteatose
hepéatica. Também mostramos que CAF induz a desregulagdo de alguns genes relacionados
a via das adipocitocinas, como Tnf, Lep, Adipog, AdipoR1, Ppargcle, Cptla e Insl no TAB
visceral desses animais. Tais resultados poderdo levar ao estudo de outros modelos animais
com dieta CAF e a compreenséo dos efeitos moleculares da via das adipocitocinas na busca

de novas estratégias terapéuticas da obesidade.
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