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RESUMO

A obesidade ¢ um problema de satide mundial que vem crescendo ao longo dos anos,
possuindo etiologia multifatorial, ¢ associada a diversas comorbidades e esta relacionada a um
processo inflamatoério cronico. Estudos demonstram que a inflamagdo gera um aumento de
espécies reativas de oxigénio em individuos com obesidade. Assim, os estados de inflamagao e
estresse oxidativo podem contribuir para danos no DNA e instabilidade genomica, o que
corrobora com a correlagdo entre obesidade e diferentes tipos de cancer. Existem diferentes
abordagens terapéuticas para promover a perda de peso, mas a cirurgia bariatrica ¢ a
metodologia que demonstra maior eficacia na redugdo de peso e melhora metabolica em
individuos com obesidade. Sendo assim, o objetivo deste estudo ¢ avaliar o dano de DNA,
alteragdes celulares e proteina quimiotatica de mondcitos 1 (MCP-1) em individuos
encaminhados para cirurgia bariatrica e comparar com individuos saudaveis. Este ¢ um estudo
transversal. Foram coletadas amostras de sangue periférico de 36 individuos encaminhados para
cirurgia bariatrica (grupo caso) e 38 individuos saudaveis (grupo controle). O presente estudo
avaliou a instabilidade gendmica pelo teste do cometa e pelo teste do citoma de micronticleo
com bloqueio da citocinese celular (CBMN), que permite a analise de frequéncias de
microntcleos (MN), pontes nucleoplasmaticas (NPB), buds nucleares (NBUD), células
apoptoticas, células necroticas e estimativa do indice mitdtico (IDN). O estado inflamatorio
também foi avaliado através da concentracao sérica da proteina MCP-1. As mulheres foram
predominantes nos dois grupos, com 80,6% no grupo caso e 84,2% no grupo controle, a média
de idade foi de 43,7 + 9,3 anos no grupo caso e 40,6 = 10,0 no grupo controle. No grupo caso,
97,2% dos individuos apresentavam alguma comorbidade sendo que 75,0% tinham hipertensao,
63,9% diabetes mellitus tipo 2, 41,7% dislipidemia 36,1% apneia do sono, 30,6% dor nas
articulacdoes e 19,4% esteatose hepatica. As concentragdes séricas de MCP-1 estavam
aumentadas no grupo caso, quando comparado ao controle (p<0,001) e no grupo caso houve
aumento na MCP-1 em individuos que aumentaram o peso no ultimo ano, quando comparados
aqueles que perderam peso (p=0,001) ou permaneceram estaveis (p=0,005). Pelo ensaio
cometa, observou-se que o dano total ao DNA foi aumentado nos individuos do grupo caso,
quando comparado ao controle (»p<0,001). Quanto ao CBMN, houve um aumento de MN
(p=0,007), NPNP (p=0,001), NBUD (p<0,001) e células necroticas (p=0,028), no grupo caso,
enquanto o IDN estava aumentado (p<0,001), no grupo controle. O processo inflamatorio que
ocorre na obesidade, aumenta os macréfagos no tecido adiposo, aumentando a concentragao
sérica de MCP-1. O processo inflamatdrio exacerbado na obesidade contribui para gerar lesdes
de DNA antes e apos o mecanismo de reparo, o que aumenta o risco do desenvolvimento de
cancer nos individuos com obesidade.

Palavras-chave: Obesidade; Dano de DNA; Alteracoes nucleares; Inflamacao.



ABSTRACT

Obesity is a worldwide health problem that has been growing over the years, having a
multifactorial etiology, being associated with several comorbidities. It is related to a chronic
inflammatory process and studies showed an increase in reactive oxygen species in obese
individuals. Thus, the states of inflammation and oxidative stress may contribute to mechanisms
associated with tumor development and maintenance, contributing to genomic instability,
which corroborates with studies that showed a correlation between obesity and different types
of cancer. There are different therapeutic approaches to promote weight loss, with bariatric
surgery being the methodology that demonstrates greater effectiveness in weight reduction and
metabolic improvement in individuals with comorbid obesity. Thus, the aim of this study was
to assess DNA damage, cellular alterations and Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1)
in individuals referred for bariatric surgery and to compare with healthy control subjects. This
is a cross-sectional study. Peripheral blood samples were collected from 36 individuals referred
for bariatric surgery (case group) and 38 eutrophics (control group). The present study evaluated
the genomic instability by comet assay and Cytokinesis-block Micronucleus (CBMN) cytome
assay, that allows the analysis of micronuclei frequencies (MN), nucleoplasmic bridges (NPB),
nuclear buds (NBUD), apoptotic cells, necrotic cells and estimate mitotic index (IDN). The
inflammatory state was also evaluated through MCP-1 serum concentration. Females were
predominant in both groups, with 80.6% in the case group and 84.2% in the control group, the
media of age was 43.7+9.3 years in the case group and 40.6+10.0 in the control group. In the
case group 97.2% of individuals had some comorbidity, and 75.0% had hypertension, 63.9%
type 2 diabetes mellitus, 41.7% dyslipidemia 36.1% sleep apnea, 30.6% joint pain and 19.4%
steatosis. The serum concentration of MCP-1 was increased in the case group, when compared
to the control (P<0.001) and in the case group there was an increase in MCP-1 in individuals
who had increased weight in the last year when compared to those who lost weight (P=0.001)
or remained stable (P=0.005). From the comet assay, it was observed that the total DNA damage
was increased in the individuals of the case group, when compared to the control (P<0.001). As
for CBMN, there was an increase in MN (P=0.007), NPNP (P=0.001), NBUD (P<0.001) and
necrotic cells (P=0.028), while the IDN was decreased in case group (P<0,001). The
inflammatory process that occurs in obesity, increases macrophages in adipose tissue,
increasing the serum concentration of MCP-1. The inflammatory process exacerbated in obesity
contributes to the generation of DNA damage before and after the repair mechanism, which
increases the risk of cancer development in individuals with obesity.

Keywords: Obesity; DNA damage; Nuclear alteration; Inflammation.
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1 INTRODUCAO

A obesidade abrange etiologia multifatorial envolvendo fatores ambientais,
socioecondmicos, psicossociais, genéticos, metabodlicos e neuroldgicos. Em 2016 foi estimado
que a prevaléncia mundial de sobrepeso em adultos era de 36%, enquanto para obesidade era
15%, sendo considerada um problema de saude mundial (WHO, 2018). Diversas comorbidades
estdo associadas a obesidade, tais como hipertensdao, diabetes mellitus tipo 2 (DM2),
dislipidemia, osteoartrite, apneia obstrutiva do sono (SAOS), esteatose hepatica ndo alcoodlica
e cancer. Dentre as opg¢des de tratamento, a cirurgia baridtrica promove uma perda de peso
acentuada, reduzindo as complicagdes associadas ao excesso de peso (ABESO, 2016).

Uma inflamacao cronica e de baixo grau estd associada a obesidade, no qual o tecido
adiposo hipertrofiado apresenta macrofagos ativados pela via classica (M1). Sendo assim, o
tecido adiposo de individuos com obesidade apresenta caracteristica pro-inflamatoria, que tem
como caracteristica macréfagos que secretam citocinas pro-inflamatorias como o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), as interleucinas 6 ¢ 1 (IL-6 e IL-1) e a proteina quimiotatica de
monocitos 1 (MCP-1) (LACKEY; OLEFSKY, 2016; REILLY; SALTIEL, 2017). A inflamagao
colabora com o desenvolvimento de comorbidades como a resisténcia a agao da insulina e o
aumento da concentragdo de acidos graxos. Além disto, a inflamacdo aumenta a formacao de
espécies reativas de oxigénio (EROs) levando a um status de estresse oxidativo (MANNA;
JAIN, 2015).

A inflamacgdo e EROs podem gerar modificagdes na estrutura do DNA, gerando lesdes
como perda de bases e quebras de fita de DNA. As lesdes no DNA podem resultar em mudancas
na sequéncia de nucleotideos até ganho, rearranjo ou perda cromossdmica, podendo prejudicar
a transcricao e replicacdo do DNA. Lesdes ao DNA podem levar a morte celular, e quando nao
reparadas, podem resultar em mutagdes permanentes. Sendo assim, a inflamagdo e o estresse
oxidativo podem gerar uma instabilidade gendmica nestes individuos, podendo levar ao
desenvolvimento de cancer (DESAULNIERS et al., 2015; MARTA; MICHAL; GRAZYNA,
2019).

Neste contexto, a avaliacdo da inflamacao e dano de DNA antes e apds o mecanismo
de reparo, assim como a correlacdo entre dano de DNA e inflamagdao, podem auxiliar no

conhecimento sobre a obesidade e sua respectiva associagdo com o cancer. Posto isto, o objetivo
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deste estudo foi avaliar comparativamente as alteragdes nucleares, a mutagenicidade e a

genotoxicidade, bem como, as concentragdes séricas de MCP-1 em individuos com obesidade.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o dano de DNA, alteracdes nucleares e as concentragdes séricas da proteina

quimiotatica de monoécitos 1 (MCP-1) em sangue periférico de individuos encaminhados para

cirurgia bariatrica no Hospital Universitario Polydoro Ernani de Sao Thiago, em Florianopolis

nos anos de 2018 € 2019.

1.1.2 Objetivos Especificos

a)

b)

d)

Determinar as concentragoes séricas de MCP-1 em individuos encaminhados
para cirurgia bariatrica no Hospital Universitario Polydoro Ernani de Sao
Thiago (casos) e comparar com individuos saudaveis (controles);

Determinar os indices de quebras de fita simples, quebras de fita dupla e de
alteracdes estruturais sensiveis ao pH alcalino das fitas de DNA, obtidos a
partir do ensaio cometa e comparar entre os grupos;

Determinar as frequéncias de micronucleos, pontes nucleoplasmaticas, brotos
(buds) nucleares, células apoptoticas, células necroticas e o indice de divisao
nuclear, obtidas a partir da técnica de micronucleos com o bloqueio da
citocinese celular e comparar entre os grupos;

Analisar a correlagdo entre os resultados das técnicas realizadas e os fatores

clinicos obtidos a partir de questiondrio e consulta de prontuarios.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

Para realizacdo da revisao bibliografica foram utilizadas as bases de dados online
PubMed e Scielo, além de livros e periédicos. Os assuntos pesquisados foram obesidade,

inflamacao, dano de DNA e instabilidade genomica.

2.1 OBESIDADE

Segundo a organizagdo mundial da saude, obesidade e sobrepeso sao definidos como
um acumulo anormal ou excessivo de gordura corporal, que consiste no acimulo de triaglicerois
no tecido adiposo (WHO, 2018). A etiologia da obesidade ¢ de caracteristica multifatorial,
envolvendo fatores socioecondmicos, ambientais, genéticos, neuroldgicos e psicossociais,
tendo como premissa basica um desbalanco entre o consumo e o gasto energético
(BHUPATHIRAJU; HU, 2016; GONZALEZ-MUNIESA et. al., 2017). O consumo e o gasto
energético sdao regulados pelo sistema enddcrino e neurolégico (MORTON; MEEK;
SCHWARTZ, 2014) podendo sofrer alteracdes ambientais dependendo da qualidade da dieta,
nivel de atividade fisica, microbiota intestinal, desreguladores enddcrinos, medicamentos e
efeitos epigenéticos (MCALLISTER et al., 2009).

A obesidade estd associada com o desenvolvimento de comorbidades como
hipertensao, infarto agudo do miocérdio, DM2, dislipidemia, esteatose hepatica ndo alcodlica,
osteoartrite, SAOS, doenca de Alzheimer, depressio (GONZALEZ-MUNIESA et al., 2017;
WHO, 2018). Também esta associada a alguns tipos de céncer, como o de célon, mama,
endométrio, vesicula biliar renal, estdbmago, pancreas e figado (CALLE; KAAKS, 2004). Estas
complicacdes diminuem a qualidade e a expectativa de vida. Estudos demonstraram que
individuos com obesidade tém maior risco de morte precoce quando comparados a individuos
com indice de massa corporal (IMC) entre 18 kg/m? e 24,9 kg/m? (CORNIER et al., 2011).

A classificacao de obesidade e sobrepeso se da a partir do IMC, um célculo matematico
no qual o peso do individuo (em kg) ¢ multiplicado por sua altura (m?), sendo que adultos com
IMC maior ou igual a 25 kg/m? sdo caracterizados com sobrepeso e acima de 30 kg/m? com
obesidade (WHO, 2018). A obesidade pode ser classificada em trés graus, sendo grau I (IMC
de 30 a 34,9 kg/m?), grau II (IMC de 35 a 39,9 kg/m?) e grau III (IMC > 40 kg/m?) (ABESO,
2016).
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2.1.1 Prevaléncia da obesidade

A prevaléncia mundial de obesidade triplicou entre os anos de 1975 e 2016, ano em
que foi estimado que mais de 39% dos adultos estavam com sobrepeso e 13% com obesidade.
Quanto ao sexo, 39% dos homens e 40% mulheres tinham sobrepeso e 11% dos homens e 15%
das mulheres tinham obesidade (WHO, 2018).

Segundo a pesquisa da Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas
Cronicas por Inquérito Telefonico (VIGITEL), realizada em 2018, 55,7% dos adultos no Brasil
apresentavam sobrepeso, enquanto 19,8% tinham obesidade. Os homens apresentavam mais
sobrepeso (57,8%) do que as mulheres (53,9%), entretanto, as mulheres apresentavam mais
obesidade (20,7%), quando comparado aos homens (18,7%) (VIGITEL, 2019).

A capital brasileira com menor prevaléncia de sobrepeso e obesidade ¢ Sao Luis com
47,2% da populagdo com sobrepeso e 15,7% com obesidade. Enquanto Cuiab4 foi a capital com
maior prevaléncia de sobrepeso (60,7% da populagdo) e obesidade (23%). Em Florianopolis,

52,1% da populacdo tem sobrepeso e 17,4% tem obesidade (VIGITEL, 2019).

2.1.2 Tratamentos

Existem diferentes abordagens terapéuticas para promover a perda de peso, tais como,
reeducagdo alimentar, dietas hipocaldricas, atividade fisica, farmacoterapia e métodos
cirargicos. A cirurgia bariatrica ¢ o método que se demonstra mais eficaz na reducdo de peso e
melhora metabolica, incluindo seu papel na reversio da progressio de DM2
(URDAMPILLETA et al., 2012).

Apesar do beneficio, a cirurgia apresenta riscos de complicagdes durante e poOs-
operatdrias, como por exemplo, desnutricdo proteica, deficiéncia de vitaminas, doencas
osteometabolicas, entre outras. Sendo assim, a realizacdo deste método ¢ indicado apenas para
adultos com idade entre 18 e 65 anos, IMC maior que 40 kg/m? ou 35 kg/m? que apresentem
uma ou mais comorbidades graves e nao tenham conseguido perder peso através de dietoterapia,
psicoterapia, tratamento farmacologico e atividade fisica nos Ultimos dois anos (ABESO,

2016).
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2.2 OBESIDADE E INFLAMACAO

Em 1993, Hotamisligil e colaboradores identificaram uma alta expressao génica do
fator de necrose tumoral alfa (Tumour Necrosis Factor alfa - TNF-a) no tecido adiposo de
roedores modelos de obesidade. Os animais que tinham receptores de TNF-a bloqueados
apresentavam maior captacao periférica de glicose em resposta a insulina, demonstrando que o
TNF-0, ndo so estaria aumentado nos casos de obesidade, promovendo uma resposta pro-
inflamatéria no tecido adiposo, mas também estaria envolvido com a resisténcia a insulina,
podendo levar ao desenvolvimento de DM2 (HOTAMISLIGIL.; SHARGIL; SPIEGELMAN,
1993).

Posteriormente, foi identificado o aumento da expressdo de TNF-a no tecido adiposo
de humanos e sua associagdo com a resisténcia a acao da insulina (HOTAMISLIGIL;
SHARGIL; SPIEGELMAN, 1993; KERN et al., 1995). Atualmente sabe-se que a obesidade
esta envolvida com um processo inflamatorio cronico, contribuindo para sua manutengdo e o
desenvolvimento de comorbidades.

O tecido adiposo ¢ permeado por células do sistema imunoldgico, que sdo responsaveis
pela manutencao da integridade e sensibilidade hormonal dos adipdcitos. Em animais saudaveis
este ambiente opera em um estado anti-inflamatorio (REILLY; SALTIEL, 2017). Os
macrofagos em ambientes anti-inflamatorios sdo ativados por via alternativa (M2) através da
IL-33 que ird induzir as células inatas do grupo 2 (ILC2). As células ILC2 por sua vez, irdo
produzir IL-5 e IL-13 atraindo eosinéfilos que irdo secretar IL-4 e manter o fendtipo M2,
produzindo IL-10. A producdo de IL-10 ira preservar a sensibilidade a acdo da insulina e
suprimir os sinais de lipolise, mantendo um ambiente anti-inflamatorio e a flexibilidade
metabolica dos adipocitos (FUJISAKA et al., 2009; LACKEY; OLEFSKY, 2016).

Em contrapartida, durante o estado de obesidade, os adipdcitos possuem caracteristica
pré-inflamatéria, que ocorre em resposta a sinalizacao de TNF e &cidos graxos livres, que irdo
secretar quimiocinas como MCP-1 e recrutar monocitos da circulagdo para o tecido. Os
macrofagos serdo diferenciados por via classica (M1), que possui caracteristicas pro-
inflamatorias, secretando TNF e IL-18, que irdo colaborar com a manutengao do ambiente pro-
inflamatério e a resisténcia a acdo da insulina (LACKEY; OLEFSKY, 2016; REILLY;
SALTIEL, 2017).

Outro fator que pode contribuir para o recrutamento de macrofagos e a inflamacao do
tecido adiposo ¢ a proteina amiloide sérica A (SAA). A SAA ¢ uma proteina de fase aguda,

produzida majoritariamente pelo figado, porém estudos ja demonstraram ser produzida e

liberada também pelos adipdcitos (FILIPPIN-MONTEIRO et al., 2012; POITOU et al., 2009).
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Esta proteina est4 associada a hipertrofia dos adipécitos que favorece a secregdo de MCP-1 e
aumenta a secrecdo de citocinas pro-inflamatorias como IL-6 e IL-18. Além disto, sugere-se
que a SAA induz TNF-a a estimular a lipdlise e inibir a lipogénese, resultando no aumento da
concentragdo de 4cidos graxos livres (DI CESARE et al., 2016; PORTER STARR et al., 2019;
SJOHOLM et al., 2009).

Estudos demonstraram que a expressao génica de MCP-1 estaria aumentada no tecido
adiposo de individuos com obesidade, sendo a expressao da proteina MCP-1 maior no tecido
adiposo visceral quando comparado ao tecido adiposo subcutaneo em pacientes com obesidade
(HARMAN-BOEHM et al., 2007). A concentragdo sérica de MCP-1 também se apresentou
aumentada nos grupos com obesidade, quando comparados aos grupos controle em adultos
(CATALAN et al., 2007; KIM et al., 2006) e criangas (MATIA-GARCIA et al., 2018), com
uma correlacdo positiva entre as concentragdes de MCP-1 e IMC (KIM et al., 2006).

2.3 INSTABILIDADE GENOMICA

Causas endogenas e exdgenas podem gerar modificacdes na estrutura do DNA.
Estima-se que cada célula humana estd sujeita a aproximadamente 70.000 lesdes por dia
(LINDAHL; BARNES, 2000), sendo que as quebras de fita simples de DNA (single-strand
DNA — ssDNA) correspondem a 75% das lesdes. Quebras de ssDNA podem ser convertidas em
quebras de fita dupla de DNA (Double-Strand Breaks — DSBs), que acarretam danos mais
graves, porém, menos frequentes. Estes danos podem ser resultado de danos oxidativos
recorrentes do metabolismo, hidrdlise celular e o processo inflamatério (KUMARI et al., 2008;
LINDAHL; BARNES, 2000; TUBBS; NUSSENZWEIG, 2017). Outras alteracdes na estrutura
do DNA sdo: oxidagdo ou alcalinagdo das bases de DNA, ligacdes covalentes entre bases de
DNA (crosslinks DNA-DNA) ou proteinas (crosslinks DNA-proteina) (FRIEDBERG, 2008).

O sistema de reparo de DNA, reverte os danos antes que ocorram mutagdes
permanentes no genoma. Os mecanismos de acdo de reparo das quebras de ssDNA envolvem
o reparo de bases modificadas a partir da excisdo de bases (Base Excision Repair — BER), a
detecgdo e reparo de bases incorporadas incorretamente durante a replicacao (Missmach Repair
— MMR) e o reparo por excisdo de nucleotideo (Nucleotide Excision Repair — NER) (TUBBS;
NUSSENZWEIG, 2017). Para o reparo por BER e NER, ¢ feita a remocao da lesdao e a
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sequéncia ¢ restaurada por uma enzima DNA polimerase, que utilizara a fita ndo danificada
como molde (AZQUETA et al., 2019).

O reparo de DBSs, ¢ feito a partir da recombinagdo homologa (Homologous
Recombination — HR), que ocorre nas fases S/G2 do ciclo celular, no qual as regides afetadas
sdo trocadas por regides equivalentes quando hé a disponibilidade de uma das cromatides irmas.
Enquanto o mecanismo de junc¢do final nao homdloga (Non-homologous End-joining — NHEJ)
religa as extremidades da fita, sem o uso de um modelo, podendo levar a inser¢des ou exclusoes
no ponto de fusdo, sendo menos fidedigno que o reparo mediado por HR (AZQUETA et al.,
2019; TUBBS; NUSSENZWEIG, 2017).

No caso de lesdes irreparaveis, o mecanismo de acdo ¢ a morte celular. Se nao
reparadas, estas lesdes podem induzir mutacdes, que ocorrerem em genes envolvidos no
controle de reparo e/ou replicagdo de DNA, ciclo celular, divisao cromossdmica e apoptose,

podendo levar ao desenvolvimento de cancer e outras doengas (DESAULNIERS et al., 2015).

2.3.1 Marcadores de instabilidade genomica
2.3.1.1 Ensaio cometa

O ensaio cometa ¢ um biomarcador que quantifica lesdes ao DNA passiveis de reparo
decorrentes ssDNA, DBSs, crosslinks DNA-DNA, crosslinks DNA-proteinas e formagao de
sitios alcali-labeis (BURLINSON et al.,, 2007), sendo um método altamente sensivel,
detectando baixas frequéncias de dano de DNA (GUNASEKARANA; RAJ; CHAND, 2015).

Esta técnica ¢ baseada em uma eletroforese de célula tnica, na qual o DNA danificado
irda migrar para o anodo ap0s corrida eletroforética. Previamente a eletroforese, as células com
agarose sao dispostas sobre uma lamina, que entrara em contato com uma solugao de lise para
remover membranas € histonas (AZQUETA et al., 2019). Depois a ldmina ¢ imersa em uma
solucdo alcalina, a fim de reverter os sitios alcali-labeis em quebras. Assim, as quebras de DNA
irdo migrar para o anodo da eletroforese. A intensidade do dano ao DNA ¢ classificada em 4
classes, sendo 0 auséncia de dano, 1 as células com dano minimo, 2 as células com danos
médios, 3 as células com danos intensos e 4 as células com danos méaximos (Figura 1) (OLIVE;

BANATH, 2006).
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Figura 1 — Classes de dano observadas no ensaio cometa.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: A figura demonstra as classes de dano de DNA, apds a corrida de eletroforese em célula tinica
e coloragdo com prata. Foto de microscopia eletrénica no aumento de 200x. a: dano 0 (sem danos); b:
dano 1 (dano minimo); c: dano 2 (dano médio); d: dano 3 (dano intenso); e: dano 4 (dano maximo).

2.3.1.2 Microntucleos com bloqueio da citocinese celular (Cytome - CBMN)

Outro biomarcador para instabilidade gendmica ¢ a técnica de CBMN que foi
descrita por Fenech e Morley em 1986 . O CBMN em linfocitos de sangue periférico, permite
avaliar os danos de DNA que permaneceram apds os mecanismos de reparo. Com o CBMN ¢
possivel identificar a presenca de micronucleos (MN) derivados de quebras ou perdas
cromossOmicas; pontes nucleoplasmaticas (NPNPs), provenientes do reparo incorreto de
quebras de DNA ou fusdes de por¢des finais dos teldmeros; e buds nucleares (NBUDs), que
sao produtos da elimina¢ao de DNA amplificado ou complexos de DNA reparado. Além
disto, a partir de 2007, esta técnica passou a permitir a avaliacao do indice mitotico, através da
presenca de células mononucleadas, binucleadas, trinucleadas e tetranucleadas e o status de
viabilidade celular, por meio da anélise da presenca de células que estdo no estado de
apoptose ou necrose (Figura 1) (FENECH, 2007; FENECH et al., 2016). Sendo assim, as
células sao classificadas de acordo com o status de viabilidade (apoptose e necrose), status
mitdtico (células mononucleadas, binucleadas, multinucleadas), e o dano e/ou instabilidade

cromossomica (presenga de MN, NBUD e NPNP) (FENECH, 2007).
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Figura 2 — Alteracdes encontradas na técnica de CBMN.

@

/" Evento O\

:\genotéxico/\ l
. G,, S, G,

5 (6%
00 G
Og {.I /\) . /:
Y e Bt
N
Apoptose o 6—0 Serose
Quebra e perda o
cromossdmica
Cromossomo Amplificacao
Dicéntrico génica

Fonte: Adaptado de Fenech et. al., 2007

A figura demonstra os eventos gerados por eventos citotoxicos que visualizados através da técnica de
micronucleo com bloqueio de citocinese celular. Podendo observar os eventos de apoptose, necrose, € a
formag@o de microntcleo através de quebras e perdas cromossdmicas, buds através da amplificagdo
génica e ponte a partir de cromossomos dicéntricos.

2.3.2 Inflamacio e instabilidade genomica

E estimado que a inflamagdo cronica contribui para aproximadamente 25% dos
canceres em humanos, visto que durante o processo inflamatorio ha a formacao de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs), danificando biomoléculas como proteinas,
acidos nucléicos e lipideos (COUSSENS; WERB, 2002; HUSSAIN; HARRIS, 2007). As EROs
e ERNs podem lesionar o DNA, formando lesdes mutagénicas como 8-hidroxi-2’-
desoxiguanosina (8-OHdG) e 8-nitroguanina, respectivamente, moléculas que estao associadas
com o desenvolvimento da carcinogénese (HUH et al., 2017).

Adipocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-6, IL-1 promovem o recrutamento de
neutrdfilos, macrofagos e células dendriticas que irdo estimular a producdo de EROs e ERNs
via NADPH oxidases, principalmente as isoformas NOX1, NOX2 e NOX4 (USMAN; VOLPI,
2018). Macrofagos e neutrofilos também geram oxidantes como peroxinitrito (ONOOQO"),
nitrosoperoxicarbonato (ONOOCO;") e agente nitrosante (N»0O3) (MARTA; MICHAL;
GRAZYNA, 2019; USMAN; VOLPI, 2018). Durante a peroxidacdo lipidica, produtos como
eteno, propano ¢ malondialdeido sdo formados, interagindo com o DNA e formando adutos e
danificando a estrutra do DNA. EROs podem levar a lesdes no DNA, como oxidagdo,

alquilagdo, metilacdo, nitragdo, dasaminagdo e quebras de ssDNA e DBSs ou croos-links.
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2.3.3 Obesidade e dano de DNA

Estudos evidenciaram que individuos com obesidade apresentam até duas vezes mais
lesdes de DNA, como quebra de ssDNA e DBSs em linfécitos quando comparado a individuos
com peso normal, e foi encontrada uma correlacdo entre IMC e a frequéncia de dano de DNA
(WLODARCZYK; NOWICKA, 2019). A captagao de acidos graxos pelos adipocitos ativa
NOX4 e induz a producao de EROs. O estudo de Han e colaboradores (2012) demonstrou que
o silenciamento de NOX4 diminui a geragdo de EROs e inibe MCP-1 e a expressao de SAA em
culturas de adipdcitos demonstrando que pode haver um envolvimento entre NOX4 ¢ a
formagao de EROs, MCP-1 ¢ SAA.

H4 um acumulo excessivo de triglicerideos nos adip6citos, resultando em uma maior
oxidagdo mitocondrial, visto que exposicao de adipdcitos e células musculares a altas
concentragdes de dacidos graxos livres, promove o aumento de EROs mitocondrial
(WLODARCZYK; NOWICKA, 2019). O estudo de Azarra e colaboradores (2016),
demonstrou que linfocitos de individuos com obesidade apresentavam mais danos ao DNA por
mitomicina C quando comparado a individuos saudaveis, demonstrando que pessoas com
obesidade poderiam estar mais susceptiveis a danos de DNA nao reparado. O 8-OHdG, ¢ um
marcador sensivel para dano de DNA por dano oxidativo e vem sendo demonstrado que a
concentragdo estd aumentada na urina de ratos, camundongos, adultos e criancas com obesidade
(CEJVANOVIC et al., 2016; HU et al., 2019; SELVARAIJU et al., 2019).

A hipertrofia dos adip6citos durante a obesidade, leva a necrose, o que ird aumentar as
concentragdes da proteina MCP-1 que estd envolvida no recrutamento de macrofagos para o
tecido lesionado. Os macréfagos estimulam a formagao de EROs via NADPH oxidase, podendo
levar a oxidagdo e degradacdo proteica e formagdo de 8-OHdG, MDA e F2-isoprostanos que
podem levar a alteracdes na estrutura do DNA. Além disso, a liberagdo de EROs favorece o
recrutamento de macréfagos, sendo um ciclo que aumentard a inflamagao e formag¢ao de EROs
e produtos que podem levar a lesdes no DNA (Figura 2) (CERDA et. al., 2014; MARTA;
MICHAL; GRAZYNA, 2019; USMAN; VOLPI, 2018).
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Figura 3 — Inflamacao e formagdo de EROs na obesidade.
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Legenda: A figura ilustra a relacdo entre a infiltracdo de macrofagos e a formagao de EROs na obesidade.
IL: interleucina, TNF: Fator de necrose tumoral, EROs: Espécies Reativas de Oxigénio, SOHdG: 8-oxi-
desoxiguanosina

Além disto, estudos demonstraram distlirbios no mecanismo de reparo de DNA em
pessoas com obesidade, como a correlagdo inversa entre IMC e NER e a inibi¢ao das enzimas
de reparo pelo estresse oxidativo (KIDANE et al., 2014; TYSON et al., 2009). Portanto, a
obesidade esta envolvida com o aumento no dano de DNA ¢ a diminui¢cdo dos mecanismos de
reparo de DNA, podendo gerar instabilidade gendmica e levar ao desenvolvimento de tumores.
Estes dados corroboram a associagdo entre obesidade e diversos tipos de céancer, como
adenocarcinoma de esdfago, mieloma multiplo, gastrico, de colon, reto, trato biliar, pancreas,
mama, endométrio, ovario ¢ rim (KYRGIOU et al., 2017). Além disto, a inflamagao,
hiperglicemia e dislipidemia que estdo associadas a obesidade, podem colaborar com o
desenvolvimento e manutencdo tumoral (FERNANDEZ-SANCHEZ et al, 2011;
MAZZARELLA, 2015).

Neste contexto, objetivou-se avaliar os indices de dano de DNA antes e apos o
mecanismo de reparo, bem como a MCP-1 em individuos com obesidade e comparar com
individuos saudéaveis. Além de avaliar a correlagdo entre os parametros citados e os fatores

clinicos.
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3 METODOLOGIA
A metodologia engloba os aspectos éticos, delineamento do estudo, caracterizacao dos

grupos, dados clinicos, as técnicas utilizadas e analises estatisticas.

3.1 ASPECTOS ETICOS

Este trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina, sob o nimero do parecer 2.595.398
(ANEXO A). Os participantes receberam explicacdes a respeito do estudo e nos casos de aceite
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO B) foi aplicado e assinado
pelo participante, que recebeu uma copia.

Em seguida, os participantes responderam a um questionario referente ao grupo caso
(ANEXO C), ou controle (ANEXO D) de acordo com os critérios de inclusdo de cada grupo.
As perguntas dos questiondrios foram a respeito de dados sociodemograficos, uso de
medicamentos, historico de obesidade e/ou sobrepeso, histdria clinica do individuo e familiares,

consumo de alcool, tabaco e restricdes nutricionais.

3.2 CASUISTICA
3.2.1 Desenho amostral

Este estudo transversal determinou a concentracao sérica de MCP-1 e marcadores de
dano de DNA e alteragdes nucleares em sangue periférico de individuos encaminhados para a
cirurgia bariatrica e individuos saudaveis. Foram incluidos 74 individuos neste estudo, sendo
36 no grupo de individuos encaminhados para cirurgia bariatrica (grupo caso) e 38 no grupo de
individuos saudéveis (grupo controle).

Para a realizag@o do célculo amostral foi utilizado o sofiware WinPepi 8.0, no qual foi
considerado a varia¢do encontrada nos individuos saudadveis nas técnicas utilizadas para um
nivel de significancia de 0,05. Apos aplicar estes parametros, o resultado do calculo amostral

foi de 62 individuos, sendo distribuidos como 31 em cada grupo.

3.2.2 Critérios de inclusao e exclusiao
No grupo caso foram incluidos os individuos com indicagdo para cirurgia bariatrica

que estavam internados no Hospital Universitario Polydoro Ernani de Sao Thiago (HU-UFSC)
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no pré-operatdrio entre os anos de 2018 e 2019. Os critérios de inclusdo foram adultos com
idade entre 18 e 65 anos, que apresentavam IMC > 30 kg/m?. Os individuos com histdricos
recentes (menos de cinco anos) de cancer, tratamento quimioterapico, radioterapico de
hemodialise foram excluidos do estudo.

Os critérios de inclusdo para o grupo controle foram: ter mais de 18 anos, ndo ter
histérico de obesidade, ndo ter feito cirurgia bariatrica, ndo fazer uso de mais de 3 doses
semanais de bebida alcoodlica e ndo ter diagndstico atual ou passado de doengas crdnicas e
cancer. Os individuos com IMC menor que 18,5 kg/m? e maior que 25 kg/m? foram excluidos
do estudo. O grupo controle foi composto de funcionarios do servigco de patologia clinica do
HU-UFSC, alunos de pos-graduagdo da UFSC e outras pessoas que se voluntariaram para
participar do estudo. O grupo controle foi escolhido e pareado de acordo com a faixa etéria e

sexo dos participantes do grupo caso.

3.3 COLETAS, PROCESSAMENTO E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras de sangue periférico foram coletadas por profissionais treinados para
coleta de sangue por pun¢do venosa. Foi coletado de cada participante 1 tubo de 4ml de sangue
total com anticoagulante heparina (protegido da luz no momento da coleta) e 1 tubo seco de
8ml com gel separador para obtengao de soro.

Ap0s a coleta, os tubos de soro foram centrifugados a 3000 rpm durante 15 minutos e
o soro foi separado em aliquotas de 500ul e armazenadas a -80°C até analise. As amostras de
sangue total foram armazenadas a 4°C e processadas conforme as técnicas do ensaio cometa e

micronucleo com bloqueio da citocinese celular (CBMN).

3.4 DADOS CLINICOS

Os dados clinicos foram obtidos a partir dos questionarios aplicados em ambos os
grupos. Os dados a respeito do uso de medicamentos, de suplementacdo vitaminica e
comorbidades no grupo caso foram retirados da andlise dos prontuarios do HU-UFSC.

A mudanga de peso no ultimo ano foi extraida a partir de questionario recordatorio.
Foi considerado como atividade fisica os participantes que referiram fazer no minimo 30 min

de atividade fisica ao menos 3 vezes por semana.

3.5 DETERMINACAO DE MCP-1
A determinacdo de MCP-1 foi realizada em amostras de soro dos participantes de

ambos os grupos. Para a determinacao de MCP-1 foi utilizado conjunto diagnostico BD OptEIA
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(San Diego, CA). O conjunto consiste em um ensaio imunoenzimatico (ELISA) do tipo
sanduiche e foi realizado de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. O célculo da
concentracdo foi realizado por interpolagdo em curva de calibragdo (Apéndice A), a

sensibilidade do ensaio foi de 4,0 pg/mL.

3.6 ENSAIO COMETA
Esta técnica foi realizada conforme a descrita por Singh e colaboradores (1988) e

adaptada por Tice e colaboradores (2000).

3.6.1 Preparacio das laminas

Inicialmente foram confeccionadas laminas com uma pré-cobertura de agarose de
ponto de fusdo normal (Normal Melting Point ou NMP). A agarose foi diluida em 4agua,
aquecida em forno de micro-ondas e colocada em cubetas, nas quais as laminas previamente
lavadas sdo mergulhadas e um dos lados ¢ limpo com papel absorvente e levadas a estufa por
50°C por 2 horas ou em temperatura ambiente por 12 horas, apos este periodo as laminas foram
armazenadas em um local seco.

Com as laminas prontas para uso, foi aquecida a agarose de baixo ponto de fusdo (Low
Melting Point ou LMP) até aproximadamente 37°C em micro-ondas. Com uma micropipeta
misturou-se 95ul de agarose LMP e 5 pl de sangue heparinizado e disposto sobre ldmina com
pré-cobertura de agarose NMP e imediatamente coberta por uma laminula. O uso da laminula
tem a finalidade de misturar as duas camadas e evitar a formacao de bolhas de ar. O material
foi colocado horizontalmente em uma camara imida na geladeira por aproximadamente 5
minutos, para solidificagdo da agarose, ap0s este periodo a laminula ¢ cuidadosamente retirada.

Ap0s esta etapa, a 1amina foi colocada em uma cubeta contendo solugao de lise gelada
por um periodo minimo de 2 horas e méximo de 2 semanas. A solugdo de lise € composta de
99 ml de solugdo de lise mae (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM) com 10 ml de DMSO
e 1 ml de Triton x-100.

3.6.2 Eletroforese de célula tnica
Para a eletroforese preparou-se um tampao alcalino (NaOH, EDTA 200 mM e agua

destilada em pH 10), utilizado a 4°C. As laminas foram entdo retiradas da lise e posicionadas
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sem brechas na cuba de eletroforese. O tampao de eletroforese foi adicionado, no qual as
laminas ficaram expostas por 20 minutos, este tempo de contato das laminas com o tampao ¢
necessario para que haja a separacao das cadeias de DNA, e assim possam migrar em direcao
ao anodo. Em seguida foi realizada a eletroforese por 20 minutos em geladeira, sob as condigdes
de 25V e 300 mA (ajustado através do volume de tampao).

ApoOs a corrida eletroforética as laminas foram retiradas cuidadosamente da cuba e
lavadas 3 vezes com tampao de neutralizagdo (Tris 0,4M, pH 7,5), com 5 minutos entre cada
lavagem, logo em seguida as laminas foram lavadas 3 vezes com agua destilada e deixadas para
secar por no minimo 2 horas a 37°C.

Para a fixacao do material, as laminas foram mergulhadas por 10 minutos em solugao
fixadora (4cido tricloroacético 15%, sulfato de zinco heptahidratado 5% e glicerol 5%), lavadas
3 vezes com agua destilada e colocadas para secar por no minimo 2 horas a 37°C.

Para cada eletroforese foi acrescentada ao menos uma ladmina de amostra tratada com
H>0; 10 uM para ser utilizada como controle positivo (seguindo 0s mesmos passos que as

demais laminas).

3.6.3 Coloracao das laminas

As laminas foram coradas seguindo o método de coloragdo de prata descrito por Nadin
e colaboradores (2001). Para a coloragdo, as laminas foram reidratadas por 5 minutos em agua
destilada. A mistura das solugdes A (carbonato de sodio 5%) e B (nitrato de amonio 0,02%,
nitrato de prata 0,02%, acido tungstosilicico 0,1%, formaldeido 0,05%) foi feita imediatamente
antes do uso. As laminas foramcolocadas em cubetas contento a solugdo de corante A+B por
aproximadamente 15 minutos com agitagdes a cada 5 minutos. Apos atingir uma coloragao
acinzentada, as laminas foram lavadas com 4gua destilada e colocadas na solucdo de parada
(acido acético 1%) por 5 minutos, lavadas novamente com agua destilada e depois deixadas em

temperatura ambiente. Apos secagem, as ldminas foram armazenadas até a analise.

3.6.4 Leitura das laminas

Foram confeccionadas duas laminas por individuo, nas quais foram analisadas 50
células em cada. Para a andlise cega por unico observador, as identificagdes foram cobertas com
etiquetas brancas e numeradas. As células foram observadas em microscopio Optico no aumento
de 200 vezes. Regides proximas as margens da lamina ou bolhas de ar foram evitadas, devido

a possibilidade de a migragdo ser prejudicada nestes locais.
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A intensidade do dano de DNA foi classificada em 4 classes, sendo 0 auséncia de dano,
1 as células com dano minimo, 2 as células com danos médios, 3 as células com danos intensos
e 4 as células com danos maximos, conforme demonstrado na (Figura 1). Os valores de 0 a 4
dos 100 nucleos analisados sdo somados, o que iré resultar no valor individual, podendo variar

de 0 a 400 unidades arbitrarias.

3.7 TECNICA DE MICRONUCLEO COM BLOQUEIO DA CITOCINESE CELULAR
(CBMN)

Esta técnica foi adaptada do protocolo publicado por Fenech em 2007.

3.7.1 Cultura celular

Para cultura celular, foram adicionadas de forma estéril 10 gotas de sangue total
heparinizado em um tubo contendo 5 ml de meio de cultura contendo RPMI suplementado com
20% de soro fetal bovino (SFB) e 2% de fitohemaglutinina A. O tubo falcon, contendo a
amostra e meio de cultura foi colocado em estufa a 37°C. Apds 44 horas de cultura, foram
adicionados citocalasina B (6ug/ml) e ao final das 72 horas, o tubo com a cultura foi
centrifugado a 1500 rpm durante 6 minutos e o sobrenadante descartado, seguindo com a adigao
lenta de 5 ml de uma solugao hipotonica aquecida a 37°C de KCL 0,075 M por 7 minutos. Em
seguida, foi adicionado 0,5 ml de solugdo fixadora de metanol e 4cido acético (3:1) e
homogeneizado, apos nova centrifuga¢do o sobrenadante ¢ descartado e sdo adicionados 5ml

de solucao fixadora lentamente, o material permaneceu na geladeira por no minimo 10 minutos.

3.7.2 Preparacio das laminas

Para confec¢do das laminas foi realizada uma lavagem das hemadcias com
centrifugacdes seguidas da adicao de solugao fixadora até que o sobrenadante se tornou limpido.
No ultimo descarte, aproximadamente 1 ml do sobrenadante foi mantido no tubo e
ressuspendido.

Duas a quatro gotas do material resultante foram dispostas em uma lamina. Esta [dmina
foi previamente lavada com alcool 70% e deixadas no congelador por alguns minutos, para

formar uma camada de gelo e permitir que o material se espalhasse.
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Foram confeccionadas duas laminas por participante. Apds secagem a temperatura

ambiente, as ldminas foram coradas com soluc¢ao de giemsa 10% por 8 minutos.

3.7.3 Leitura das lAminas

A anélise das laminas foi realizada em microscopio optico (ZEISS Axio Scope Al) no
aumento de 200 vezes e para a confirmagdo das estruturas em 1000 vezes. As laminas foram
analisadas de maneira cega por um Unico observador e em duplicatas.

As frequéncias de MNs, NBUDs e NPNPs (Figura 3) foram contadas apos a andlise
de 1000 linfocitos binucleados (500 células em cada lamina por amostra). O IDN foi avaliado
em 500 células (250 células em cada lamina por amostra), que consiste na presenca de células
mononucleadas, binucleadas, trinucleadas, tetranucleadas, apoptdticas e necroticas. O calculo
do IDN foi obtido pela formula IDN= (M1+(2*M2)+(3*M3)+(4*M4) / N, onde M1 a M4
representa o numero de células com 1 a 4 nucleos respectivamente, enquanto N ¢ o numero

total de células vidveis (excluindo as células com necrose e apoptose).

Figura 4 — Células binucleadas com diferentes alteragcdes contadas no teste CBMN.

a | bfi ct
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Fonte: Elaborada pela autora
Legenda: Foto de microscopia eletronica no aumento de 1000x. a: seta indica o micronticleo (MN); b:
seta indica bud nucelar (NBUD); c: seta indica ponte nucleoplasmatica (NPNP).

3.8 FLUXOGRAMA

A figura 4 ilustra os processos deste estudo, que vao desde a entrevista e assinatura do
TCLE até a realizagdo das técnicas descritas na metodologia. O nimero amostral esta
identificado em cada uma das etapas, visto que ocorreram exclusdes referentes a valores
discrepantes na técnica de CBMN (1 individuo do grupo caso) e fatores de exclusdo (2
individuos do grupo controle), estes foram excluidos de todo o estudo. Quanto ao ensaio cometa
e o CBMN, quando houve perda do gel de agarose apos eletroforese € o ndo crescimento da
cultura celular, respectivamente, os valores foram omitidos apenas das técnicas que foram

inviabilizadas.
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Figura 5 — Fluxograma do estudo.
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Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: Este fluxograma ilustra o nimero amostral ap6s a realizagdo das técnicas descritas. n: nimero
amostral final apds a técnica realizada.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados estatisticos foram analisados no software SPSS 20.0 da IBM. O teste de
Shapiro-Wilk foi utilizado para avaliar a normalidade de distribui¢do das variaveis. Para a
comparagao entre os grupos utilizou-se o teste mais apropriado de acordo com a distribui¢do da
variavel, sendo aplicado o teste ¢+ em varidveis com distribui¢do paramétrica e U de Mann
Whitney nas varidveis ndo paramétricas. Para a comparacao de trés grupos ou mais, o teste de
Kruskal-Wallis foi aplicado. Em relagdo as correlagdes, o teste de correlagdo de Spearman foi
escolhido. A forca da correlacdo foi classificada de acordo com o coeficiente de correlagao,
tendo como ponto de corte os seguintes valores de r: 0,0 |— 0,25 fraca, 0,25 |— 0,50 regular, 0,50 |—
0,75 moderada ¢ 0,75 |— 1,0 forte. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos. Foram classificados como outliers os valores que ficaram acima de S=

Q3+2,2*IQR (limite superior) ou abaixo de I= QI1+2,2*IQR (limite inferior). Os dados
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quantitativos foram expressos como média + desvio padrdo (DP) ou mediana (minimo —

maximo), enquanto os qualitativos foram expressos como frequéncia absoluta ou relativa (%).
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4 RESULTADOS
Nesta sec¢do serdo apresentados os resultados referentes ao perfil da populacao
estudada, as concentracOes séricas de MCP-1, marcadores de dano de DNA, alteracoes

nucleares, indice mitotico ¢ suas associagdes com a obesidade.

4.1 PERFIL DA POPULACAO ESTUDADA

Os dados coletados dos questionarios referentes ao grupo dos individuos com
obesidade (grupo caso) e o grupo de individuos sauddveis (grupo controle) estdo descritos na
Tabela 1. Observou-se que o sexo feminino foi predominante em ambos os grupos e que
apresentaram semelhancga entre idade, tabagismo e uso de suplementagdo vitaminica (p>0,05).
Quanto ao uso de vitaminas, 25% dos individuos com obesidade faziam uso de vitamina B12.

Também foi possivel observar que mais individuos do grupo controle fazem atividade
fisica (p=0,021), porém, 27,8% do grupo com obesidade parou de fazer atividade fisica devido
a problemas relacionados com a obesidade. Como esperado, o grupo com obesidade apresentou
IMC maior que o grupo controle (p<0,001). O grupo com obesidade apresentou mais mudancas
de peso no ultimo ano quando comparado ao grupo controle (p<0,001), sendo que 30,6%
tiveram aumento de peso e 44% diminui¢do, além disto, 27,8% dos individuos do grupo com

obesidade, apresentavam obesidade desde a infancia e/ou adolescéncia.
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Tabela 1 — Caracteriza¢ao da populacao estudada

Grupo caso Grupo controle

p**
(n: 36) (n: 38)
Sexo (feminino) 80,6% 84,2% 0,680
Idade
(média + DP¥) 43,7+9,3 40,6 + 10,0 0,107
(minimo — maximo) (29-62) (26 - 67)
IMC
49,30 + 8,48 21,97 +£2,16
4 . <% b b b b
(média £ DP¥) (34.1 - 70.6) (18,8 - 27.4) <0,001
(minimo — maximo)
. 0 % Tabagista 0 % Tabagista
Tabagismo 25,0 % Ex-tabagista 13,2 % Ex-tabagista 0,194
Suplementag¢io com o o
vitaminas*** (sim%) >8,3% 44,7% 0,242
Suplementacio de o o
B12# (sim%) 25,0 % 0% 0,001
Atividade fisica (sim%) 41,7 % 68.4 % 0,021
Parou atividade fisica
devido a comorbidades 27.8 %
(sim%)
Mudanca de peso no 30,6 % Ganho de peso 5,3 % Ganho
sacep 19,4 % Estavel 73,7 % Estavel <0,001

ultimo ano 44,4 % Perda de peso 13,2 % Perda de peso

Obesidade/sobrepeso
na infancia e/ou 27,8%
adolescéncia (sim%)

Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: Tabela com descri¢do do perfil dos participantes do estudo de acordo com o grupo (caso ou
controle). Os valores estdo representados como frequéncia relativa (porcentagem - %) ou mediana
seguida dos valores minimo e maximo. *DP: Desvio padrio; (**): o valor de p foi calculado mediante
os testes estatisticos qui-quadrado, U de Mann-Withney e teste t para amostras independentes; (***):
foi relatado o uso das seguintes suplementagdes: polivitaminicos, vitaminas do complexo B, vitamina
D, Ferro, Calcio, B12, Omega 3, Colageno, Folato, Vitamina C, Acido folico. (#): as outras vitaminas
ndo foram analisadas devido a baixa frequéncia nos grupos.

4.1.1 Comorbidades

Foi possivel observar que 97,2% dos individuos do grupo com obesidade tem ao menos
uma comorbidade, sendo que 75% tem Hipertensao Arterial Sistémica (HAS), 63,9% Diabetes
Mellitus tipo 2 (DM2), 41,7% dislipidemia, 30,6%, Apneia Obstrutiva do Sono (SAOS), 19,4%
esteatose e 58,3% depressao (Tabela 2).
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Tabela 2 — Frequéncia das comorbidades associadas a obesidade no grupo caso.

Grupo caso
(n: 36)
. . o
Presenca de comorbidade(s) (sim%) 97.2%
. ~ C e A . o

Hipertensao arterial sistemica (sim%) 75.0%
Diabetes mellitus tipo 2 (sim%) 63,9%
Dislipidemia (sim%) 41,7%

0
Dores nas articulacoes (sim%o) 30,6%

0
Apneia obstrutiva do sono (sim%) 36,1%
19,4%

Esteatose (sim%)

Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: Tabela com descricdo da frequéncia de comorbidades referidas no grupo caso. Os valores
estdo representados por frequéncia relativa em porcentagem ao numero total dos individuos do grupo
caso.

4.2 PROTEINA QUIMIOTATICA DE MONOCITOS 1 (MCP-1)

Foi observado que a distribuicdo da concentragdo sérica de MCP-1 foi maior no grupo caso
quando comparado ao grupo controle (p<0,001) (Figura 5). Quando avaliado o grupo caso, nao
foi possivel observar diferenga estatistica na distribuicdo da concentragdo de MCP-1 nos
individuos com obesidade desde a infancia/adolescéncia (p=0,733). A distribui¢do de MCP-1
foi a mesma no grupo controle referente a mudancga de peso no ultimo (p=0,427), entretanto, no
grupo caso houve um aumento na concentracdo de MCP-1 no grupo que teve aumento de peso

no ultimo ano (Figura 6).
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Figura 6 — Distribui¢@o das concentracdes séricas de MCP-1 nos grupos caso e controle.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: As linhas horizontais internas em cada grupo representam as medianas; boxes e whiskers
representam os interquartis e valores minimos e maximos respectivamente. Teste U de Mann-Whitney
p<0,001. Grupo controle: n= 38; grupo caso: n= 36

Figura 7 — Aumento da distribuicdo de MCP-1 nos individuos do grupo caso em relagdo a variagdo de
peso no ultimo ano.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: As linhas horizontais internas em cada grupo representam as medianas; boxes e whiskers
representam os interquartis e valores minimos e maximos respectivamente. Teste de Kruskal-Wallis
*p=0,001; **p=0,005. Grupo caso: n= 34, dois participantes ndo souberam informar a mudanca de peso

no ultimo ano.



37

4.3 MARCADORES DE DANO DE DNA
4.3.1 Ensaio Cometa

Para o ensaio cometa foram analisadas laminas de 33 individuos do grupo caso e 37
do grupo controle. A média do ITD do ensaio cometa foi maior no grupo caso quando
comparado ao grupo controle (p<0,001) (Figura 7). Nao houve diferenca entre ITD e o uso de
suplementagdo vitaminica (p=0,245 no grupo controle ¢ p=0,374 no grupo caso), uso de
vitamina B12 (p=0,368 no grupo caso), pratica de atividade fisica (»p=0,155 no grupo controle
e p=0,446 no grupo caso), mudanga de peso (p=0,491 no grupo controle e p=0,814 no grupo
caso) e tabagismo em ambos os grupos (p=0,079 no grupo controle e p=0,328 no grupo caso).
Quando observado o grupo caso, ndo houve diferenga estatistica na média de ITD entre os

grupos com e sem obesidade na infancia/adolescéncia (p=0,226).

Figura 8 — Indice de dano total do ensaio cometa nos grupos caso e controle.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: Os valores de ITD estdo expressos em unidades arbitrarias. As linhas horizontais internas em
cada grupo representam as medianas; boxes e whiskers representam os interquartis € valores minimos e
maximos respectivamente. ITD: Indice de Dano Total. Teste ¢ para variaveis independentes p<0,001.
Grupo controle: n=37; grupo caso: n= 33.

4.3.2 Técnica de micronucleos com bloqueio da citocinese celular
A frequéncia de MN no grupo caso apresentou-se aumentada em relagcdo ao grupo

controle (p=0,007), bem como a frequéncia de NBUD (p<0,001) e NPNP (»p=0,001), enquanto
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a distribuicdo do IDN estava diminuida com p<0,001. Nao houve diferenca estatistica da
frequéncia de apoptose entre os grupos, entretanto, o grupo caso apresentou uma distribuigao

maior da frequéncia de células com necrose (Tabela 3).

Tabela 3 — Resultados da técnica de microntcleo com bloqueio da citocinese celular

Grupo caso Grupo controle o
(n: 36) (n: 28)
MN
(média + DP¥) 18,7+9,1 13,43 +5,9 0,007
NBUD
(média £ DP¥) 18,5+ 10,5 6,9+4,0 <0,001
.. NPNP, . 6,5 (0—-29) 3(0-9) 0,001
(minimo — maximo)
- IDN (. 1,4 (1,2-1,7) 1,6 (1,3-1,8) <0,001
(minimo — maximo)
Apoptose
(minimo — maximo) 2,03(0-9) 1,0 (0-5) 0,621
Necrose 4,0 (0 13) 1,0 (0—7) 0,028

(minimo — maximo)

Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: Os resultados foram expressos como unidades arbitrarias. Os valores estdo representados
como média £ DP ou mediana seguida dos valores minimo e maximo. IMC: indice de massa corporal;
MN: micronucleos; NBUD: buds nucleares; NPNP: pontes nucleoplasmaticas; IDN: indice de divisao
nuclear; *DP: desvio padrao; (**): o valor de p foi calculado mediante os testes U de Mann-Withney e
teste t para amostras independentes, de acordo com a distribui¢do da variavel.

Quando avaliado o grupo controle ndo foi encontrada diferenca estatistica entre as
frequéncias citadas acima e a mudanca de peso no ultimo ano (p=0,556 para MN, p=0,386 para
NBUD, p=0,872 para NPNP, p=0,595 para IDN, p=0,205 para apoptose, p=0,432 para necrose),
atividade fisica (p= 0,261 para MN, p= 0,391 para NBUD, p=0,653 para NPNP, p=0,602 para
IDN, p=0,287 para apoptose, p=0,196 para necrose), suplementacao vitaminica (p=0,780 para
MN, p=0, 096 para NBUD, p=0,224 para NPNP, p=0,433 para IDN, p= 0,726 para apoptose,
p= 0,351 para necrose), e o tabagismo (p= 0,460 para MN, p= 0,506 para NBUD, p=0,524 para
NPNP, p=0,433 para IDN, p=0,726 para apoptose, p=0,351 para necrose). Quanto ao grupo
caso ndo houve diferenga quanto mudanca de peso no ultimo ano (p=0,988 para MN, p=0,993
para NBUD, p=0,319 para NPNP, p=0,313 para IDN, p= 0,765 para apoptose, p= 0,303 para
necrose), suplementagdo vitaminica_(p=0,584 para MN, p=0,226 para NBUD, p=0,205 para
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NPNP, p=0,086 para IDN, p= 0,312 para apoptose, p= 1,000 para necrose), suplementagdo com
vitamina B12 (p=0,105 para MN, p=0,403 para NBUD, p=0,180 para NPNP, p=0,086 para
IDN, p=0,541 para apoptose, p=0,450 para necrose) e o tabagismo (p=0,443 para MN, p=0,560
para NBUD, p=0,205 para NPNP, p=0,595 para IDN, p= 0,312 para apoptose, p= 1,000 para
necrose), aos que desenvolveram obesidade na infancia/adolescéncia e os que desenvolveram
na vida adulta (p=0,616 para MN, p=0,858 para NBUD, p=0,653 para NPNP, p=0,602 para
IDN, p=0,287 para apoptose, p=0,196 para necrose), entretanto o grupo que realiza atividade
fisica apresentou uma distribui¢do na frequéncia de células necréticas maior do que o grupo

que nao (p=0,001) (Figura 8).

Figura 9 — Frequéncia de células em necrose no grupo caso, de acordo com a realizacdo de atividade
fisica.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: As linhas horizontais internas em cada grupo representam as medianas; boxes e whiskers
representam os interquartis e valores minimos e maximos respectivamente. U.A.: Unidades Arbitrarias.
Teste U de Mann-Whitney p=0,011. Grupo que realiza ndo atividade fisica: n= 21; grupo que realiza
atividade fisica: n= 15.

4.4 CORRELACOES

Os dados quantitativos foram correlacionados utilizando o teste de correlagdo de
Spearman. De acordo com o que estd demonstrado na Tabela 4, foi observado correlagao
positiva entre IMC, ITD, NBUD, NPNP e MCP-1 e negativa entre IMC e IDN. A idade

apresentou correlagao positiva com MN.
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Em relagdo ao ITD, foi constatada correlagdo negativa com IDN e positiva com MN,
NBUD, NPNP, frequéncia de células em apoptose ¢ MCP-1, o IDN esta correlacionado
negativamente com NBUD, NPNP e MCP-1. A frequéncia de MN estd positivamente
correlacionada com a frequéncia de células em apoptose, enquanto a frequéncia de NBUD esta
positivamente correlacionada com NPNP e MCP-1 e houve uma correlagdo positiva entre
NPNP e MCP-1. No que se refere a frequéncia de células em apoptose, houve uma correlagao
positiva com a frequéncia de células em necrose.

As figuras 10, 11, 12 e 13 representam a dispersdo dos valores nas correlagdes entre

MCP-1 e IMC, ITD, IDN e NBUD respectivamente.
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Tabela 4 — Correlagdes entre pardmetros quantitativos considerando todos os participantes do estudo

IMC ID ITD IDN MN NBUD NPNP APO NEC MCP-1
IMC pr P p: p: p: p: pr P p:
0184 0.642%% -0429%% 0212 0,540%* 0.400%* 0002 0,141 0465%*
D o p: p: p: p: pr P p:
0.174 0053 0278*% 0051 0112 0,113 -0,015 0,178
D p: p: p: p: PP p:
L0A76%% 0.336%* 0.555%% 0320% 0,132 0293% 0,327%*
p: p: p: PP p:
IDN 0,099 -487%% -0309% 0,078 -0.228 -304%*
~ p: p: PP p:
MN 0207 0,182 0285% 0,178 -0,048
p: b P p:
NBUD 0.616%* 0,048 0,123 0,338%*
p: p: p:
NPNP = 0052 4639 0303+
p: N
—_— * :
Apoptose 0,543 0,202
p:
Necrose - 0,02
MCP-1

Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: IMC: indice de massa corporal; ID: idade; ITD: indice total de dano (ensaio cometa); IDN:
indice de divisdo nuclear; MN: microntcleo; NBUD: bud nuclear; NPNP: ponte nucleoplasmatica;
APO: células em apoptose; NEC: células em necrose; MCP-1: proteina quimiotatica de mondcitos 1; p:
coeficiente de correlagdo de Spearman (**): a correlagdo ¢é significativa no nivel p< 0,01; (*): a
correlagdo ¢ significativa no nivel P<0,05.
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Figura 10 — Correlacdo entre MCP-1 e IMC considerando todos os participantes do estudo.
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Fonte: Elaborada pela autora.
Legenda: Grafico de dispersdo. IMC: indice de massa corporal; MCP-1: proteina quimiotatica de
monocitos 1; p: teste de correlagdo de Spearman

Figura 11 — Correlagao entre MCP-1 e ITD considerando todos os participantes do estudo.
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Fonte: Elaborada pela autora.
Legenda: Grafico de dispersdo. ITD: indice total de dano; U.A.: unidades arbitrarias; MCP-1: proteina
quimiotatica de mondcitos 1; p: teste de correlagdo de Spearman
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Figura 12 — Correlacao entre MCP-1 e IDN considerando todos os participantes do estudo.
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Fonte: Elaborada pela autora.
Legenda: Grafico de dispersdo. IDN: indice de divisdo nuclear; U.A.: unidades arbitrarias; MCP-1:
proteina quimiotatica de mondcitos 1; p: teste de correlacdo de Spearman

Figura 13 — Correlagdo entre MCP-1 ¢ NBUD considerando todos os participantes do estudo.
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Fonte: Elaborada pela autora.
Legenda: Grafico de dispersdo. NBUD: buds nucleares; U.A.: unidades arbitrarias; MCP-1: proteina
quimiotatica de mondcitos 1; p: teste de correlacdo de Spearman
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5 DISCUSSAO

Apesar da obesidade acometer ambos os sexos, foi observado neste estudo que ha uma
predominancia do sexo feminino na realizagdo da cirurgia bariatrica. Segundo a Sociedade
Brasileira de Cirurgia Baridtrica e Metabdlica (SBCBM) mais de 70% dos pacientes sao
mulheres, o que pode ser explicado por haver uma maior preocupacao e cuidado com a saude,
além da pressao para perder peso ser maior para mulheres (FARINHOLT et al., 2013; OMS,
2019; WHO, 2018).

A MCP-1 ¢ uma quimiocina secretada principalmente por monocitos, macréfagos e
células dendriticas. A secrecao de MCP-1 no tecido adiposo resulta no aumento da inflamacao,
resultante da infiltragdo de macrofagos, sendo esperado aumentada na obesidade. A expressao
de MCP-1 estd aumentada no tecido adiposo branco (TAB) em camundongos com obesidade
induzida por dieta (AMANO et al., 2014; TAKAHASHI et al., 2003) e em humanos a expressao
de MCP-1 ¢é maior em individuos com obesidade (SARTIPY; LOSKUTOFF, 2003). Sendo que
a expressao do mRNA de MCP-1 esta correlacionado positivamente com MCP-1 circulante e
o IMC (CHRISTIANSEN; RICHELSEN; BRUUN, 2005; HALBERG; WERNSTEDT-
ASTERHOLM; SCHERER, 2008). Estes dados corroboram ao aumento da concentragao de
MCP-1 no grupo com obesidade, além de estar aumentada nos individuos do grupo caso que
tiveram aumento de peso e correlacionada positivamente com o IMC. O aumento de MCP-1
confirma a inflamag¢ao com infiltracdo de macrdfagos que ocorre na obesidade.

O DNA esta constantemente exposto a danos, sendo que o sistema de reparo de DNA
¢ capaz de reparar a maior parte. Os danos ndo reparados com o tempo levam ao acimulo de
mutacoes (LINDAHL; BARNES, 2000). Foi encontrada correlacao positiva entre I'TD e todos
os marcadores de dano genético, apds a ac¢do do sistema de reparo, avaliado a partir da técnica
de CBMN (MN, NBUD, NPNP), demonstrando que quando ha muito dano de DNA, algumas
mutacoes escapam do reparo, gerando dano permanente, podendo resultar no acumulo de
mutacoes consequentemente. Além disto, houve correlagdo entre ITD e necrose, demonstrando
que o aumento da frequéncia de lesdes no DNA pode levar a morte celular. A probabilidade de
acimulo de instabilidade gendmica aumenta de acordo com a idade celular (AUNAN et al.,
2016). Neste trabalho foi encontrada uma correlacao positiva entre a idade e a frequéncia de
MN, de acordo com diversos autores que relataram o aumento da frequéncia de MN com a
idade (BOLOGNESI et al., 1997; FENECH; BONASSI, 2011).

O estudo de Nishimoto e colaboradores (2016) demonstrou um aumento na frequéncia
de SSBs e DSBs em camundongos com obesidade induzida por dieta, sendo que a dieta rica em

gordura aumentou a frequéncia de SSBs, sendo associada com o aumento do tecido adiposo
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visceral. Quando analisaram a concentragdo plasmatica em humanos, a frequéncia de SSBs
apresentou-se aumentada nos pacientes com obesidade visceral, com uma correlagdo positiva
com a area de gordura visceral (analisada por tomografia computadorizada). O ensaio cometa
quantifica lesdes de DNA passiveis de reparo decorrentes de quebras ssDNA e dsDNA,
formacao de sitios alcali 1abeis e Cross-links DNA-DNA e DNA-proteina (BURLINSON et al.,
2007). Estudos demonstraram um aumento do ITD em individuos com obesidade (KARAMAN
etal., 2015; WLODARCZYK et al., 2018; WLODARCZYK; NOWICKA, 2019) e que ha uma
diminuicdo apds a perda de peso mediada por cirurgia bariatrica (BANKOGLU et al., 2018a,
2018b). Neste estudo, o grupo com obesidade apresentou uma frequéncia maior de ITD do que
o grupo sem obesidade, além de uma correlacdo positiva entre ITD e IMC, demonstrando que
ha um aumento no dano de DNA antes do mecanismo de reparo na obesidade.

O estudo de Scarpato e colaboradores (2011) demonstrou um aumento na frequéncia
de MN em criangas com sobrepeso e obesidade. Em 2014, Donmez-Altunas e colaboradores
relataram um aumento nas frequéncias de MN, NBUD e NPNP analisadas a partir da técnica
de CBMN. Corroborando os achados da literatura, neste estudo as frequéncias de MN, NBUD
e NPNP, apresentaram valores aumentados no grupo com obesidade, demonstrando que o dano
de DNA nao foi reparado, podendo levar a um aciimulo de mutacdes e ao desenvolvimento de
cancer em individuos com obesidade. Além disto, NBUD e NPNP estdo positivamente
correlacionados com o IMC, demonstrando que houve eliminagdo de DNA amplificado e o
reparo erroneo do DNA, respectivamente.

O actimulo de triglicerideos nos adipocitos levam a hipertrofia e consequentemente
induzem disfungdo mitocondrial, aumentando a produ¢do de EROs e citocinas pro-
inflamatorias e o desenvolvimento da inflamag¢ao cronica presente na obesidade, sendo que a
inflamagdo e a produgdo de EROs podem causar dano de DNA (AL-AUBAIDY; JELINEK,
2011; MANNA; JAIN, 2015). Neste estudo, foi possivel observar uma correlagdo positiva entre
as concentracdes de MCP-1 e ITD, dando suporte de que a inflamagdo associada a obesidade
pode levar ao dano de DNA. Sendo que as correlagdes positivas entre MCP-1, NBUD e NPNP
foram estatisticamente significantes, demonstrando que o dano de DNA ndo foi reparado.

Apoptose e necrose sao marcadores de citotoxicidade, visto que a morte celular ¢ um
mecanismo de escolha quando as lesdes no DNA ndo podem ser reparadas. Neste estudo nao

foi encontrada diferenc¢a na frequéncia de células com apoptose entre os grupos, porém houve
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uma correlagdo positiva entre a frequéncia de MN, demonstrando uma remogao das células com
lesdo. Nos casos de obesidade grau III, hd necrose dos adipocitos, formando estruturas em
forma de coroa (NISHIMURA et al., 2007). Neste estudo a frequéncia de células em necrose
apresentou-se aumentada no grupo com obesidade. Os adipocitos em hipoxia secretam
quimiocinas para recrutar macrofagos para limpar células necréticas, enquanto a expressao do
receptor de MCP-1 apresentou-se aumentada em macréfagos com estrutura de coroa
(LUMENG et al., 2007). Porém, nao foi encontrada correlagao entre a frequéncia de células em
necrose com MCP-1. No grupo com obesidade, os individuos que realizavam atividade fisica
apresentaram frequéncias de células em necrose maiores, isto pode ser explicado devido a
formag¢do de EROs e aumento da inflamagdo durante a pratica de exercicio fisico, que
exacerbaria os processos inflamatorios e de morte celular

O IDN ¢ biomarcador citostatico que fornece uma resposta mitogénica, visto que as
células com lesdo podem ser levadas a morte celular, inviabilizando a divisao e aumentando a
frequéncia de apoptose e/ou necrose (FENECH, 2007; FENECH et al., 2003). O que corrobora
os achados deste estudo, pois ficou evidenciada uma correlagdo negativa entre IDN e frequéncia
de células em necrose, demonstrando que quanto maior a morte celular por necrose, menor o
IDN. Além disto, neste estudo o grupo com obesidade apresentou IDN menor que o grupo
controle e houve uma correlacdo negativa estatisticamente significativa entre IDN e IMC,
NBUD, NPNP ¢ MCP-1. O estudo de Donmez-Altunas e colaboradores (2014) demonstrou
resultados semelhantes, nos quais houve correlacdo negativa entre IDN, células em necrose e

IMC, além de uma diminui¢ao em IDN no grupo com sobrepeso.
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6 CONCLUSAO

Os individuos com obesidade apresentaram maiores frequéncias de dano de DNA
antes e apds o mecanismo de reparo do DNA quando comparadas as frequéncias do grupo
controle. Sendo que ndo foi encontrada associagdo entre o uso de suplementag¢do vitaminica e
o reparo das lesdes, incluindo o uso da vitamina B12 por individuos com obesidade. Além disso,
este estudo demonstrou que a pratica de exercicios fisicos aumenta a frequéncia de células com
necrose no grupo com obesidade.

A variavel idade apresentou uma correlagdo positiva com a frequéncia de MN, porém
todos os outros marcadores de dano de DNA nao apresentaram correlagdo com a idade. Quanto
ao IMC, houve correlagdo entre ITD, NBUD, NPNP ¢ MCP-1, demonstrando que nos
individuos deste estudo o peso pode estar associado ao aumento das lesdoes de DNA antes e
apds o mecanismo de reparo, além da morte celular exacerbada. Outro achado importante foi a
correlacdo negativa entre IDN e IMC, evidenciando alterag¢des na divisao celular dos pacientes.

O processo inflamatoério que ocorre na obesidade, aumenta os macrofagos no tecido
adiposo e isto pode estar sendo extrapolado para a circulacdo, visto que a concentragdo sérica
de MCP-1 demonstrou estar aumentada nos individuos com obesidade e correlacionada com o
IMC. O processo inflamatorio exacerbado na obesidade pode estar contribuindo para gerar
lesdes de DNA antes e ap6s os mecanismos de reparo, o que pode estar correlacionado com o

aumento do risco de os individuos com obesidade desenvolverem cancer.
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APENDICE A — Curva de calibracio MCP-1

Figura 1 — Curva de calibragdio MCP-1
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ANEXO B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAD EM FARMACILA

Termo de Consentimento Livre e Ezclarecido [sangue periférico):
Projeto: Avaliagio dos niveis de estresse oxidativo e de dano de DNA em individuos encaminhados

para cirurgia baridtrica

Wocé esta sendo convidado(a) & participar de uma pesguisa que consiste na avaliacdo das alteractes
encontradas no sangue de pessoas com obesidade. Esta pesquisa esta associada ao projeto de mestrado de
Matali Silva Cardeso, do programa de Pos-Graduacdo em Farmacia da Universidade Federal de Santa
Catarina. A realizacdo deste estudo permitira entender melhor a correlacdo entre a obesidade, o estresse
oxidativo & possiveis danos de DMA.

Se vocé aceitar, serfo colhidas duas amostras de sangue de 4 mile sera aplicado um questionaric.
Ma coleta de sangue vocé pode sentir algum desconforto & em alguns casos pode ocorrer a formacdo de um
hematoma no local da puncdo. Durante os procedimentos de coleta de sangue e de dados vocé estara sempre
acompanhadao por um dos pesquisadores, gque Ihe prestara toda a assisténcia necessaria ou acionara pessoal
competente para isso.

Caso tenha alguma divida sobre os procedimentos ou sobre o projeto vocé podera entrar em contato
com o pesquisador a qualguer momento pelo telefone ou e-mail abaixo. Sinta-se absolutamente & vontade
em ndo participar ou deixar de participar da pesquisa a qualquer momento, sem ter que apresentar qualquer
justificativa. Se decidir deixar de participar da pesquiza vocé ndo terd qualquer prejuize no atendimento
meédico-laboratorial.

Os pesquisadores serdo 0s Onicos a ter acesso aos dados e tomardo todas as providémcias
necessarias para manter o sigilo, mas sempre existe a remota possibilidade da quebra do sigilo, mesmo que
imvoluntario & ndo intencional, cujas consequéncias serdo fratadas nos termos da lei. Caso vocé tenha algum
prejuizo material ou imaterial em decorréncia da pesquisa podera solicitar indenizacao, de acordo com a
legislacdo vigente & amplamente consubstanciada. Os resultados deste trabalho poderdo ser apresentados
em encontros ou revistas cienfificas, onde serdo mostrados apenas os resultados obtidos comao um toda, sem
revelar seu nome, instituicdo ou qualguer informacdo relacionada a sua privacidade.

A legislacdo brasileira ndo permite que wocé tenha qualguer compensacdo financeira pela sua
participacdo na pesquisa. Vocé ndo terd nenhuma despesa advinda de sua paricipacio nesta pesquisa, ja
que a coleta de amostra e aplicacdo do questionario serdo realizadas neste momento, sem custo algum. Com
relacdo aos exames realizados, os resultados serdo entreques a vocé pela pesquisadora principal que fara a
orientacdo sobre os habitos que favorecem a melhora dos indicadores de estresse oxidative & melhora da
qualidade de vida. Sua participacdo na pesquisa ajudarda a compreender alguns fatores envolvidos nas
malformactes fetais, contribuindo para um melhor entendimento das alteracées que ocorrem no organismo
relacionadas as malformacdes.

Duas vias deste documento estio sendo rubricadas & assinadas por wocé e pelo pesguisador
responsavel. Guarde cuidadosamente a sua via, pois € um documento que traz importantes informactes de
contato e garante os seus direitos como participante da pesquisa.

Eu, RG . li este decumento (ou five este
documento lido para mim por uma pessoa de confianca) & obtive dos pesquisadores todas as informactes
gue julguei necessarias para me sentir esclarecido e optar por livre & espontanea vontade participar da
pesquisa.

O pesquisador responsavel, que também assina esse documento, compromete-se a conduzir a
pesquisa de acordo com o que preconiza a Resolucdo 466/12 de 12/06/2012, que trata dos preceitos éticos
€ da protecdo aos participantes da pesquisa. Vocé podera entrar em contato com o pesquisador Prof. Sharbel
Weidner Maluf, pelo telefone 3721-8081 (Laboratdric de Analises Clinicas do HU UFSC), e-mail
s maluf@ufsc br. Vocé também podera entrar em contate com o Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da UFSC pelo telefone (43) 3721-60094, e-mail cep.propesg@contato.ufsc.br ou pessoalmente na
rua Desembargador Vitor Lima, n® 222, sala 401, Trindade, Flarianopolis/SC.

Data: |

Mome & assinatura do Paciente ou Voluntario

Assinatura do Pesquisador Principal Matali Silva Cardoso

Assinatura do Pesquizador Responsavel Sharbel Weidner Maluf
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ANEXO C —Questionario aplicado no grupo caso
QUESTIONARIO GRUPO CASO

Data da entrevista: Entrevistador(a):

Identificacao, habitos e fatores socioeconomicos:
1) Nome Completo:
2) Numero do prontuario:
3) Idade: Data de nascimento:
4) Sexo: (M) (F)
5) Estado Civil: () Casado ou Unido Estavel () Solteiro (') Divorciado () Viuvo
6) Peso atual: Altura: IMC:

Mudanga de peso no ultimo ano:

7) Com que idade iniciou desenvolveu obesidade/sobrepeso?

8) O (A) Sr.(a) ja teve historico de obesidade e/ou sobrepeso na infancia e/ou adolescéncia? ()
SIM ( )NAO

9) Ja fez cirurgia bariatrica? ( ) NAO () SIM, ha quanto tempo:

10) Historico doengas cronicas:
( ) Hipertensao ( ) Problemas cardiacos ( ) Cancer, localizagdo do tumor:
( ) Dislipidemia ( ) Diabetes tipo 2 ( ) Apneia do sono

(' ) Outra doenga cronica, Qual(is):

11) Historico familiar: algum familiar apresentou alguma das doencas citadas na questao

anterior?

12) Horério que costuma dormir e acordar:

Horéario que dorme: Horério que acorda:

13)Frequéncia intestinal: () 1x ao dia ( ) a cada 2-3 dias ( ) constipado, que frequéncia:

14) Sofre de insonia:
a. () SIM, acorda quantas vezes na noite: que horario (s):

b. ( )NAO

15) Fatores socioecondmicos:

a. GQGrau de escolaridade
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i. Ensino fundamental incompleto ou completo ()
ii. Ensino médio incompleto ou completo ()
iii.  Ensino superior incompleto ou mais escolaridade ()
16) Tabagismo:
() Nao-tabagista () Tabagista — quantos cigarros/dia: .......... () Ex-tabagista
17) Abuso de bebida alcodlica
a. () NAO, Abstémio
b. () SIM, bebe menos de 3 doses semanais de destilados ou 3 garrafas de
fermentados
c. () SIM, com abuso de bebida alcodlica
1. ( )de3 a7 doses semanais de destilados ou 7 garrafas de fermentados

ii. () Acima de 7 doses semanais de destilados ou 7 garrafas de fermentados

18) Uso de suplementacdo dietética e de micronutrientes (polivitaminico):

19) Esta seguindo as orientagdes nutricionais? () SIM ( )NAO
20) Habitos alimentares: Dentre os alimentos a seguir, o quanto vocé€ gosta? “pouco (P)”,
“moderado (MD)” e “muito (MT)”
() Doces, bolos, chocolates ( ) Massas, paes, pizza ( ) Refrigerantes, sucos

adocados

21) Alguma medicacgdo de uso nao diario/habitual utilizada entre os dias de ontem e hoje? (ex.:
anti-inflamatorios, calmantes...)

22) Realiza atividade fisica: ( ) SIM ( ) NAO
e Frequéncia da atividade fisica:

e Tipo de atividade fisica:
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ANEXO D — Questionario aplicado no grupo controle

QUESTIONARIO CONTROLES

Data da entrevista: Entrevistador(a):

1) Nome Completo:

2) Idade: Data de nascimento:

3) Sexo: (M) (F)

4) Estado Civil: () Casado ou Unido Estavel () Solteiro () Divorciado () Viuvo
5) Peso atual: Altura: IMC:

Mudanga de peso no ultimo ano:

6) Tem historico de obesidade ou sobrepeso? ( ) NAO () SIM
(Fator de exclusao)

7) Tem historico familiar de obesidade ou sobrepeso? ( ) NAO () SIM

8) Ja fez cirurgia bariatrica? ( ) NAO () SIM

(Fator de exclusao)
9) Jateve alguma gestagdo? () NAO ( ) SIM, quantas
10) Possui alguma doenca cronica? () NAO () SIM, qual

11) Doengas autoimunes ou alergias? () NAO () SIM, qual(is)

(Doenga autoimune ¢ fator de exclusao)

12) Algum familiar possui alguma das doencas a seguir? (excluir caso o participante tenha
alguma das doencas)
() Hipertensao ( ) Problemas cardiacos ( ) Cancer, localizag¢do do tumor:

( ) Dislipidemia ( ) Diabetes tipo 2 ( ) Apneia do sono

() Outra doenga cronica, Qual(is):

13) Horario que costuma dormir e acordar:

Horério que dorme: Horério que acorda:

14) Frequéncia intestinal: () 1x ao dia ( ) a cada 2-3 dias ( ) constipado, que frequéncia:
15) Sofre de insonia:

a. () SIM, acorda quantas vezes na noite: que horario (s):
b. ( )NAO

16) Fatores socioecondmicos:

a. GQGrau de escolaridade
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i. Ensino fundamental incompleto ou completo ()
ii. Ensino médio incompleto ou completo ()
iii.  Ensino superior incompleto ou mais escolaridade ()
17) Tabagismo:
() Nao-tabagista () Tabagista — quantos cigarros/dia: .......... () Ex-tabagista
18) Abuso de bebida alcodlica
a. () NAO, Abstémio
b. () SIM, bebe menos de 3 doses semanais de destilados ou 3 garrafas de
fermentados
c. () SIM, com abuso de bebida alcodlica
1. ( )de3 a7 doses semanais de destilados ou 7 garrafas de fermentados
ii. () Acima de 7 doses semanais de destilados ou 7 garrafas de fermentados

19) Medicagdes de uso continuo:

20) Uso de suplementagdo dietética e de micronutrientes (polivitaminico):

21) Restricdes alimentares? () NAO () SIM, qual

22) Habitos alimentares: Dentre os alimentos a seguir, o quanto vocé gosta? “pouco (P)”,
“moderado (MD)” e “muito (MT)”
() Doces, bolos, chocolates ( ) Massas, paes, pizza ( ) Refrigerantes, sucos

adocados

23) Alguma medicag@o de uso ndo diario/habitual utilizada entre os dias de ontem e hoje? (ex.:
anti-inflamatorios, calmantes...)

24) Realiza atividade fisica: ( ) SIM ( ) NAO
® Frequéncia da atividade fisica:

® Tipo de atividade fisica:




		2020-04-17T14:32:52-0300
	Sharbel Weidner Maluf:49652664049


		2020-04-20T17:16:14-0300




