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...mas, as vezes, algo bem dificil nos é dado, e quando essa coisa dificil acontece conosco, é
um desafio observarmos as oportunidades, e aprender alguma coisa que, as vezes, é
dolorosa. Aprender a ter paciéncia, por exemplo. NGs ouvimos que a estrada para a paz ndo
é uma corrida de velocidade, mas sim uma maratona. E preciso paciéncia. E dificil. Pode ser
para lutar pela sua opinido, lutar pela sua convicgéo, pelos seus sonhos. Essa € uma
oportunidade que nos € dada. Para aprender, para sofrer, para lutar, todas essas
oportunidades nos sdo dadas, mas elas sdo oportunidades, e aqueles que se beneficiam
dessas oportunidades sdo os mais fortes. Eles fazem algo com a vida. E aqueles que falham
recebem outra oportunidade. Nés sempre recebemos outra oportunidade. Essa é a
maravilhosa riqueza da vida. Como cada um de n6s pode encontrar um método para viver
em gratiddo, ndo somente ser grato de vez em quando, mas ser grato em cada momento? E
um método muito simples. E tdo simples, que é na verdade o que nos foi dito na infancia,
quando aprendemos a atravessar a rua. Pare. Olhe. Siga. Isso é tudo. Porém passamos pela
vida com pressa. NGs ndo paramos!!! Perdemos a oportunidade porque ndo paramos. Temos
que parar e nos aquietar. E temos que construir placas de "pare" em nossas vidas. Quando
VOCé para, a proxima coisa € olhar. VVocé olha. VVocé abre os olhos. VVocé abre seus ouvidos.
Vocé abre todos os seus sentidos para essa maravilhosa riqueza que nos é dada. Nao had um
fim para isso, e é disso que se trata a vida, aproveitar o que nos é dado.

David Steindl-Rast
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RESUMO

A obesidade é uma desordem multifatorial que envolve agentes hereditarios, ambientais e
estilo de vida, e suas consequéncias ndo sdo apenas sociais ou psicologicas, mas estdo
também relacionadas a presenca de comorbidades como hipertensdo arterial, diabetes tipo 2,
doencas cardiovasculares e varios tipos de cancer. Considerando que as alteracdes genéticas
relacionadas a obesidade nao séo totalmente conhecidas, assim como nédo se sabe a possivel
acdo da suplementacdo nutricional sobre tais alteracbes, o presente estudo teve como
objetivo avaliar a relacdo entre a ingestdo de micronutrientes, alteracdes genéticas e perfil
inflamatdrio em um grupo de 30 mulheres com obesidade morbida, com idade entre 20 e 45
anos e submetidas a cirurgia bariatrica. A suplementacdo nutricional consistiu da ingestao
(p6 diluido em 4gua) de vitaminas e micronutrientes correspondentes a duas DRIs (Ingestdo
Dietética de Referéncia) por dia, durante 10 semanas antes e 24 ap0s a cirurgia bariatrica. O
total de 30 mulheres eutroficas saudaveis, ndao fumantes e pareadas por idade as obesas,
constituiu o grupo de referéncia. Todos os parametros avaliados nas mulheres obesas foram
mensurados em trés momentos: antes da suplementacdo nutricional (M1); 8 semanas ap6s 0
inicio da suplementagdo e uma semana antes da cirurgia bariatrica (M2); e seis meses apds 0
procedimento cirdrgico (M3). Os testes do cometa e do micronucleo foram utilizados para
medir, respectivamente, os niveis de danos primarios no DNA e as frequéncias de alteracdes
citogenéticas em células do sangue periférico. As mulheres obesas, nos trés momentos
mensurados, apresentaram maiores niveis (p < 0,05) de danos no DNA que as eutréficas
(grupo controle). No entanto, seis meses ap0s a cirurgia bariatrica, foi significativa a reducdo
dos danos, quando consideradas apenas as obesas, muito embora os niveis ndo voltassem a
atingir valores proximos ao do grupo controle. Frequéncias aumentadas de células
micronucleadas foram detectas nas mulheres obesas antes da cirurgia bariatrica em relacdo
as eutroficas. Contudo, seis meses apds a cirurgia a frequéncia diminuiu significativamente,
ficando semelhante & do grupo controle. Diminui¢Bes significativas de citocinas
inflamatorias foram observadas nas mulheres obesas, tanto apds o inicio da suplementagéo
de micronutrientes, como apds a cirurgia. A avaliacdo do perfil de expressdo génica pela
técnica de microarranjos de DNA mostrou que as mulheres obesas, antes da suplementacao
nutricional, apresentavam hiperexpressdo de genes relacionados a vias de metabolismo
energético e lipidico e perfil inflamatério. Apds a suplementacdo, foram observadas

modificacdes no perfil de expressdo desses genes, além da modulacdo de genes de vias



como viabilidade celular e reparo de DNA. Por outro lado, apos o procedimento cirurgico e
a concomitante suplementacgdo nutricional ocorreu modulacdo de genes envolvidos em vias
de metabolismo energético e processos inflamatérios, possivelmente devido a significativa
perda de peso e consequente diminuicdo do IMC. Concluindo, do ponto de vista genético,
este estudo demonstrou a importancia da suplementacdo nutricional em mulheres com
obesidade morbida, antes e ap6s a cirurgia bariatrica, embora ndo tivesse sido possivel
discriminar a extensdo dos seus efeitos frente & perda de peso ocorrida apds o procedimento

cirurgico.

Palavras chave: obesidade morbida, suplementacdo nutricional, lesdes génicas, perfil

inflamatdrio, expresséo génica.



ABSTRACT

Obesity is a complex disease that originates from a combination of social, environmental
and genetic factors. Furthermore, it is associated with comorbidities such as hypertension,
type 2 diabetes, heart disease and various types of cancers. Since the relationship among
genetic alterations, nutritional supplementation and obesity are not fully understood, this
study aimed to evaluate the effects of micronutrient intake on genetic and inflammatory
profile in a group of 30 morbidly obese women, aged between 20 and 45 years and
undergoing bariatric surgery. The nutritional intervention consisted of two recommended
dietary allowance (RDA) of vitamins and micronutrients per day, for 10 weeks before and
24 after the bariatric surgery. A total of 30 healthy normal-weight, non-smokers and
matched for age to the obese women were recruited as a control group. All the checked end-
points in obese the women were measured at three moments: before nutritional
supplementation (M1); 8 weeks after beginning of supplementation and one week before
bariatric surgery (M2); and six months after surgery with simultaneous nutritional
supplementation (M3). The comet and micronucleus tests were used to measure the levels of
primary DNA damage and the frequency of cytogenetic changes in peripheral blood cells,
respectively. Obese women at the three measured moments, presented higher levels (p
<0.05) of DNA damage than the control group. However, six months after the bariatric
surgery the genetic damage was significantly reduced compared to the obese women before
nutritional supplementation, but the amount did not reached the control group level.
Similarly, increased frequencies of micronucleated cells were detected in obese women
before bariatric surgery compared to the control group. However, six months after surgery
this frequency decreased significantly, being similar to that in the control group. Significant
reduction of inflammatory cytokines was observed in obese women after four weeks after
the beginning of nutritional, as well as after surgery. Gene expression profiling was
investigated using DNA microarrays. Data showed upregulation of genes related to energy
and lipid metabolism, and also to inflammatory pathways in obese women before nutritional
supplementation. Changes in these gene expression and also modulation of gene associated
to cell viability and DNA repair pathways were observed after the nutritional
supplementation. Six month after the surgical procedure and nutritional supplementation
genes involved in energy metabolism and inflammatory pathways were modulated, probably
due to the significant weight loss. In conclusion, this study showed the importance of



nutritional supplementation, both before and after bariatric surgery. However, it was not

possible to distinguish the extension of its effects after surgery because of the weight loss.

Key words: morbid obesity, nutritional supplementation, DNA damage, inflammatory

profile.



| - INTRODUCAO

1.1 Consideracdes iniciais

A obesidade é uma doenca crbnica multifatorial, caracterizada pelo acimulo
excessivo de gordura corporal, derivada do desequilibrio energético, no qual a ingestdo
excede 0 gasto de energia. Fatores genéticos (polimorfismos, alteracBes transcricionais) e
epigenéticos (metilacdo do DNA, RNAs ndo codificadores) atuam de maneira integrada e
dindmica com fatores ambientais e, assim, contribuem para o estabelecimento e perpetuagédo
do fendtipo da obesidade (Palou & Bonet, 2013; Henninger et al., 2014; Vuillaume et al.,
2014; Huang & Hu, 2015). O consumo de alimentos com alta densidade cal6rica, no qual ha
ingestdo de quantidades de proteinas, carboidratos e gordura além das recomendadas,
associado a reducdo dos niveis de atividade fisica, se mostram como importantes fatores

ambientais causadores do aumento da prevaléncia de individuos obesos (Keith et al., 2006).

Apesar do grande numero de estudos que identificaram variantes genéticas
especificas em individuos obesos, estd bem estabelecido que apenas tais componentes nao
resultam em obesidade sem que também haja exposicdo a um ambiente obesogénico (Fraser
et al., 2009). Os fatores genéticos e variantes génicas (por ex., SNPs - Single-nucleotide
polymorphism; polimorfismo de base unica) podem determinar a susceptibilidade de um
individuo a obesidade por meio de uma série complexa de mecanismos que regem vias e
sistemas reguladores em diferentes niveis, incluindo a ingestdo e gasto de energia e 0
controle e distribuicdo de nutrientes entre tecido adiposo e massa magra. Além disso, vale
ressaltar que muitas doencas humanas sdo inteira ou parcialmente causadas por agentes
quimicos ambientais, os quais podem levar a modifica¢fes genéticas e/ou epigenéticas no
genoma. No entanto, apesar das modificacbes epigenéticas, o estilo de vida, habitos

alimentares e agentes ambientais também podem afetar fatores de transcri¢cdo celular,
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horménios, mecanismos inflamatorios e microbiota, contribuindo, consideravelmente, para a
epidemia de obesidade observada atualmente (Stienstra et al., 2006; Diamanti-Kandarakis et

al., 2009; Jin-Qiang et al., 2009; Giovanni et al., 2010; Greiner & Béckhed, 2011).

A obesidade é considerada importante causa de mortalidade, além de representar
uma séria ameaca a salde, pois esta associada ao aumento de risco para o desenvolvimento
de diversas comorbidades, como o diabete tipo 2, doengas cardiovasculares, sindrome
metabdlica, hipertensdo, infarto e alguns tipos de céancer (Frayling et al., 2007; Imes &
Burke, 2014). Segundo dados da Organizagdo Mundial da Saude (WHO) a obesidade
atingiu proporcfes epidémicasem todo o mundo, sendo responsavel, direta ou
indiretamente, por pelo menos 3,4 milhGes de mortes a cada ano. Antes associada a paises
desenvolvidos, a obesidade é hoje também prevalente em paises em desenvolvimento, se

tornando um problema de satde pablica (WHO, 2015).

O Indice de Massa Corporal (IMC) é o pardmetro comumente utilizado para
classificar o grau de obesidade individual. O calculo leva em conta o peso e a altura (kg/m?),
de modo que individuos com IMC acima de 24,9 kg/m? séo classificados como tendo
excesso de peso, e aqueles com IMC acima de 30 kg/m? séo considerados obesos (Bastien et

al., 2014).

1.2 — O tecido adiposo

O tecido adiposo desempenha papel primordial na manutencdo da homeostase
energética, sendo o principal responsavel pelo armazenamento e mobilizacdo de energia no
organismo. A expansdo do tecido adiposo observada na obesidade ocorre por meio de dois
processos concomitantes: hipertrofia (aumento do tamanho) e hiperplasia (aumento do

numero) dos adipdcitos. Atualmente, no entanto, é de conhecimento que o tecido adiposo
2



também desempenha papel importante como 6rgdo enddcrino altamente funcional, sendo,
em pessoas obesas, uma fonte de sinalizacdo pro-inflamatéria com impacto sistémico

(Murdolo et al., 2013; Le Lay et al., 2014; McGown et al., 2014).

De fato, sabe-se que a obesidade ¢ um estado inflamatério de baixa intensidade,
derivado da producdo de diversas citocinas (ou adipocinas) pelo tecido adiposo, as quais,
além de estarem envolvidas no processo inflamatério, também exercem efeitos sistémicos
em 6rgdos como figado, pancreas, coracdo, articulacBes e no sistema nervoso central (Lopes,
2007; Weiss, 2011; Hall et al., 2014). O processo inflamatdrio observado na obesidade
inclui a ativacdo de diversas células do sistema imunoldgico (macrofagos, mondcitos e
neutréfilos), e € desencadeado pela expansdo e hipoxia do tecido adiposo (Masoodi et al.,
2015). Embora os mecanismos moleculares ndo estejam completamente elucidados, a
hipoxia é considerada como o principal evento desencadeador do processo inflamatorio,
embora, na auséncia do fornecimento de nutrientes, a hipertrofia pode provocar necrose dos
adipdcitos e a liberacdo de seus conteudos para 0 espaco extracelular, com consequente

resposta inflamatoria (Cancello et al., 2005; Skurk et al., 2007; O'Rourke et al., 2011).

Dentre os hormonios sintetizados e secretados pelo tecido adiposo, a leptina, a
resistina, a adiponectina, algumas citocinas inflamatorias, como a interleucina 6 (IL-6) e 0
fator de necrose tumoral o (TNF- o), e atinflamatorias, como a interleucina 10 (IL-10),
podem, dentre outras fungdes, influenciar a homeostase energética, o0 metabolismo lipidico e
da glicose, a homeostase vascular, a resposta imune e fungdes vasculares e de coagulacéo do
organismo. Recentemente, foi verificado que alL-6, o TNF-a e a leptina
desempenham papel importante no desenvolvimento da obesidade. Assim, 0 aumento do

tecido adiposo e da secrecdo de citocinas inflamatdrias tém efeitos pleiotropicos nos eventos



enddcrinos e metabdlicos, 0s quais podem contribuir para a patogénese das comorbidades

relacionadas a obesidade (Galic et al., 2010; Singla et al., 2010; Romacho et al., 2014).

Além das adipocinas, também se observa no tecido adiposo a superprodugdo
de espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs), as quais
danificam/alteram estruturas celulares e macromoléculas, fatos que podem resultar no
desenvolvimento de outras anomalias (Fernandez-Sanchez et al., 2011). E de amplo
conhecimento, que os radicais livres sdo moléculas reativas, com capacidade de interagir
com proteinas, carboidratos e com o DNA e induzir alteracbes genéticas capazes de
provocar importantes mudangas fenotipicas no nivel celular e tecidual, impactando sobre
importantes vias metabolicas (Sahaf et al., 2005; Cerda et al., 2014; Le Lay et al., 2014). H&
varias evidéncias que demonstram, por exemplo, que quando a taxa de danos excede a
capacidade de reparo do DNA, podem ocorrer mudancas fundamentais no desenvolvimento
e funcdo celular, resultando em envelhecimento acelerado e/ou perda do potencial
regenerativo. De fato, 0 aumento da instabilidade cromossémica e defeitos nos sistemas de
reparo do DNA estdo sendo cada vez mais associados a doengas cronico-degenerativas, além
de doencas relacionadas a disfungGes imunoldgicas, cardiovasculares e neuroldgicas
(Fenech, 2010). Além dos danos promovidos diretamente na molécula de DNA, as EROs e
ERNs podem ativar fatores de transcricdo (NF-xB e AP1), ou modular as atividades de
varias proteinas quinases e fosfatases, resultando em mudangas na expressdo de varios
genes, dentre os quais os que codificam citocinas pro-inflamatorias, proteinas relacionadas

ao processo apoptotico e enzimas antioxidantes (Morgan & Liu, 2011; Marinho et al., 2014).



1.3 - Obesidade e alteragfes genéticas

Inimeros estudos relacionam alteracBes genéticas a diversas enfermidades. No
entanto, embora pouco explorados alguns relacionam eventos genéticos e genémicos ao
processo inflamatorio de baixo grau observado em individuos com obesidade morbida.
Segundo Karbownik-Lewinska et al. (2012), tanto o processo de peroxidacéo lipidica como
a concentragdo da 8-OHdG (8-hidroxideoxiguanosina, importante biomarcador de dano
oxidativo no DNA) estdo positivamente correlacionados ao IMC, pressdo arterial,
circunferéncia de cintura/quadril e proteina C reativa. Em estudo anterior, realizado com
pacientes diabéticos e pré-diabéticos, também foi observada correlacdo positiva entre os
niveis da 8-OHdAG e o IMC (Al-Aubaidy et al., 2011). Recentemente, Karaman et al. (2015)
relataram que pacientes com sindrome metabdlica apresentavam aumento de danos no DNA
e da frequéncia de linfocitos micronucleados e correlagdo positiva entre esses eventos
genéticos e a circunferéncia da cintura e IMC. Da mesma forma, Luperini et al. (2015)
encontraram niveis aumentados de danos oxidativos no DNA em individuos com obesidade
morbida, além de uma associacdo positiva do alelo A do gene FTO e maiores niveis de

lesbes génicas.

A identificacdo dos fatores moleculares subjacentes aos distirbios metabdlicos
observados na obesidade pode fornecer informagdes relevantes sobre a complexa rede de
eventos associados a essa disfuncdo, alem de auxiliar na caracterizacdo da resposta
individual diante a determinada intervencdo nutricional ou tratamento cirargico e
medicamentoso (Zdunczyk & Pareek, 2009). A utilizacdo de tecnologias que permitem o
estudo da expressao global e caracterizacdo de produtos génicos, suas funcdes fisioldgicas e
possiveis interacdes, sdo Uteis para esclarecer como micronutrientes podem interagir com o

genoma, atuando na manutencdo da homeostase do organismo, ou contribuindo para o
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desenvolvimento de doengas. A técnica dos microarranjos (microarrays) de DNA, por
exemplo, vem sendo amplamente utilizada para a anélise da expressdo simultanea de um
grande nimero de genes, fornecendo um panorama abrangente para a compreensdo dos
mecanismos moleculares que controlam a resposta celular e fisioldgica frente a uma
variedade de estimulos estressores, e sobre as variagdes nos padrdes e interacdes complexas
entre genes e nutrientes (Zdunczyk & Pareek, 2009). Contudo, pouco se sabe sobre a
expressdo de genes especificos em resposta a intervencdes dietéticas e, menos ainda, sobre o
perfil de expressdo génica global. A magnitude dos dados gerados tem sido desconcertante,
e é cada vez mais consenso que o significado funcional e fisiolégico das alteracBes na
expressdo génica pode ser melhor compreendido examinando-se a modulagéo coordenada de

grupos de genes que atuam em vias especificas (Rendo-Urteaga et al., 2015).

No caso da obesidade, a maioria dos genes estudados parece regular eventos que
ocorrem no sistema nervoso central, como apetite e saciedade (Llewellyn & Wardle, 2015).
Além disso, a associacdo entre estudos que buscam identificar a arquitetura genética
individual e a expressdo génica em larga escala, podem auxiliar na identificacdo de genes
que predispdem os individuos a obesidade. Varios estudos que utilizaram a técnica dos
microarranjos de DNA investigaram genes diferencialmente expressos em individuos com
peso normal e obesos, e individuos obesos antes e apOs processo de perda de peso
(Kolehmainen et al., 2008; Bouchard et al., 2010; Marquez-Quifiones et al., 2010). Clément
et al. (2004), por exemplo, avaliaram o perfil de expressdo génica em mulheres obesas antes
e apos serem submetidas a restricdo calorica, e observaram que a perda de peso levou a
regulacdo de uma grande variedade de moléculas relacionadas a inflamagdo no tecido

adiposo. Além disso, a perda de peso reduziu a expressao de genes de vias relacionadas ao



processo inflamatdrio no tecido adiposo (IL-12 e MCP1) e levou ao aumento da expressdo

de moléculas com propriedades anti-inflamatorias (IL-10 e IL-1 RA).

Com o avango da tecnologia, a avaliagcdo da expressdo génica por microarranjos de
DNA forneceu importantes informacGes para o entendimento da obesidade e comorbidades
associadas. Estudo realizado em 2008 por MacLaren et al. utilizando tecido adiposo de dois
grupos de individuos obesos (sensiveis e resistentes a insulina), mostrou que as atividades
dos genes IKKJ (relacionado a aterosclerose e a obesidade) e JNK (relacionado a apoptose
celular) foram significativamente maiores em individuos obesos resistentes a insulina, e que
essas mudangas foram mais acentuadas no tecido adiposo visceral do que no tecido adiposo
subcutaneo. Em outro estudo, foi observado que antes do procedimento de redugédo de
estdmago, o0 gene da adiponectina (ADIPOQ) apresentava expressdo 3,12 vezes menor em
pacientes obesos diabéticos em comparacdo ao grupo controle. No entanto, no pos-
operatdrio, 0s mesmos pacientes apresentaram expressao 2,79 vezes maior do ADIPOQ em
comparagdo ao grupo controle (Hindle et al., 2010). Mais tarde, esses autores observaram
que apos cirurgia bariatrica, pacientes diabéticos apresentavam diminui¢do na expressao dos
genes da leptina e resistina e que tal modulacdo estaria relacionada a resolucdo do diabetes e
variaria de acordo com o peso perdido e o tipo de procedimento realizado (Edwards et al.,

2011).

De um modo geral, a manutencdo do peso é uma tarefa dificil, mas importante para
os efeitos benéficos da cirurgia bariatrica. Assim, torna-se também relevante conhecer 0s
genes relacionados a regulacdo de processos associados a perda de peso (Johansson et al.,
2012). Sabe-se que o metabolismo de nutrientes e a homeostase energética s&o
rigorosamente controlados por varios sistemas que envolvem fatores de transcrigdo

especificos, e que, além disso, existe uma serie de receptores expressos no trato
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gastrointestinal, glandulas enddcrinas e tecido adiposo, dentro 0s quais se destacam
receptores de nutrientes e derivados metabolicos (GPR41, GPR43, FXR, TGR5); receptores
de hormoénios gastrointestinais (CCKAR, CCKBR, GIPR, GLP1R) e receptores de
neuropeptidios (NTSR1, ADCYAP1R1, VIPR1, VIPR2), os quais podem atuar como sensores
que modulam as funcbes destes 6rgdos, dependendo da situacdo metabdlica individual.
Assim, a expressdo desses genes relativos a tais sensores metabolicos em células do sistema
imunoldgico, pode, também, contribuir para a regulacdo das fung¢fes imunoldgicas e para a
patogénese do processo inflamatério de baixo grau observado na obesidade (Pivovarova et

al., 2015).

Embora ja tenham sido realizados estudos relacionando a suplementacdo nutricional,
estresse oxidativo e modificacdes genémicas a diversas enfermidades, sdo ainda escassas
informacg0es associadas & obesidade morbida. Portanto, o presente estudo foi delineado nessa
direcdo, visando gerar conhecimentos que possam contribuir para o esclarecimento da
complexa rede de eventos moleculares associados a obesidade, os quais, no futuro, possam
ser utilizados para o estabelecimento de estratégias terapéuticas e de prevencdo dessa

disfuncéo organica.

1.4 - Obesidade e suplementacéo nutricional

A manutencdo da salde exige dieta equilibrada, composta por uma mistura complexa
de macro e micronutrientes essenciais. Assim, determinar a composi¢cdo dos alimentos e
entender como podem interagir no e com o organismo e modular a salde, sdo acgdes
importantes para a prevencdo e o tratamento de doengas. Nesse contexto, o uso de técnicas
de biologia molecular nas pesquisas nas areas da Medicina e da Nutri¢cdo deu origem a novo

0 campo da ciéncia, a Nutrigenémica (Masotti et al., 2010).



A Nutrigendbmica introduziu perspectiva inovadora nas recomendag0es nutricionais,
que passam a ser individualizadas e influenciadas por caracteristicas genéticas. Por meio de
andlises moleculares, esse novo campo da ciéncia vem gerando conhecimento sobre como os
alimentos e micronutrientes podem interagir com o genoma e como 0 organismo responde a
tais interacdes (Liu & Qian, 2011; Dauncey, 2012; Cozzolino & Cominetti, 2013; Cruz et
al., 2013; Sales et al., 2014). Sabe-se que a resposta do organismo frente a acdo de
componentes bioativos dos alimentos é dependente da arquitetura genética individual. Por
outro lado, tais componentes podem modificar a estrutura (compactacdo da cromatina) e a
atividade (expressao ou repressao génica) do genoma por meio de varios mecanismos, como

a metilacdo do DNA, a acetilacdo e metilacdo de proteinas etc. (Farhud et al., 2014).

Desde a ultima década, estudos de Nutrigenbmica tém sido especialmente
direcionados para disfuncfes organicas e doencas cronico-degenerativas (Sales et al., 2014).
No caso da obesidade, a adequacdo da ingestdo de micronutrientes ndo é importante apenas
para a manutencao da satde, mas, também, para alcangcar 0 maximo sucesso na manutengao
da perda de peso em longo prazo. Além disso, 0s metabdlitos provenientes dos
micronutrientes ingeridos podem trazer beneficios a regulacdo da saciedade, absor¢do, taxa
metabdlica, metabolismo lipidico e de carboidratos, funcbes da tiredide e glandulas supra-
renais, armazenamento de energia, homeostase da glicose, atividades neurais, dentre outros
(Aills et al., 2008). Muitos individuos obesos apresentam, antes e apos a cirurgia bariatrica,
deficiéncias nutricionais de vitamina D, &cido félico, vitamina B12, entre outras, sendo que
as principais complicaces podem permanecer por mais de 20 anos ap6s a cirurgia. Estima-
se que aproximadamente 30% dos pacientes submetidos a cirurgia irdo desenvolver alguma
complicacéo relacionada a nutricdo em algum momento apds o procedimento cirdrgico. Por

esta razdo, a avaliacdo (incluindo niveis séricos de vitaminas e minerais) e a suplementacéo



nutricional devem ser realizadas antes da cirurgia, a fim de evitar, retardar ou minimizar o
desenvolvimento de complica¢fes no periodo pds-operatério (Bal et al., 2011; Bordalo et

al., 2011).

As principais complicagfes relacionadas a falta de nutrientes em pacientes
submetidos a cirurgia bariatrica incluem a anemia (ferro, acido folico, vitaminas B12, A, E,
cobre e zinco), a doenca metabdlica 6ssea (célcio, vitamina D), a desnutricdo protéico-
calorica, a esteatorréia, a encefalopatia de Wernicke (tiamina), a polineuropatia e miopatia
(tiamina, cobre, vitaminas B12 e E), distdrbios visuais (vitaminas A e E, tiamina) e erupcdes
cuténeas (zinco, acidos graxos essenciais, vitamina A). A etiologia dessas deficiéncias é de
origem multifatorial, com contribuicbes provenientes da ingestdo dietética reduzida,
escolhas alimentares alteradas e da méa absorcdo (Fujioka et al., 2011). Devido a
persisténcia, ou até mesmo ao agravamento das deficiéncias nutricionais no periodo pos-
operatdrio, ¢ fundamental garantir um estado nutricional ideal, com rotina de triagem
seguindo recomendagdes adequadas de suplementagdo (Toh et al., 2009). A prescri¢do de
suplementos de vitaminas e minerais é amplamente indicada, embora ndo existem dados na
literatura sobre composicao e dosagem adequadas e especificas para pacientes submetidos a

cirurgia bariatrica (Bloomberg et al., 2005; Gasteyger et al., 2008).

Embora ndo haja consenso sobre o nivel de micronutrientes necessario para
prevencdo de danos geneticos, admite-se que uma dieta balanceada, com consumo adequado
de frutas e vegetais, associada a estilo de vida saudavel, desempenham papel importante
para um metabolismo celular eficiente e para a protecdo contra lesdes no DNA (Ferguson,
2002; Prado et al., 2010). Nesse sentido, intervengdes nutricionais que atenuem 0s eventos
bioldgicos relacionados, por exemplo, ao estresse oxidativo oriundo do processo

inflamatdrio, podem ser importantes estratégias em termos de salde publica para a
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prevencao de comorbidades associadas a obesidade (Garcia-Bailo et al., 2011; Harvie et al.,
2011). No entanto, segundo Gasteyger et al. (2008), apenas a suplementacéo de rotina com
um complexo multivitaminico padrdo ndo impede a ocorréncia de deficiéncias nutricionais
observadas apds a cirurgia bariatrica. Assim, os autores sugerem, que seja implementado
acompanhamento rigoroso dos pacientes no pds-operatério, a fim de detectar as deficiéncias

mais frequentes, que geralmente incluem as vitaminas B-12 e D, ferro, célcio e &cido folico.

1.5 Cirurgia bariatrica

Embora os medicamentos antiobesogénicos sejam efetivos para a reducdo de peso
em curto prazo, podem induzir efeitos adversos como a hipertensdo, insénia, ndusea, dores
de cabeca, arritmia e boca seca (Bray & Ryan, 2014; Patel, 2015). Com isso, a cirurgia
bariatrica vem sendo considerada como alternativa relevante para o tratamento da obesidade
morbida, uma vez que o paciente perde de 30% a 40% do peso corpéreo (Adams et al.,
2007; Gloy et al., 2013). Contudo, as diferentes técnicas cirlrgicas tém também apresentado
complicagbes associadas. As alteragdes de anatomia e fisiologia gastrointestinal que
promovem a perda de peso, ocasionalmente podem induzir desequilibrios nutricionais
devido a ingestdo diminuida ou perdas nutricionais excessivas secundarias a reconfiguracédo
da motilidade gastrointestinal, do espaco de armazenamento, pH e perfil enzimético

(Dalcanale et al., 2010; Buchwald et al., 2011).

Dentre os principais procedimentos bariatricos, destacam-se a derivagao gastrica em
Y de Roux (DGYR), a banda gastrica ajustavel e o sleeve gastrico (Buchwald & Oien,
2013). Na técnica de derivacdo gastrica em Y de Roux (Figura 1), ocorre uma diminuicao
drastica do estdbmago, com reducdo em torno de 15-30 ml do seu volume original e

consequente diminuicdo da absor¢do do contetdo ingerido, incluindo vitaminas e sais
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minerais. Além disso, 0 duodeno e uma pequena parte do jejuno proximal sdo excluidos do
processo digestivo e obsortivo (Olbers et al., 2003; Manning et al., 2015). Apesar de ser
considerado um método seguro e eficaz, os resultados da DGYR variam consideravelmente
entre os pacientes. Uma pequena, mas significativa propor¢do dos pacientes submetidos a
esse tipo de cirurgia tem perda de peso abaixo do ideal e até mesmo recuperacdo
significativa do peso (Kalarchian et al., 2014). Contudo, apesar desse aparente “insucesso”,
a maioria dos pacientes com diabetes, hiperlipidemia, hipertensdo, alteracdes metabdlicas,
cardiovasculares e problemas respiratérios, apresentam melhora substancial dessas

comorbidades apds a cirurgia (Chang et al., 2014).

Os reflexos da cirurgia bariatrica podem estender-se a varios 6rgdos e/ou processos
fisiologicos, tais como a secrecdo de hormoénios gastrointestinais, gasto energético, a
colonizagdo bacteriana intestinal e 0 metabolismo de &cidos biliares (Mattar et al., 2005).
Além disso, foram também relatadas alteragdes moleculares (na expressdo génica)
relacionadas a esse procedimento cirdrgico, embora 0s mecanismos sejam menos 6bvios e
parecam contribuir para os efeitos benéficos da cirurgia (Maggard et al., 2005; Miras & le
Roux, 2013; Kalarchian et al., 2014). Assim, considerando que a cirurgia bariatrica per se
pode desencadear alteracBGes nutricionais e metabdlicas, esta opcao de tratamento é indicada
apenas a pacientes que apresentam comorbidades associadas, que estdo muito acima do peso
e que ndo obtiveram sucesso na perda de peso por meio de abordagens ndo cirdrgicas

(Fujioka et al., 2011).
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Derivacgéo gastrica em Y de Roux
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Figura 1. Derivacdo gastricaem Y de Roux (adaptado de http://www.bariatric-surgery-
source.com/types-of-bariatric-surgery.html)
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Il - OBJETIVOS

Este estudo teve como principal objetivo avaliar, em mulheres com obesidade
morbida, o efeito da suplementacdo de micronutrientes sobre marcadores genéticos,

gendmicos e inflamatdrios, antes e apos a realizacéo de cirurgia bariatrica.

Obijetivos especificos

v Avaliar e comparar o nivel de danos primarios no DNA (teste do cometa) e de
alteracbes cromossémicas (teste do micronucleo) em células mononucleares do
sangue periférico (PBMCs - Peripheral blood mononuclear cells) antes e ap6s a

cirurgia bariatrica;

v comparar o perfil de citocinas plasmaticas circulantes antes e ap6s suplementagédo

nutricional e antes e ap0s cirurgia bariatrica;

v' analisar o perfil de expressdo génica, antes e apds suplementacdo nutricional e antes

e apos cirurgia bariatrica;
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Il - MATERIAL E METODOS

I11.1- Populagéo do estudo

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina — UNESP, Botucatu — SP — Brasil (ANEXO 1). Todos os voluntarios assinaram

um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXOS 111 e 1V).

O estudo foi realizado com um grupo de 30 mulheres caucasianas, com idade entre
20 e 45 anos (34,6 £ 5,6), que estavam registradas na lista de espera e sendo acompanhadas
para a realizacdo de cirurgia bariatrica no Centro de Gastroenterologia e Cirurgia da
Obesidade vinculado ao Hospital dos Fornecedores de Cana de Piracicaba — SP. Todas as
participantes responderam a um questionario de triagem (ANEXO 11) que teve por objetivo
obter informacdes referentes aos habitos de vida, uso de medicamentos e suplementos
alimentares e historicos clinico. Como critérios de exclusdo foram considerados: o etilismo
(> 40 mg de alcool dia); a presenca de sindromes genéticas associadas a obesidade; a
presenca de hipo e hipertireoidismo, insuficiéncia renal ou hepética, neoplasias, infec¢do por
HIV (virus da imunodeficiéncia humana) e outros tipos de infeccdo; uso de corticosterdides
e reposicdo hormonal no climatério; e a exposicdo a agentes fisicos ou quimicos prejudiciais
a saude. Para o grupo controle, foram recrutadas 30 mulheres eutroficas saudaveis,
caucasianas, da populacdo das cidades de Botucatu e Piracicaba — SP, pareadas por idade ao
grupo de obesas. Como critérios de inclusdo no grupo controle foram considerados: IMC
entre 18,5 e 24,9 kg/m?; mulheres sem histérico familiar de obesidade mérbida; sem pratica
de exercicios fisicos extenuantes; sem consumo de suplementos alimentares; e os critérios

de exclusdo utilizados para o grupo de pacientes obesas.
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111.2 Suplementacéo nutricional

O grupo de mulheres com obesidade morbida (grupo de estudo) recebeu
suplementacdo de vitaminas e sais minerais, a qual iniciada dois meses (10 semanas) antes
da cirurgia bariatrica e seguida por 6 meses na fase poOs-operatoria. Esse suplemento de
micronutrientes foi manipulado por profissional especializado (Proderma Farmacia de
Manipulacdo Ltda, Piracicaba - SP) e fornecido as participantes em capsulas ou em po
(sachés), de acordo com protocolo sugerido por Aills et al. (2008) para cirurgias
disabsortivas: uma Recommended Dietary Allowance - RDA (Institute of Medicine, 2002)
didria antes da cirurgia e duas RDA apds a cirurgia (por 6 meses). A quantidade de
vitaminas e minerais fornecida em 2 RDA correspondeu a: 5000 Ul vitamina A (retinol),
400 Ul vitamina D3 (colecaciferol), 30 mg vitamina E (a-tocoferol), 180 ug vitamina K, 150
mg acido ascorbico, 2,2 mg tiamina, 2,2 mg riboflavina, 28 mg nicotinamida, 10 mg &cido
pantoténico, 2,6 mg piridoxina, 800 pg acido félico, 60 pg biotina, 4,8 pg cianocaobalamina,
350 mg magnésio, 500 mg célcio, 16 mg zinco, 1800 pg cobre, 50 ug cromo, 36 mg ferro,
110 pg selénio, 3,6 mg manganés, 300 pg iodo, 10 pg silicio e 10 pg vanadio. No
fornecimento de 1 RDA, a quantidade de micronutrientes foi exatamente a metade desses

valores.

111.3 Coleta de material bioldgico

De cada voluntaria foram coletados, por profissional habilitado e utilizando material
descartavel, 10 mL de sangue periférico, em trés momentos. A primeira coleta (M1) foi
realizada uma semana antes do inicio da suplementacdo vitaminica (10 semanas antes da

cirurgia bariatrica); a segunda (M2), dois meses ap0s 0 inicio da suplementacdo (uma
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semana antes do procedimento cirirgico); e a terceira (M3), seis meses apds a cirurgia

bariatrica. A coleta de sangue das voluntarias do grupo controle foi realizada uma Unica vez.

111.4 Isolamento de células mononucleares (PBMCs - peripheral blood mononuclear cells)

O isolamento de PBMCs das amostras de sangue periférico foi realizado utilizando-se

o0 tubo CPTM citrato Na, (BD Vacutainer®), de acordo com as instrugdes do fabricante.

1.5 Extracéo e quantificacdo de RNA

Uma amostra de sangue total (20 ml) foi coletada em tubo RNA PAXgene. O RNA
total foi extraido utilizando o PAXgene kit (Qiagen), de acordo com os protocolos do
fabricante, e armazenado a -80°C. A integridade e qualidade do RNA foram avaliadas no

equipamento Bioanalyzer (Agilent 2100; Agilent Technologies).

111.6 cDNA microarray

Amostras de 200 ng de RNA total foram hibridados em ldminas 8 x 60K oligo
microarrays (G4851B, Agilent Technologies) usando o one color (Cy3) Low input Quick Amp
labeling kit (Agilent Technologies, Inc. Life Sciences and Chemical Analysis Group, Santa
Clara, CA, USA), de acordo com as instru¢cbes do fabricante. A transcricdo reversa foi
realizada com o RNA total e os controles spike-in, e as hibridacGes realizadas durante 17
horas a 65 ° C, utilizando sistema automatizado (SureHyb, GE Healthcare UK Limited, UK).
Posteriormente, as laminas foram lavadas com solucdes tampéo, e solucBes de estabilizacao e
secagem (Agilent) foram utilizadas para proteger as sondas de cianina contra a degradacédo. Os
sinais de hibridacdo foram capturados pelo equipamento Scanner GenePix 4000B (Molecular

Devices, LLC, Sunnyvale, CA USA) e os dados de expressao génica foram extraidos a partir
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das imagens digitalizadas por meio do recurso de extracdo (FE), versdo 15.5 (Agilent

Technologies, Inc. Life Sciences and Chemical Analysis Group, Santa Clara, CA, USA).

I11.7 Teste do cometa

Para a realizagdo do teste do cometa (SCGE — Single Cell Gel Eletrophoresis),
aliquotas de 10 pl da suspensdo celular foram adicionados a 120 pl de agarose de baixo
ponto de fusdo a 0,5% e colocados sobre laminas limpas, previamente identificadas e
recobertas com uma fina camada de agarose de ponto de fusdo normal a 1,5%. Em seguida,
as laminas foram cobertas com laminula e colocadas a 4°C, por 5 minutos, para a
polimerizacdo da agarose. ApoOs esse periodo as laminulas foram removidas e as Iaminas
incubadas em solucéo de lise a 4°C (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, Triton X-
100 a 1% e DMSO a 10% com pH 10), onde permaneceram por um periodo de 24 horas, a
4°C, protegidas da luz. Para a deteccdo de danos oxidativos no DNA, os nucle6ides foram
tratados com as enzimas endonuclease 111 (endolll) e formamidopirimidina-DNA glicosilase
(FPG), que permitem a detecgdo, respectivamente, de pirimidinas e purinas oxidadas
(Dusinska & Collins, 2008). Para isso, apés a etapa de lise, as laminas foram lavadas em
PBS (livre de Ca™ e Mg™™) por 5 minutos, posteriormente trés vezes em tampdo Flare 1x
(40mM Hepes, 0,1M KCI, 0,2mg/ml soro albuminico bovino - SAB e 0,5mM EDTA, pH 8)
por 5 minutos e, em seguida, colocadas em camara imida, onde foram tratadas com 50 pl do
tampdo de reacdo enzimatica (950 ul de H,O ultra pura, 40 pl de tampéo Flare 10 x e 10 ul
de SAB) para a quantificacdo dos danos endogenos, ou com as enzimas Endo III (50 ul) ou
FPG (50 ul), ambas diluidas em tampé&o de reacdo enzimatica na proporcéo de 1:1000. Apos
0s respectivos tratamentos, as laminas foram cobertas com laminula, incubadas a 37°C por
45 minutos e colocadas em geladeira por 10 minutos para polimerizagdo da agarose. Ap0s

esse periodo, as laminulas foram cuidadosamente removidas e as laminas transferidas para
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cuba de eletroforese contendo tampéo alcalino gelado e recém-preparado (ImM EDTA e
300 mM NaOH, pH>13), onde permaneceram por 40 minutos para a desespiralizagdo do
DNA. A eletroforese foi conduzida a 25 V e 300 mA por 30 minutos, e posteriormente as
laminas foram incubadas, durante 15 minutos, em solugédo de neutraliza¢do (0,4 M de Tris,
pH 7,5), fixadas com etanol 100% e deixadas a temperatura ambiente para secagem. No
momento da analise, as laminas foram coradas com 70 pl de solugdo de Syber Gold —
Invitrogen/USA (2: 10000), cobertas com laminula e os nucledides visualizados em
microscopio de fluorescéncia (aumento de 400X) acoplado a sistema de anlise de imagem
(Comet Assay IV - Perceptive Instruments, UK). Foram analisados 50 nucle6ides por Iamina,
em duplicatas e como parametro para avaliacdo dos niveis de danos no DNA foi considerado
o tail intensity (intensidade de DNA na cauda). Para cada tratamento enzimético foram
confeccionadas e analisadas duas laminas. Todas as etapas da técnica foram conduzidas sob

luz indireta.

111.8 Teste do micronucleo

Para a realizacdo do teste do microndcleo, asamostras de sangue foram
processadas de acordko com o  protocolo  descrito por Salvadori et al.
(2003). Decorrido quatro horas apés a coleta da amostra de sangue periférico, foi realizado o
isolamento de PBMCs, conforme descrito anteriormente, € 0,5 ml da suspensdo foi
adicionado a frasco de cultura contendo 4,5 ml de RPMI 1640 (com bicarbonato de sédio,
glutamina e antibidtico — CULTILAB, Campinas - SP), 1 ml de soro fetal bovino e 150 ul
de fitohemaglutinina (CULTILAB, Campinas - SP). As culturas foram mantidas a 37°C, em
atmosfera de 5% CO,. Apds 44 horas, foram adicionados 18 pul de citocalasina B (6pg/ml;
Sigma) e a cultura incubada por outras 28 horas. Apos o total de 72 horas, 0 conteudo de

cada frasco de cultura foi transferido para um tubo conico e centrifugado a 800 rpm, por
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5 min. O sobrenadante foi descartado e a suspensdo de células hipotonizada em 5 mL de
solucao de KCI 0,075M. Apds nova centrifugacao (800 rpm, 5 min), o sedimento de células
foi fixado com metanol/acido acético na propor¢do de5:1 (com o acréscimo de 3
gotas de formaldeido) e outras duas vezes com o mesmo fixador na proporcdo de 3:1. Ao
final, a suspensdo de células foi gotejada em laminas de vidro previamente limpas e, apos
secas, coradascom solucdo de Giemsa 5%, por 5 minutos. Todas as laminas foram
codificadas e as analises citogenéticas realizadas em teste duplo cego em microscépio ptico
de luz, com aumento de 400x. De cada sujeito da pesquisa foram avaliadas 1.000 células
binucleadas para a verificacdo da presenca de micronucleos. Foram consideradas células

com pouca ou henhuma sobreposicdo e com citoplasma e nucleo bem delimitados e intactos.

111.9 Perfil de citocinas

O perfil de citocinas plasmaticas foi utilizado por método de imunoensaio utilizando-
se 0 Milliplex® Map kit (Human Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel kit, Millipore
Corp., Billerica, MA) na plataforma Luminex® MAGPIX. Esse método permite a analise
simulténea de mdltiplas citocinas por meio de microesferas magnéticas e fluoréforos. O kit
utilizado permitiu a dosagem das citocinas IL-1a, IL-1pB, IL-1-receptor antagonist (IL-1Ra),
IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-7, IL-8, IL-12P40, IL-12P70, IL-13, IL-15, IL-17A, INFa2, INFy,
IFN-y, inducible protein 10 (IP-10), eotaxin, granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor (GM-CSF), granulocyte colony stimulating factor (G-CSF), tumor necrosis-f (TNF-
B), macrophage inflammatory protein 1-a (MIP1a), macrophage inflammatory protein 1-5

(MIP1p) e vascular endothelial growth factor (VEGF).
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111.10 Andlise estatistica

Os testes Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov foram utilizados para verificar se a
distribuicdo dos dados obtidos pelo teste do cometa e os niveis de citocinas circulantes
seguiam a distribuicdo normal. A distribuicdo gama foi utilizada para a normalizacdo dos
dados e o modelo linear generalizado (GENMOD) para comparacdo entre 0S grupos
(software SAS for Windows v.9.2). Para avaliacdo dos dados demogréficos foram utilizados
os testes t de Student e ANOVA em medidas repetidas, seguidos do teste de Tukey. Para a
analise dos dados do teste do micronucleo foi utilizada a distribuicéo de Poisson. O valor de
p < 0,05 foi adotado como parametro para significancia estatistica. A normalizacdo dos
dados de microarray foi realizada utilizando-se o algoritmo quantile. Apo6s a avaliacdo da
qualidade, foi realizado um processo de filtragem para eliminar os conjuntos de sondas com
baixa expressdo. LIMMA (Linear Models for Microarray Data) (Smyth, 2004) foi usado
para identificar os conjuntos de sondas com expressdo diferencial significativa entre as
condicdes experimentais. Foram considerados genes diferencialmente expressos (p <0,05)
aqueles com Fold Change entre > 0,56 ¢ < -0,56. O processamento de dados e as anlises
estatisticas foram realizados utilizando-se o software R e o Bioconductor (Gentleman et al.,
2005). Para a andlise da funcdo bioldgica e enriquecimento dos dados foi utilizado o
programa IPA (Ingenuity Pathway Analysis). As vias selecionadas foram divididas em
categorias levando-se em conta 0s genes que se correlacionam positivamente (z-score

pOsitivo; superexpressos) e negativamente (z- score negativo; subexpressos).
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IV - RESULTADOS

IV.1 Caracterizacdo da populacéo do estudo

A Tabela | apresenta dados da populacdo do estudo, mostrando diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) para peso corpéreo e IMC (indice de Massa
Corporal) entre as mulheres obesas e 0 grupo controle nos trés momentos de coleta das
informacdes (M1, M2 e M3). Quando considerado apenas o grupo de obesas, foi observada
reducéo significativa do peso corporeo a partir de M2 (M3 < M2 < M1), e de IMC em M3

(M3 < M2 = M1).

Tabela |. Caracteristicas da populacio de estudo em relag&o a peso corpéreo e Indice de
Massa Corporal (IMC)

aandliss (V) corporeo (Kg) IMC (Kg/m)
Controle 60,6 + 6,4 24,3 + 4,5
Obesas
M1 124,6 + 10,5 472 51
M2 118,0 £ 11,1 448 + 51"
M3 89,6 + 8,7°C 33,9+ 34"

Dados apresentados como média + desvio padrdo. M: momento da coleta da
informacdo: M1 - antes do inicio da suplementacéo nutricional; M2 - dois meses
apos a suplementacdo nutricional e antes da cirurgia bariatrica; M3 - seis meses
apés a cirurgia baritrica. * p < 0,05 com relacdo ao grupo controle; letras
diferentes indicam diferenca significativa entre os momentos de analise (M1, M2
e M3).

22



V.2 Danos genéticos (teste do cometa e teste do micronucleo)

A Tabela Il apresenta os dados referentes a danos priméarios no DNA de células
mononucleares do sangue periférico (teste do cometa). Os dados mostraram niveis
aumentados (p < 0,01) de quebras de fita simples, dupla e sitios alcali-labeis em mulheres
obesas em relacdo ao grupo controle, nos trés momentos avaliados (M1, M2 e M3).
Resultados similares foram observados para danos oxidativos em bases pdricas e pirimidicas
do DNA. Considerando apenas as mulheres obesas, a comparagdo entre os trés momentos
evidenciou que os niveis de lesdes no DNA diminuiram significativamente (p < 0,05) de M1
(antes do inicio da suplementacdo nutricional) para M3 (6 meses apds a cirurgia e

suplementacdo nutricional).

Tabela I1. Danos no DNA (tail intensity) em células mononucleares do sangue periférico de

mulheres com obesidade moérbida

Danos oxidativos Danos oxidativos

Grupos Danos no DNA! : S
em purinas em pirimidinas
C?n”_t;O‘;'e 15,68 + 20,85 26,73 + 29,45 23,54 + 25,85
Obe(za_‘zo')'\"l 49,19 + 33,29° 57,06 + 32,37° 54,19+ 32,12°
Obe(iio_)w 43,39 + 32,38 51,02 + 32,86 48,11 +31,81°
Obesas - M3

(1=30) 43,31+31,15 * 48,18 +31,15 * 49,35+ 31,96 *

Dados apresentados como média + desvio padrdo. M1 - antes do inicio da suplementagdo
nutricional; M2 - dois meses ap0s a suplementacéo nutricional e antes da cirurgia bariatrica;
M3 - seis meses ap6s a cirurgia bariétrica; * quebras de fita simples, dupla e sitios &lcali-
labeis; * p < 0,01 em relacéo ao grupo controle; *p < 0,05 (M1 x M3).
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A Tabela Il apresenta a frequéncia (%) de linfécitos micronucleados (LMN) em
mulheres com obesidade morbida e eutroficas (grupo controle). Os resultados mostraram
frequéncias aumentadas de LMN nas obesas antes da cirurgia bariatrica (M1 e M2), quando
comparadas as eutroficas. Apés a cirurgia (M3), a frequéncia de LMN nas mulheres obesas
foi significativamente menor do que aquelas observadas antes da cirurgia (M1 e M2),

ficando semelhante a do grupo controle.

Tabela 11l. Frequéncia (%o) de linfocitos micronucleados (LMN) em mulheres com

obesidade mérbida (n=30) e eutrdficas (n=30)

Grupos Controle Obesas
M1 M2 M3
%o LMN 3,02+ 0,06 488 +0,09""  418+0,07"  3,45+0,05°

Dados apresentados como média * desvio padrdo. M1 - antes do inicio da suplementacdo
nutricional; M2 - dois meses ap0s a suplementacéo nutricional e antes da cirurgia bariatrica;
M3 - seis meses ap6s a cirurgia bariatrica; * p < 0,05 em relacdo ao grupo controle; letras
diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05) entre 0s momentos de analise (M1, M2
e M3) do grupo de obesas.

IV.3 Niveis plasméaticos de citocinas

A Tabela IV apresenta os niveis de citocinas plasméaticas em mulheres com
obesidade morbida e eutroficas (grupo controle). De maneira geral, 0s niveis de citocinas
foram significativamente mais altos nas obesas, especialmente antes da suplementacdo
nutricional (M1). ExcegOes foram detectadas para: IFN-y, IL-10, IL1-B e IL-3, que
apresentaram niveis semelhantes nos dois grupos. Dois meses apds o inicio da
suplementacdo (M2), além das citadas, as citocinas GM-CSF, IFN-02, TNF-B, IL-5, IL-13,

IL-15 e IL-17 também apresentaram niveis similares ao grupo controle. Seis meses apds a
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cirurgia e com a suplementacéo nutricional (M3), apenas as citocinas EOTAXIN, G-CSF,

IP-10, EGF, IL1-B e IL-8, ndo estavam em niveis semelhantes ao grupo controle. Em

resumo, foi observada reducéo significativa dos niveis plasmaticos da maioria das citocinas

de M1 para M3 (M3 < M2 < M1).

Tabela 1V. Concentracdo de citocinas plasmaticas (pg/ml) em mulheres com obesidade
morbida e eutrdficas

Citocina Controle Obesas - M1 Obesas - M2 Obesas - M3
EOTAXINA 3551+151 106,13 + 5,48" 92,77 +9,39" 82,95 + 8,87
G-CSF 36,23 +£2,13 23,71+ 257" 33,39 +5,14" 39,15+ 4,43
GM-CSF 1,63+0,11 2,14 £0,16™ 2,05 +0,26" 1,71+0,17*
IFN-a2 2,34+0,31 3,52 + 0,44 3,04 +0,6"° 2,36 +0,31°
IFN-y 1,46 £ 0,39 1,88 +0,20* 1,72 £0,27* 1,73+0,2°
IP-10 205,08+ 7,75 505,89 +40,29" 447,26 +37,17" 341,14 + 24,99
EGF 57,73+11,89 297,63 +44,04" 209,13 +25,32"* 157,03 + 19,02
MIP-1a 3,52+1,03 11,35 + 3,42"4 8,33 £ 2,52 4,99 + 1,95%
MIP-1p 16,60 + 1,93 49,93 +10,3" 35,98 + 5,79" 21,76 + 4,1°
TNF-B 0,24 +0,01 0,84 +0,49" 0,35 + 0,06° 0,20 +0,02°
IL1-ra 16,64 + 5,67 4,53 + 0,94 12,91 +5,15° 15,70 + 6,91°
IL-1a 3,34+ 10,93 18,39 + 8,3° 11,57 + 8,7°° 3,89 +1,25"
IL1-B 0,20 £ 0,04 0,20 + 0,05* 0,17 +0,04* 0,14 +£ 0,02
IL-2 0,17 £ 0,02 0,45 +0,16™ 0,19 + 0,04 0,17 £0,02°
IL-3 0,04 +0,01 0,04 +0,01* 0,04 +0,01* 0,04 +0,01*
IL-5 0,47 +0,26 0,16 + 0,02 0,56 + 0,34° 0,53 +0,25°
IL-7 0,67 +0,13 2,23 +0,63" 1,11+0,12" 0,80 +0,07°
IL-8 2,01+0,33 16,28 + 5,6™ 11,39 + 3,3* 6,88 + 1,2%
IL-12 (p40) 0,52 +0,08 12,69 + 8,13" 4,94 + 2,98 0,40 +0,08°
IL-12 (p70) 0,89 0,09 31,68 +26,57""  2143+14,72" 1,28 +0,7°
IL-15 0,35+ 0,03 0,63 0,14 0,44 +0,1°® 0,34 +0,03°
IL-17 0,38 + 0,05 1,33+ 0,69 0,28 + 0,05"° 0,27 +0,04°
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IL-13 1,70 £ 0,46 0,34 +0,13" 1,43+1,16° 1,75+ 1,028
IL-4 0,92 +0,13 0,32 + 0,04" 0,51 +0,12*® 0,86 +0,17°

Dados apresentados como meédia + desvio padrdo. M1 - antes do inicio da suplementagdo
nutricional; M2 - dois meses apds a suplementacdo nutricional e antes da cirurgia bariatrica; M3 -
seis meses ap6s a cirurgia bariatrica; * p < 0,05 em relagdo ao grupo controle; letras diferentes
indicam diferenca significativa (p < 0,05) entre os momentos da avaliacdo (M1, M2 e M3) nas
mulheres obesas.

V.4 Expresséo génica

Apos a aplicacdo dos critérios estatisticos, dos 60.000 transcritos avaliados, 1.705
estavam diferencialmente expressos entre o grupo de mulheres obesas em M1 vs. 0 grupo
controle; 534 em M2 vs. M1; 486 em M3 vs. M2 e 934 em M3 vs. M1. Todos esses genes
foram entdo selecionados para anélise de funcéo (Ingenuity Pathway Analysis). As Tabelas
VI, VII, VIII e IX apresentam as principais vias metabdlicas correspondentes aos genes
diferencialmente expressos nas comparagdes entre os grupos de estudo. Entre as obesas em
M1 (antes da suplementacdo nutricional) vs. grupo controle (Tabela VI) destacaram-se vias
biol6gicas como a de metabolismo de carboidratos, de sintese de lipideos e de resposta
inflamatoria; entre obesas em M1 vs. M2 as vias de regulacdo da quantidade de esteroides e
concentragéo de colesterol, a de viabilidade celular e reparo de DNA (Tabela VI); entre M3
X M2 (Tabela VIII) foi observado aumento de z-score para as vias de clivagem de
carboidratos, de sintese de diacilglicerol e hidrolise de fosfoinositideos, além de diminuicéo
na expressao de vias como degranulacdo de neutrofilos, ligacdo de lipideos e liberagdo de
prostaglandina. A analise de M3 x M1 (Tabela 1X), mostrou diminuigdo no z-score de vias
como ativacdo de leucocitos, resposta inflamatdria, inflamacéo do tecido adiposo, liberacéo

de lipidios e necrose, além do aumento da expressdo de genes da via de ligacdo de DNA.
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Tabela VI - Vias e genes diferencialmente expressos em celulas do sangue periférico de mulheres com obesidade modrbida antes da

suplementacdo nutricional e cirurgia bariatrica em relacdo ao grupo controle (M1 vs. C)

Processo Bioldgico p-value z-score Genes
Metabolismo de CEBPA, CHIA, CPT1A, CREBBP, DPM3, EEF1A1, ERBB2, ETNK1, ETNK2, F2R, GCK, GK, GRB10, GUSB,
boidrat 6,64E-03 2,159 HLA-A, IAPP, IDS, IRS2, ITGB1, LIPC, LTF, MAN2A1L, MIOX, MMP2, PIGY, PIKFYVE, PLA2G10, PLAT,
carboiaratos PLCH2, PPP1R3G, PRKCB, S1PR1, STAT3, SULF2, TBXA2R, TKT
] . CEBPA,CREBBP,DPM3,EEF1AL,ERBB2,ETNK1,ETNK2,F2R,GCK,GK,GRB10,HLA-
Sintese de carboidratos  7,40E-03 2,522 AIRS2,ITGB1,LIPC LTF,MAN2AL PIGY PIKFYVE,PLA2G10,PPP1R3G,PRKCB, S1PR1,STAT3 TBXA2R, TKT
Oxidacédo de D-glucose 1,10E-02 2,216 GCK,NOV,NT5C2,SAT1,UCP3
Burst respiratorio 1,85E-03 0,218 CLECAD,ITGA4,ITGB1,LTF,NCF1,PGAM1,PLA2G10,SLC11A1
Infiltracdo celular por APCS,BRAF,C3AR1,CEBPA,CES1,DUSP1,ERBB2,ESR2, F2R, HLA-
Lt 2.11E-03 0,271 AIL17RA,IL4R,ITGA4,ITGB1,KCNE3,LTF,MMP2,MMP9,NCF1,NFKBIZ PLA2G10,PLA2G7,PLAT,RSPO3,STA
leucécitos
T3,VWF
Mlgrgsgssrggsgilulas 6,14E-03 0,122 CDKN1B,DUSP1,F2R,FHL1 ITGB1,MMP9,NOV,PLAT,S1PR1,STAT3,TPT1
ACOT11, APCS, C3AR1, CASP8, CD200, CDK19, CLEC4M, DIAPH1, ERBB2, F2R, GGT5, GNLY, HCAR2,
. HLA-A, IL17RA, IL24, IL27, IL4R, ITGA4, ITGA9, ITGB1, KCNE3, KMT2E, LTF, MAPK9, MGLL, MMP2,
Resposta Inflamatoria 2,63E-03 0,830 MMP9, MSRA, NCF1, NFIL3, NFKBIZ, PARP4, PLA2G10, PLA2G7, PLAT, PRKCB, S1PR1, SLC11Al, SLC1AS5,
STAT3, TBXA2R, TNFSF18, TOLLIP, TPST1
, . APCS, BCL2, BRAF, CASP8, CD200, CEBPA, DUSP1, F2R, IL17RA, ITGA4, ITGB1, MAPK9, MMP9, NCF1,
Acumulo de leucécitos 5,64E-03 0,105 PLA2G10. SIPRL, SH3BP2, STAT3
Metabolismo de Acidos ABCG4, ACOT12, APCS, BCL2, BCL2L1, CASP8. CES1, CPT1A, CYP4Al1, ERBB2, ESR2, FAM57B, GGT5,
8,95E-03 2,787 GNLY, HCAR2, HMGCL, IAPP, IL24, IL27, LIPC, LTF, MAPK9, MGLL, NCF1, NPC1L1, OSBPL1A, PLA2G10,
graxos S1PR1, SDHA, STAT3, TBXA2R, TNXB, UCP3, VWF
Hidrolise de 4cidos graxos  5,88E-03 1,313 ACOT11, LIPC, MGLL, PLA2G10
APC. BCL2, BCL2L1, CASP8, CCHCR1, CEBPA, CES1, CYP4A11, DIAPH1, DPM3, EEF1AL, ERBB2, ESR2,
Sintese de lipideos 127603 1,609 ETNKL, ETNK2, FAM57B, GGT5, GNLY, GPAT2, HSD17B7, IAPP, IDI1, IL24, IL27, ITGB1, LIPC, LTF,

MAPK9, MMP2, MMP9, MZB1, NCF1, NPC1L1, NR5A2, NUS1, OPA1, PIGY, PIKFYVE, PLA2G10, PRKCB,
S1PR1, STAT3, TBXAZR, VWF
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Metabolismo de

: ! 1,43E-02 -0,375 CHIA,ERBB2,GCK,GRB10,GUSB, IDS,IRS2,LIPC,LTF,MAN2AL MMP2,PLAT PPP1R3G,STAT3 SULF2
polissacarideos
Gliclise 1,01E-02 -0,055 BCL2,ENO4,ESRRA,GCK,IRS2,LDHA,NCF1,PGAM1,STAT3,UCP3
Transporte de D-glucose  7,53E-03 0,120 BRAF,CLTCL1,CSF2RB,ERBB3,GCK,GRB10,IRS2,ITGB1,NT5C2,PRKCB,VPS45
Apoptose de leucécitos  1,43E-02 0,327 BCL2,BCL2L1,CASP8,CDKN1B,CEBPA,ERBB2,ETV6,ITGA4, ITGBL,LTK,MZB1,STAT3
Apoptose de linfécitos B 1,77E-03 0,573 BCL2,BCL2L1,CASP8,CDKN1B,ERBB2,ETV6,ITGA4,ITGB1,LTK,MZB1,STAT3
. ) AQP3,BCL2,DIAPH1,ERBB2,ESR2,GNLY,HLA-
Migracdo de células T 1,27€-02 2,356 AHNRNPL IL17RA ITGA4,ITGA9,ITGB1,LTK,PLA2G10,S1PR1,STAT3
Adesdo de leucocitos 3,47E-03 1,982 CLEC4M,CSF2RB,ITGB1,VWF
Diferenciagdo de 1,41E-02 0,557 APCS,BCL2,CEBPA,CSF2RB,GNLY,IL27,LTF,STAT3
monocitos
APCS BRAF,C3AR1,CEBPA, CES1,DUSP1,ERBB2,ESR2,F2R HLA-
Infiltragdo de leucécitos  2,11E-03 0,271 AIL17RA IL4R ITGA4 ITGB1,KCNE3,LTF,MMP2,MMP9,NCF1,NFKBIZ,PLA2G10,PLA2G7 PLAT,RSPO3,STA
T3,VWF
APCS,AQP3,BCL2,BRAF,C3AR1,CEBPA,CESL,CLEC4M,DIAPH1,DUSP1,ERBB2,ESR2,ETV6,F2R,GNLY,HCA
Movimento celular de 5 95E-03 0.868 R2,HLA-
leucécitos ’ ' AHNRNPL,IFNL2,IL17RA IL4R, ITGA4,ITGA9,ITGB1,KCNE3,LTF,LTK, MAPK9, MMP2,MMP9,NCF1,NFIL3,N
FKBIZ,PLA2G10,PLA2G7,PLAT PRKCB,QPCT,ROCK2,RSPO3,S1PR1,STAT3, TNFSF18,VWF
APCS,AQP3,BCL2,BRAF,C3AR1,CD200,CEBPA,CESL,CLECAM,CSF2RB, DIAPHL,DUSP1,ERBB2,ESR2,ETVS,
F2R,GGT5,GNLY,HCAR2, HLA-
Migracdo de leucdcitos  3,40E-03 0,824 AHNRNPL,HSPAIA/HSPA1B, IFNL2,IL17RA, IL4R,ITGA4,ITGAQ, ITGB1,KCNE3 LTF,LTK. MAPK9, MMP2,MM
P9,NCF1,NFIL3,NFKBIZ,PLA2G10,PLA2G7,PLAT,PRKCB,QPCT,ROCK2,RSPO3,51PR1,STAT3, TNFRSF10A, T
NFSF18,TPT1,VWF
Crescimento do figado 8,99E-03 -0,308 BCL2,C3AR1,CDKN1B,CEBPA CSF2RB,CUL3,IL4R,ITGB1,MAPK9,NCF1,STAT3,5TK3,SULF2
Regeneracéo do figado 7,94E-03 0,372 C3AR1,CASPS8,ILAR,MMP9,SAT1,STAT3,SULF2
Actmulo de células 5 03E.03 0130 APCS BCL2,BRAF,CASP8,CD200,CEBPA, DUSP1 F2R IL17RA,ITGA4 ITGB1,MAPK9,MMP9,NCF1,PLA2G10,P
sanguineas ’ ' LAT,S1PR1,SH3BP2,STAT3,WASH1
Secregéo oe 1,05E-02 1,000 MAPK9 PLA2G10,PRKCB STAT3

prostaglandinas

28



Clivagem de &cidos

3.90E-03 1,633 ACOT11,GGTS5,LIPC,MGLL PLA2G10
graxos
Quam'dzgﬁgdfeHDL N0 920E-03 1671 ACOT11,ESR2,IRS2,KCNE3,LIPC,NPC1L1
Produgio de 4cido latico  4,83E-04 1,387 BCL2 ESRRA.EWSR1 GCK,HNRNPAL LDHA STAT3
Metat}%!?g&?ﬂii acido 4 51 op 0,886 CEBPA, DPM3, EEF1AL, ETNK1, ETNK2, ITGBL, LIPC, PIGY, PIKFYVE, PLA2G10, PLCH2, PRKCB
ADARBL ADGRL2, AIP, AMOTLL, APC, ATG14, BCL2, BCL2L1, BRAF, C3ARL, CASP8, CBX5, CCDCS,
CCDC86, CCHCRL, CCNC, CD200, CD33, CDK3, CDKN1B, CEBPA, CES1, CKAP5, COLG6AL, CREBBP,
CSF2RB. DFFA, DIDOL, DLG4, DPM3, DUSP1, E2F4, EEF1AL, EMP2, ERBB2, ERBB3, ESR2, ETV6, EWSRL,
F2R, FBXO17, FGL2, FMOD, GABBRL, GABRP, GCK, GNLY, GPAT2, GRB10, GRIN3A, HCAR2, HDAC2,
Necrose 5 33E.03 0,555 HNRNPAL, HSPALA/HSPALB. IAPP, IFNL2, IL17RA, IL24, IL27, IRS2, ITGA4, ITGBL, IVNSLABP, JUNB,

KHDRBS1, KIAA0101, KIFC3, LDHA, LTB4R2, LTF, LTK, MAGEA3/MAGEAG6, MAN2A1, MAP3K4, MAPKO,
MAT2A, MBD1, MMP2, MMP9, MYBPC3, MZB1, NCF1, NCOAL, NFIB, NFIL3, NFKBIZ, NOC2L, NOV,
NR5A2, NT5C2, OPA1L, PIKFYVE, PLA2G7, PLAT, POT1, PPM1A, PRKCB, RBBP4, ROCK2, RPS6KA1, RRAS?2,
S1PR1, SAT1, SDHA, SF3A1, SH3BP2, SKI, SMG1, SNCB, SRSF2, SSTR3, STAT3, STK3, SULF2, TARDBP,
TBXAZR, TESK2, TFCP2, TNFRSF10A, TNFSF18, TPT1, VWF, WTAP, XRCC2

Os scores sdo calculados pelo weighted Z-test (z-score positivo — genes superexpressos; negativo - subexpressos).
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Tabela VI1. Vias e genes diferencialmente expressos em células do sangue periférico de mulheres com obesidade morbida e sob suplementacéo

nutricional (antes da cirurgia bariatrica) em relacdo a antes do inicio da suplementacéo (M2 vs. M1)

Processo Bioldgico p-value zZ-score Genes
. . ABCG5, ACOT11, ADCY10, BHMT, CHST10, CYP3A7, DBH, DLG2, EDN1, FASLG, ICAML,
Quantidade de esteroides 1,43€-02 1,211 INSIG1, MBTPS1, NPC1L1, NR2C2, NR5AL, PMP22, SLC26A3, SNCA, SPP1, SST
i ABCGS5, ACOT11, ADCY10, BHMT, DLG2, FASLG, ICAM1, INSIG1, MBTPS1, NPC1L1, NR2C2,
Concentracgdo de colesterol 1,73E-02 -1,036 PMP22. SNCA, SPP1
ADCY10, BAX, BLM, BRCA2, CAMLG, CC2D1A, CDK11A, CEACAMS, DDIT3, E2F4, EDNL,
EN1, EPHA4, EPHB2, ERBB3, ETS2, FANCD2, FASLG, FBXO18, FCER1G, HNRNPUL2, ICAMI,
Viabilidade celular 6,68E-03 0,699 IGFBP3, IKZF2, INSIG1, KIF1A, KLK3, LDHA, NR2C2, NR5A1, NRG1, PFDN6, PHLPP2, PMS2,
PPEF2, PRKCG, PRKD1, RARG, REV1, RRM2B, RUNX1T1, SMARCA2, SNCA, SNW1, SPP1,
SRC, SST, TCF7, TERT, TINAG, TRIM21, USP8, WHSC1
Resposta autoimune 2,03E-02 -1,982 BAX,FASLG,LTC4S,MPZ
Metabolismo de esteréides  2,16E-02 -0,436 ABCG5,CYP3A7,EDN1,FECH,GRM1,HDC,HSD3B2,INSIG1,MBTPS1,NPC1L1,NR5AL,UGT2B11
) - BAX,BHMT,CIDEC,CPT1A,DBH,EDN1,GPR84,ICAML IGHGL,INSIGL,KIF20B,NR2C2,NR5AL,NR
AcUmulo de lipidios 2,58E-03 0,724 GLPAFAH1B2 PRKDL .SRC
ADCY10,AHCTF1,ANP32A APH1A APOBEC3B,APOL6,ARELL ARNT2 ATG16L1,ATMIN,ATP2
AL ATXN3,BAX,BLM,BLNK,BRCA2,CAMLG,CARD9,CCDC6,CCDC8,CD164,CDK11A,CEACAM
5 CIDEC,CSNK1A1,CTTN,DDAH2,DDIT3,DNAJC5, E2F4,EDN1,EN1,EPHA4 EPHB2,ERBB3 ETS2,
ADODtose L85E.02 0661 EXO1,FASLG,FCER1G,FOX06,GNA11,GRM1,HSP90AAL,ICAML,IGFBP3,IGHG1,IL17RB,IL4R, |
pop ’ ' RF2BP2,KLK3,LDHA MAP2K3,MBTPS1,MPZ,MXI1,NEDD9,NR5A1,NRG1,NSD1,NSMF,PAFAH1
B2,PMP22,PMS2,PRDM16,PRKCG,PRKD1,PSMG2,RABL6,RARG,ROCK2,RPS6KB1,RRBP1,RRM
2B,RUNX1T1,RXFP2,SELENBP1,SIRT7,SLK,SMARCA2,SNCA,SNW1,5PP1,SRC,SRRT,SST,STR
ADB,TERT, TGFBR3,TINAG, TOP2A, TRIM21, TRIM39,UBR2,VTI1A,WHSC1
Mitogénese 2 06E-02 -0,336 EDN1,ERBB3,IGFBP3,IGHG1,LTC4S,NRG1,RPS6KB1,SPP1,SRC
~ ANP32A,BAX,CCDC6,CHRM5,E2F4, ERBB3,FBX018,FBXO7,GRM1,HSP90AAL,LDHA MAP2K3,
Transformagao celular 2,33E-02 -1,074 MXI1,NRG1,PRKCG,ROCK2,RUNX1T1,SMARCA2,SPP1 SRC TERT
. ADCY10,BAX,BLM BRCA2.CAMLG,CC2D1A,CDK11A,.CEACAMS, DDIT3,E2F4.EDN1 ENLEPH
Sobrevivéncia celular 3,31E-03 0,178

A4,EPHB2,ERBB3,ETS2,EXO1,FANCD2,FASLG,FBXO18,FCER1G,HNRNPUL2,ICAM1,IGFBP3,I
KZF2,1L4R,INSIG1,KIF1A KLK3,LAPTM4B,LDHA NEDD9,NR2C2,NR5A1,NRG1,PFDN6,PHLPP2
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,PMS2,PPEF2 PRKCG,PRKD1,RARG,REV1,RRM2B,RUNX1T1,SMARCA2,SNCA,SNW1,SPP1,SR
C,SST, TCF7,TERT,TINAG, TOP2A, TRIM21,USP8,WHSC1

Gasto energético 8,26E-03 -0,378 ACOT11,BHMT,CIDEC,DDIT3,DLG2,HDC,NR2C2,SDC3

ATMIN, ATXN3, BLM, BRCA2, EXO1, FANCD2, FANCI, HERC2, INTS3, NR2C2, PMS2, PRKCG,

Reparo de DNA 1,55€-03 0,558 PRMT6, RAD51D, REV1, RRM2B, TERT, TOP2A

Os scores sdo calculados pelo weighted Z-test (z-score positivo — genes superexpressos; negativo - subexpressos).
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Tabela V111 - Vias e genes diferencialmente expressos em células do sangue periférico de mulheres com obesidade morbida sob suplementacéo

nutricional e seis meses ap0s a cirurgia bariatrica em relacdo a antes da cirurgia e sob suplementacgéo nutricional (M3 vs. M2)

Processo Bioldgico p-value z-score Genes
Clivagem de carboidratos 2,45E-03 1,446 CHRM3, CTSG, F2, GRMS, MAPK 1, MMP14, PLCB1, PLCG1, TNFSF10
Hidrélise de carboidratos 4,26E-03 1,217 CHRM3,CTSG,F2,GRM8,MAPK1,PLCB1,PLCG1,TNFSF10
Degranulacao de granuldcitos 3,45E-03 -1,000 ANXA3,DEFALI (includes others),F2,ITGAM,PPBP
Liberacao de prostaglandinas 2,02E-02 -0,132 ERBB2,F2,INSR,TNFSF10
APLP1,ARHGEF1,CNOTS8,DDX3X,EIF4G2,ERBB2,FST,HDAC6,IGFBP3,INSR,MAPK 1, MMP14
Sintese de proteinas 1,08E-04 -0,644 ,NANOS1,PHLPP2,PURB,RPL17,RPL39,RPS15A,RPS20,RPS24, RPS6KB1,TNFSF10,TP73,UPF3
A
ADAMTS7,APLP1,ARHGEF1,ARNTL,CNOT8,CSNK2A1,CTSE,CTSG,DDX3X,EIF4G2,ERBB2,
Metabolismo de proteinas 6,07E-03 0,189 F2,FST,HDAC6,HPS4,IGFBP3,INSR,ITCH, KLK3,LTF, MAPK1,MDM4 MME ,MMP14,NANOSI,
PHLPP2,PROC,PURB,RPL17,RPL39,RPS15A,RPS20,RPS24 RPS6KB1,TNFSF10,TP73,UPF3A
Expressio de proteinas 8.02E-03 -0.708 APLP1,CNOTS8,DDX3X, EIF4G2,HDAC6,MMP14, NANOS1,PHLPP2 PURB,RPL17,RPL39,RPS24
P p ’ > ,RPS6KB1,TNFSF10,TP73
Degranulacio de neutrofilos 3,32E-03 -2,000 ANXA3, DEFAL (includes others), ITGAM, PPBP
Hidroélise de fosfoinositideos 7,75E-03 1,566 CHRM3, F2, GRMS, MAPK 1, PLCBI1, PLCG1
Hidroélise de acido fosfatidico 5,79E-03 1,567 CHRM3, F2, GRM8&, MAPK1, PLCB1, PLCG1, TNFSF10
Ligagao de lipidios 1,91E-02 -0,391 CPT1A, F2, HDAC6, LY96, TNFSF10
Sintese de diacilglicerol 7,14E-03 0,849 CHRM3, F2, PLCBI, PLCG1

Os scores sdo calculados pelo weighted Z-test (z-score positivo — genes superexpressos; negativo - subexpressos).
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Tabela X1 - Vias e genes diferencialmente expressos em células do sangue periférico de mulheres com obesidade morbida sob suplementacéo
nutricional e seis meses apds a cirurgia bariatrica em relagdo a antes da cirurgia e antes do inicio da suplementacao nutricional (M3 vs. M1)

Processo Bioldgico

p-value

Z-score

Genes

Ativacdo de leucocitos

6,61E-04

-0,426

ANXAL1, BAX, BCL2L1, BLNK, CAMK4, CAMP, CCRS, CD244, CD40, CTSL, CXCL12, DAPPI,
EDNI1, ERBB2, ETS1, FAS, FCER1G, FLT3LG, FOX03, GDNF, GFI1, HLA-A, ICAM1, IGHGI,
IGHM, IL15RA, IL18R1, IL2IR, ITGAV, KLKB1, LAT2, MGATS, MIF, MPO, NCF1, NFATC2,

NPC1, OSM, PPIA, PSEN2, PTEN, PTPRE, RABGEF1, RELA, SBNO2, SERPING1, SLA2, SNCA,

SPN, SRC, STAT3, TNFSF10, VEGFA

Quimiotaxia de macrofagos

5,55E-04

-0,096

CAMP, CCRS5, CMKLRI1, CTSE, CXCL12, DEFAL (includes others), ERBB2, HCAR2, ICAM1, MIF,
PIK3CB, PLAU, RPL13A

Ligacdo de DNA

6,62E-05

0,422

ADCY6, ARNT, CCAR1, CD40, CDK1, CHRM1, CXCL12, CYP2B6, EDN1, ERBB2, ETS1, FAS,
FOXO03, FOXP4, FYB, GAPDH, GFI1, IL6ST, MAP3K4, MAPK 1, MIF, MTF1, NFATC2, NFKBIB,
NR3C2, NR5A1, OSM, PLAU, PLCGI, PPIA, PSEN2, PTEN, RARG, RB1, RELA, SPN, SRC,
STAT3, TAGLN, TCF23, TERT, TFF3, TRADD, TSNAX, VDR, VEGFA, WTAP

Inflamagao do tecido adiposo

2,44E-03

-1,387

FAS, MPO, OSM, STAT3, VEGFA

Liberagdo de prostaglandinas

1,13E-03

-1,674

EDN1,ERBB2,FCER1G,MIF,PLA2G4A ,RABGEF1,TNFSF10,VEGFA

Quantidade de células
sanguineas

1,41E-04

1,671

APOB,BAX,BCL2L1,BLNK,BNIP3L,CAMK4,CAMP,CCR5,CD244,CD40,CDKN1B,CMKLR1,CTSE
,CXCL12,DAPP1,DMTN,E2F2,E2F4,EPB42,EPHA4,ERBB2,ETS1,ETV2,FAS,FCER1G,FLT3LG,FO
XO03,FYB,GFI1,GNMT,HLA-
AJCAMI,IGHM,IGLL1/IGLLS,IL15RA,IL21R,IL25,IL6ST,IL9R,LAMA3,MAPK1,MBTD1,MDM4,
MFNG,MGAT4B,MIF,MPO,MUC1,NFATC1,NFATC2,NFKBIB,NPC1,NR3C2,0SM,PLA2G15,PLA
U,PLCE1,PLCG1,PPIA,PSEN2,PTEN,RABGEF1,RB1,RBM15,RELA,SLC4A1,SNCA,SPN,SRC,STA
T3,STEAP4,TDP2, TERT,TET2, TNFSF10,VDR,VEGFA,WWOX

Funcao de linfocitos

1,51E-03

1,069

BCL2L1,CCRS5,CD244,CD40,ETS1,FCER1G,FLT3LG,FYB,HLA-
AJICAMI1,IGHG1,IGHM,IL15RA,IL18R1,IL21R,IL9R,LAT2,LDHA MAP3K4,NFATC1,NFATC2,PPI
A,PTEN,RELA,SPN,STAT3,TCF7,TNFSF10,VDR

Morte celular de leucocitos

1,88E-04

-1,195

AKTIP,BAX,BCL2L1,BLNK,CAMP,CCARI1,CCR5,CD40,CDK1,CDKN1B,CXCLI12,E2F2,EPHA4,E
TS1,FAS,FOXO3,GAPDH,GFI1,ICAM1,IGHM,IL15RA,IL6ST,NFATC1,NFATC2,NFKBIB,NR5A1,P
LCGI1,PTEN,RB1,RELA,SPN,STAT3, TERT,TNFSF10,VDR,VEGFA
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Liberagdo de acidos graxos

1,93E-03

-1,638

CAMP,CD40,EDN1,ERBB2,FAS,FCERIG,HCAR2,HTR1B,MAPK1,MIF,PLA2G4A,PLCG1,RABGE
F1,SRTNFSF10,VEGFA

Renovacao de lipideos

2,04E-03

-1,176

ACSL1,ADCYAPIR1,CD244,CHRM1,EDNI1,PLA2G4A

Liberacao de eicosanoides

2,10E-03

-1,935

CAMP,CD40,EDN1,ERBB2,FAS,FCER1G,MAPK1,MIF,PLA2G4A,PLCG1,RABGEF1,SRC,TNFSF1
0,VEGFA

Sintese de eicosanodides

2,20E-03

-1,281

ANXA1,CAMP,CD40,EDN1,ERBB2,FCER1G,FOXO3,IGHM,MAPK1,MGST2,MIF,NCF1,NFATC2,
NPC1,PIK3CB,PLA2G4A,RELA,STAT3,TNFSF10,VEGFA

Apoptose de linfocitos

2,20E-04

-1,667

AKTIP,BAX,BCL2L1,BLNK,CCAR1,CCR5,CD40,CDKN1B,CXCL12,E2F2,EPHA4,ETS1,FAS,FOX
03,GFI1,ICAM1,IGHM,IL15RA ,NFATC1,NFATC2,NFKBIB,NR5A1,PLCG1,PTEN,RBI,RELA,SPN,
STAT3,TERT, TNFSF10,VDR,VEGFA

Apoptose de linfocitos T

2,42E-03

-1,532

AKTIP,BAX,BCL2L1,CCAR1,CCR5,CDKNI1B,CXCL12,E2F2,EPHA4,ETS1,FAS,FOXO03,GFI1,ICA
M1,IL15RANFATCI1,NR5A1,PTEN,RB1,SPN,STAT3,TERT,TNFSF10,VDR

Sintese de prostaglandinas

2,45E-04

-1,361

ANXA1,CAMP,CD40,EDN1,ERBB2,FCER1G,FOXO3,IGHM,MAPK1,MIF,NCF1,NFATC2,NPC1,PI
K3CB,PLA2G4A,RELA,STAT3,TNFSF10,VEGFA

Proliferacdo de linfocitos

2,52E-03

2,125

ABI2,ANXA1,BAX,BCL2L1,BLNK,CAMP,CCR5,CD244,CD40,CDKN1B,CXCL12,DAPP1,E2F2,EP

HB2,ETS1,FAS,FCER1G,FLT3LG,FOX03,FYB,GFI1,HSPA8,ICAM1,IGHG1,IGHM,IGLL1/IGLLS,I

KZF2,IL15RA,IL21R,IL25,IL6ST,IL9R, JAG1,KLF9,LAT2, MFNG,MGAT5,MIF,NFATCI,NFATC2,N
PC1,PIK3CB,PLAU,PTEN,RELA,SHB,SPN,STAT3,TCF7, TERT,TNFSF10,TRADD,VDR,VEGFA

Apoptose de leucocitos

4,60E-05

-1,348

AKTIP,ANXA1,BAX,BCL2L1,BLNK,CAMP,CCAR1,CCR5,CD40,CDKNI1B,CXCL12,E2F2,EPHA4,

ETS1,FAS,FCER1G,FOXO3,GFI1,HCAR2, HSP90AB1,ICAM1,IGHM,IL15RA,IL6ST ,MIF,MPO,NFA

TC1,NFATC2,NFKBIB,NPC1,NR5A1,PLA2G4A ,PLCG1,PTEN,RBI,RELA,SPN,STAT3,TERT,TNFS
F10,VDR,VEGFA

Funcao de leucocitos

7,35E-04

1,234

BCL2L1,CCR5,CD244,CD40,CMKLR1,CSPG4,CTTN,CXCL12,ETS1,FCER1G,FLT3LG,FYB,GFI1,
HLA-
A HSP90AA1,ICAM1,IGHGL,IGHM,IL15RA,IL18R1,IL21R,IL9R,LAT2,LDHA MAP3K4,MIF,MPO,
MPP1,NCF1,NFATC1,NFATC2,PLA2G15,PLA2G4A,PLAU,PPIA,PTEN,RELA,SLA2,SPN,STAT3,T
CF7,TNFSF10,VDR,VEGFA

Lesdo aterosclerotica

8,76E-04

1,179

APOB,CCR5,CD40,ICAM1,IGHG1,MIF,MPO,NCF1,NPC1,NR3C2,PLA2G15,PLAU,SDC4,TNFSF10
,VDR,VEGFA

Morte celular de células
sanguineas

9,23E-06

-1,211

AKTIP,ANXA1,APC,BAX,BCL2L1,BLNK,BNIP3L,CAMP,CCAR1,CCR5,CD40,CDKN1B,CXCLI12,
E2F2,E2F4,EPHA4,ETS1,FAS,FCER1G,FOX03,GFI1,HCAR2,HSP90AB1,ICAM1,IGHM,IL15RA,IL
6ST,MIF,MPONFATC1 ,NFATC2,NFKBIB,NPCI,NR5A1,0SM,PLA2G4A PLCG1,PPIA PTEN,RBI,
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RELA,SPN,STAT3,TERT, TNFSF10,VDR,VEGFA

Resposta inflamatoria 1,81E-03

-0,267

ANXAL, BLNK, CAMP, CCR5, CD40, CMKLR1, CSPG4, CTSE, CXCL12, DEFAI (includes others),
E2F2, EDN1, ERBB2, ETS1, FCERIG, FOXO03, GDNF, HCAR2, HLA-A, ICAMI, IGHG1, IGHM,
IL25, IL6ST, ITGAV, KLKB1, KRT1, MIF, MPO, MPP1, MUC1, MYOIF, NCF1, NFATC2, NFKBIB,
NPCI, OSM, PARP4, PIK3CB, PLA2G4A, PLAU, PON2, PPIA, PSEN2, PTEN, RABGEF1, RELA,
RPL13A, SBNO2, SDC4, SEMA7A, SERPINGI1, SNCA, SRC, STAT3, TRADD, VEGFA

Liberagao de lipidios 6,95E-04

1,442

ADM, ANXAI1, CAMP, CD40, EDN1, ERBB2, FAS, FCER1G, HCAR2, HTR1B, MAPK1, MIF,
NPCI1, NR5A1, PLA2G4A, PLCG1, RABGEF1, SRC, TNFSF10, VEGFA

Renovacao de lipidios 2,04E-03

-1,176

ACSLI1, ADCYAPIRI, CD244, CHRM1, EDNI, PLA2G4A

Necrose 6,77E-06

-0,701

A4GALT, ACER2, ACTB, ADCY6, ADCYAPIR1, ADM, AKTIP, ANP32A, ANXAI, APC, APIS,
APOB, APOLI, ARFIP2, ARNT, ATAD2, ATG13, ATG14, ATXN3, BARDI, BAX, BAZIA,
BCL2L1, BLNK, BNIP3L, BRAT1, CALCR, CAMK4, CAMP, CCAR1, CCAR2, CCDC6, CCDCS,
CCRS5, CD40, CDC20, CDK 1, CDKN1B, CHMP6, CHRM1, CRHR2, CSNK2A1, CSPG4, CTTN,
CXCL12, CYB5A, DCTN3, DDN, DDX3X, DEFAI (includes others), DHX9, E2F2, E2F4, ECELI,
EDN1, EMP2, EMP3, EPHA4, EPHB2, ERBB2, ERBB3, ERCC6, ETS1, FAF1, FANCL, FANCM,
FAS, FCERIG, FLT3LG, FOX03, GABRP, GALNT10, GAPDH, GCLM, GDNF, GFI1, GNMT,
HCAR2, HIST1H2BO, HK2, HSP90AA1, HSP90AB1, HSPAS, HSPB6, ICAMI, IFI6, IGHG1, IGHM,
IKZF2, IL15RA, IL21R, IL6ST, IL9R, IMMT, ITGAV, JAG1, KLF9, LAMA3, LDHA, MAML2,
MAP3K4, MAPK 1, MCOLN2, MCTS1, MDM4, MGATS5, MIF, MKI67, MPO, MTF1, MUC1, NCF1,
NFATC1, NFATC2, NFKBIB, NPC1, NR3C2, NR5A1, NSMF, OSM, PBX3, PIK3CB, PKMYTI,
PLA2G4A, PLAU, PLCE1, PLCG1,PON2, PPIA, PRKAR2B, PSEN2, PTEN, PTPRE, RAB2S,
RABGEF1, RARG, RASDI, RB1, RBX1, RELA, RFWD2, RRM2B, SATI1, SDC4, SEMA7A, SIAHI,
SLC6AS, SLK, SMARCBI, SMOX, SNCA, SPN, SRC, SSTR5-AS1, STARDY, STAT3, STRADB,
STYXLI1, SVIL, TARDBP, TCF7, TDP2, TERT, TFF3, TGM3, TNFSF10, TOP2B, TRADD, TRIM39,
TSC2, USP12, UXT, VDR, VEGFA, VTIIA, WTAP, WWOX, ZFP82

Os scores sdo calculados pelo weighted Z-test (z-score positivo — genes superexpressos; negativo - subexpressos).
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V. DISCUSSAO

Por ser um método eficaz para a perda de peso, as consequéncias da cirurgia
bariatrica vém sendo amplamente estudadas (Maser et al, 2013; Puzziferri et al, 2014;
Gobato et al, 2014). A derivacdo gastrica em Y de Roux (RYGB) é uma cirurgia mal
absortiva do alimento e, portanto, associada a maior prevaléncia de deficiéncias
nutricionais. Apds a intervencdo, a exposicdo do alimento aos sucos biliares e
pancreaticos é modificada, diminuindo a digestdo e, consequentemente, a absorcao de
nutrientes e micronutrientes, o que contribui para 0 agravamento ou aparecimento de
deficiéncias nutricionais nos primeiros seis meses do periodo pos-operatorio. Assim
sendo, recomenda-se que todos os pacientes submetidos a procedimentos cirurgicos de
ma absorcdo sejam tratados com suplementos multivitaminicos que contenham pelo

menos o dobro da dose diaria recomendada (RDA) (Tack & Deloose, 2014).

Estudo anteriormente realizado em nosso laboratério, com o mesmo protocolo
de suplementacdo nutricional, mostrou, primeiramente, que apenas as vitaminas C
(cofator essencial na biossintese de carnitina, metabdlito fundamental no processo de
oxidacdo de &cidos graxos) e E apresentavam niveis séricos abaixo dos valores de
referéncia em mulheres com obesidade mérbida. Com a suplementagdo, apenas 0s
niveis de vitamina E foram restaurados (Campos, 2015). No entanto, diferentemente
desses achados, outro estudo realizado no Brasil evidenciou outras deficiéncias
nutricionais no periodo pré-operatorio, especialmente de magnésio, vitaminas A, B12 e
C, ferro e beta-caroteno, em um conjunto de 80 pacientes que aguardavam a realizagédo
da cirurgia bariatrica (Nicoletti et al., 2013). Com relacdo ao periodo pos-cirargico, a
literatura mostra o agravamento do quadro de desnutri¢do na auséncia de suplementacao

nutricional (Toh et al., 2009). Como tal situagdo ndo foi detectada em estudo
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concomitante ao presente trabalho (Campos, 2015), considera-se que o suplemento
vitaminico e de sais minerais fornecido as participantes teria sido eficaz na manutencéo
dos niveis dos micronutrientes dentro dos parametros de normalidade, até seis meses

apos o procedimento cirargico.

No entanto, é importante ressaltar a dificuldade em se determinar o fator ou
fatores que contribuem para a diminuicdo dos niveis vitaminicos em individuos obesos.
Estudos mostrando, por exemplo, concentragdes inversamente proporcionais da
vitamina C em relagdo ao IMC, indicam que deficiéncias de vitaminas antioxidantes,
como as C e E, podem estar associadas ao processo inflamatorio cronico caracteristico
da obesidade e ao consequente aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) (Johnston et al., 2007; Garcia et al., 2012). Gao et al. (2013) observaram que o
sistema antioxidante pode estar comprometido em situac@es de deficiéncia de vitamina
C, aumentando o risco de comorbidades associadas a obesidade. Dentre as importantes
consequéncias do aumento da concentracdo de EROs esta o fato dessas moléculas
poderem danificar estruturas celulares, proteinas, lipidios e o DNA (Lopes, 2007,
Seifried et al., 2007; Fernandez-Sanchez et al., 2011). Realmente, nossos resultados
demonstraram maiores niveis de alteracbes no DNA (oxidacdo das bases puricas e
pirimidicas) em células do sangue periférico das mulheres obesas em relacdo as
eutrdficas. Resultados similares foram observados na avaliacdo da frequéncia de MN
em linfocitos. Uma explicacdo para esses achados poderia ser, portanto, o estresse
oxidativo resultante do desequilibrio entre os niveis de agentes pré6 (EROs) e
antioxidantes (p.ex. viatminas C e E), levando a lesdes oxidativas no DNA e
deformacfes na sua estrutura, culminando em mutacGes génicas e/ou cromossémicas
(Birben et al.,2012). Apoia esta hipotese, o relato que pacientes obesos apresentam,

além do quadro clinico de dislipidemia e metabolismo de glicose alterados, taxas
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elevadas de marcadores associados a inflamacdo e ao estresse oxidativo (Oliver et al.,
2010). Segundo O’Rourke (2008), mesmo que o tecido adiposo seja o principal foco de
inflamacdo na obesidade, os efeitos resultantes séo sisttmicos, uma vez que as
adipocitocinas produzidas por esse tecido atuam em outros 6rgdos por meio de vias

hormonais.

Sabe-se que 0 estresse oxidativo é importante fator de risco para o
desenvolvimento de doengcas como cancer, diabetes tipo 2 e complicacdes
cardiovasculares (De Pergola & Silvestris, 2013), e que a obesidade, por sua vez, esta
associada a maior risco para o desenvolvimento das neoplasias de co6lon, géastrica e
adenocarcinoma esofagico (Calle et al., 2003; Beavis et al., 2016). Embora o
mecanismo de carcinogénese ndo seja completamente conhecido, 0 aumento do estresse
oxidativo na obesidade e na sindrome metabdlica, e o consequente aumento de danos no
DNA estdo possivelmente relacionados ao processo carcinogénico (Gallagher et al.,
2010; Luperini et al., 2015). A literatura reporta a correlacdo positiva entre 0s niveis
séricos da 8-hidroxi-2'-desoxi-guanosina (8-OHdG) e maior IMC, sugerindo que o dano
oxidativo na molécula de DNA poderia ser decorrente da obesidade (Gandhi & Kaur,
2012). Além disso, sabe-se que leses no DNA podem alterar a regulacdo do ciclo
celular e processos como transcri¢do, replicacdo e reparo da molécula, o que poderia
favorecer a tumorigénese (Al-Aubaidy & Jelinek, 2011). Acrescenta-se ao descrito, que
as EROs geradas durante desordens metabolicas podem causar aumento da condicéo
inflamatoria devido a alteragdes em vias de sinalizagdo do sistema redox e da expressao
de genes de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, levando ao
desenvolvimento de comorbidades (Reuter et al., 2010). Embora a carcinogénese seja
resultado da interacdo de multiplos eventos celulares intrinsecos e extrinsecos, que

incluem instabilidade gendmica e anormalidades proliferativas, a inflamacéo tem como
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caracteristica marcante a capacidade de favorecer a maioria, se ndo todas, as alteracdes
nucleares e moleculares que sdo cruciais na génese tumoral (Hanahan et al., 2011;
Elinav et al., 2013). De maneira geral, estudos recentes, como o0 desenvolvido por Ryan
et al. (2015), sugerem que cerca de 25% dos casos de cancer diagnosticados no mundo
poderiam ser evitados com a reducdo da incidéncia de obesidade. Segundo os autores,
esta disfuncdo metabolica vem estd intimamente associada ao céncer ginecoldgico,

particularmente os de endométrio e ovario.

No entanto, dados recentes tém demonstrado que a suplementacéo
multivitaminica e com micronutrientes antioxidantes (semelhante a utilizada no presente
estudo) é efetiva na prevencdo de danos oxidativos no DNA, além de atuar na
manutencdo da homeostase entre 0s sistemas pré e antioxidantes, diminuindo o estresse
oxidativo (Kim et al., 2013). De fato, nossos resultados mostraram que a reducdo dos
niveis de danos primarios no DNA e da frequéncia de micronucleos seis meses apés a
cirurgia bariatrica (M3), pode ter sido consequéncia do equilibrio organico estabelecido

pela reducdo de peso e pela suplementacdo nutricional.

O teste do microndcleo (MN) tem se mostrado importante ferramenta para a
identificacdo precoce de alteracdes celulares e cromossémicas que podem resultar em
distdrbios para a salde. Considerando que os MN sdo estruturas representativas de
eventos clastogénicos e aneugénicos que podem ter origem, dentre outros mecanismos,
em lesdes primarias no DNA (oxidagdo de bases, quebras de fita dupla etc.) que ndo
foram efetivamente reparadas, as EROs geradas em virtude do estado inflamatério e do
desequilibrio nutricional poderiam ser as responsaveis pelo aumento da frequéncia de
células micronucleadas no sangue periférico das mulheres obesas. Dados de estudos de

intervengdo alimentar sugerem que a combinagdo de varios micronutrientes é mais
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eficaz na reducdo da frequéncia de MN que o tratamento com compostos isolados. De
acordo com a revisdo realizada por Thomas et al. (2011), a redugdo da média de MN em
linfocitos de individuos saudaveis apo6s a suplementacdo com multiplos micronutrientes
é de 33,4%, enquanto ap6s a administracdo de micronutrientes isolados é de apenas 7,6
%. Sabe-se que micronutrientes como o folato e a vitamina B12 desempenham
importante funcdo no metabolismo e manutencdo do DNA (Ames, 2002; Fenech, 2001).
Em situacOes de deficiéncia de folato, por exemplo, ocorre a incorporacéo excessiva de
uracilas no DNA, fato que pode resultar em mutacGes pontuais, quebras de fita simples
e dupla, quebras cromossémicas e formacgdo de microndcleos (Fenech, 2011; Dhillon et
al., 2011). Do mesmo modo, a deficiéncia de vitamina B12 pode levar a incorporagédo
erronea de uracila no DNA por meio da restricdo da sintese e processamento do folato

(Zhang et al., 2003).

Na era pos-genémica, a alimentacdo deixou de ser vista apenas como uma fonte
vital de nutrientes para a manutencdo da saide humana e passou a ser considerada como
agente capaz de atuar na expressdo de caracteristicas genéticas, benéficas ou nao para o
organismo. Ha estudos mostrando a estreita relacdo entre a ingestdo de micronutrientes
e a expressao génica, podendo ser esta relacdo a base do surgimento de processos
fisiopatoldgicos ou, pelo contréario, representar um alvo mais precoce para, por exemplo,
retardar o aparecimento de doencas crénicas associadas (Minihane et al., 2015). Dados
da literatura demonstram que muitos genes diferencialmente expressos em individuos
obesos estdo principalmente relacionados a inflamacéo e a resposta imune (Lee et al.,
2005), ao metabolismo lipidico e da glicose, e a adesdo celular e metabolismo
energeético (Shea et al., 2009). No presente estudo, a avaliacdo da expressao génica em
larga escala pela técnica de microarray mostrou que no grupo de mulheres obesas

comparado ao grupo controle (M1 x C) ocorria, principalmente, aumento na expressao
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de genes relacionados a vias de metabolismo energético (metabolismo e sintese de
carboidratos, oxidacdo de D-glicose, metabolismo de &cidos graxos, hidrélise de &cidos
graxos, sintese de lipidios, metabolismo de acido fosfatidico) e inflamagdo (resposta
inflamatoria, ativacdo, migracdo e acumulo leucocitério, secrecdo de prostaglandinas e
necrose). Esses achados confirmam dados previamente descritos na literatura, indicando
que as alteracdes em tais vias podem realmente estar relacionadas a génese da obesidade
ou serem consequéncias do processo obesogénico (Gregor & Hotamisligil, 2011; Lyons
et al., 2016). De fato, o aumento de lesdes no DNA (quebras de fita simples e dupla,
lesbes oxidativas) observado em células do sangue das mulheres obesas (M1 — antes da
suplementacdo) pode estar associado as alteracBes transcricionais de genes que atuam
em vias de reposta inflamatoria, uma vez que € conhecida a relacdo existente entre

processo inflamatdrio, a producao de EROS e danos no DNA (Birben et al.,2012).

Sé&o varios o0s eventos relacionados ao desencadeamento e propagacdo do estado
inflamatdrio cronico caracteristico da obesidade (Xue & Ideraabdullah, 2016). A
exposicao a acidos graxos livres que iniciam a sinalizacdo inflamatdria, a infiltracdo de
células imunolégicas e mudancas nas populacbes de células inflamatérias, contribuem,
significativamente, para a inflamagdo dos tecidos metabolicos (musculo esquelético,
figado e pancreas). Sob condi¢bes normais de peso, o tecido adiposo tem a capacidade
de armazenar de forma eficaz os acidos graxos livres. No entanto, em individuos
obesos, esta capacidade de armazenagem e metabolizacdo é excedida, resultando em
acumulo e estado inflamatdrio devido a lipotoxicidade decorrente desses processos (Van
Herpen & Schrauwen-Hinderling, 2008). Além disso, sabe-se que alteracfes em vias de
metabolismo de acidos graxos, carboidratos e citocinas inflamatoérias, podem estar
relacionadas a diminuigdo da capacidade antioxidante (Oliver et al., 2010; Lyons et al.,

2016), além de poder inibir determinadas vias de reparo do DNA (Pertynska-
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Marczewska et al., 2010). De fato, os dados referentes a comparacédo entre as obesas sob
suplementacdo nutricional e aquelas ndo suplementadas (M2 vs. M1) sugerem que a
suplementacdo e a perda peso decorrente do inicio do tratamento para a cirurgia
baridtrica podem ter promovido a hipoexpressdo de genes associados a vias do
metabolismo lipidico (concentracdo de esteroides e colesterol) e a hiperexpressdo de
genes que atuam em vias que favorecem a viabilidade celular e reparo de DNA. Sabe-se
que a dieta pode ter influéncia positiva ou negativa sobre o processo inflamatorio e o
estresse oxidativo, ambos relacionados a morte celular por apoptose ou necrose
(Chrysohoou et al., 2004; Sies et al, 2005; Valentini et al., 2015). Diversos fatores
podem desencadear e propagar o estado inflamatorio observado na obesidade, dentre os
quais 0 consumo excessivo de energia e nutrientes e o tipo de nutriente ingerido. Em
particular, a exposicao excessiva a acidos graxos pode aumentar o processo inflamatoério
por promover alteracdes na expressdo de moléculas de adesdo em macrofagos, mediadas
por pela acdo dos genes TRL4 e NFxB, aléem de modular o metabolismo de eicosanoides
(prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos) e a expressdo de citocinas inflamatorias,

afetando a homeostase celular (Valentini et al., 2015; Lyons et al., 2016).

Uma vez que a restricdo caldrica (também evidenciada pela diminuicdo
significativa do peso corporal em M2) se mostra efetiva na regulacdo negativa de genes
relacionados ao metabolismo de adipdcitos (incluindo de acidos graxos, sintese de
triacilglicerol e via glicolitica) e a vias que afetam a fun¢do mitocondrial (por exemplo,
genes envolvidos no ciclo de citrato e fosforilagcdo oxidativa) (Johansson et al., 2012), é
de se supor que pode também promover a diminuigdo da capacidade de armazenamento
e metabolismo energético dos adipdcitos (Capel et al., 2009), o que resultaria na
modulacdo de diversas outras vias metabdlicas. Dados na literatura mostram que

processos oxidativos na molécula do colesterol podem ser modificados pela atividade de
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vitaminas lipossolliveis com acdo antioxidante (Gonzalez-Castejon & Rodriguez-
Casado, 2011). Estudos prospectivos demonstraram que a suplementacdo
multivitaminica (vitamina B6, B12, &cido fdlico, vitamina E, C e B-caroteno) foi capaz
de alterar os indices de hemocisteina e oxidacdo do LDL (low density lipoprotein)
colesterol, protegendo o organismo contra danos lipidicos causados por radicais
superoxido decorrentes do processo de peroxidacdo. Segundo o0s autores, 0S
micronutrientes atuariam por meio de atividade enzimatica direta ou indireta, além do
blogueio de alteragdes proteicas e em &cidos nucleicos (Bunout et al., 2000; Earnest et

al., 2003; Ceriello et al., 2016).

Por outro lado, a hiperexpressdo de genes relacionados a vias de viabilidade
celular (BAX, BLM, BRCA2, ICAM1, RUNX1T1 e USP8) e reparo do DNA observada
nas mulheres obesas sob suplementacdo nutricional, poderia, pelo menos em parte, ser
explicada pela atividade antioxidante de micronutrientes como o folato, o selénio e o
zinco, por estarem, estes, associados a protecdo contra danos genémicos, uma vez que
atuam como cofatores em vias de sintese, reparo e metilacdo génica, prevenindo a
interacdo de EROs com o DNA (Fenech, 2010). Além disso, 0s agentes antioxidantes
provenientes da suplementacdo poderiam ter atuado diretamente sobre as EROs,
eliminando-as do ambiente celular (Ibero-Baraibar et al., 2015). Diversos estudos tém
demonstrado que a inflamacéo crénica de baixo grau, como a que ocorre na obesidade,
pode ser reduzida pela acdo de componentes da dieta, como polifenois, &cidos graxos
poliinsaturados e vitaminas antioxidantes, confirmando os efeitos benéficos e
propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias desses micronutrientes sobre a
inflamacdo, stress oxidativo, homeostase da glicose e alteracGes nos adipdcitos (Frey &

Vogel; 2011; Munoz & Costa, 2013).
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Como as alteragOes decorrentes da cirurgia bariatrica sdo dindmicas, a avaliagéo
do perfil de expressdo génica em um Gnico momento pode ndo ilustrar, por exemplo, 0s
efeitos do remodelamento do tecido adiposo e os consequentes efeitos no organismo
(Poitou et al., 2015). De maneira geral, dados semelhantes aos obtidos apo6s a
suplementacdo nutricional (M2 vs. M1) foram obtidos seis meses apds a cirurgia
bariatrica (M3), em relacdo as obesas, antes da suplementacdo (M3 vs. M1),
evidenciando a diminuigdo na expressao de genes de vias do processo inflamatorio e
metabolismo lipidico, o que confirma resultados previamente descritos na literatura
(Clément et al., 2004; Eissing et al., 2013; Gonzalez-Plaza et al., 2016). Cancello et al.
(2005), por exemplo, descreveram melhorias no perfil inflamatério (reducdo do nimero
de macréfagos no tecido adiposo e hipoexpressdo de genes envolvidos na quimiotaxia
de macréfagos) de obesos trés meses ap0s a perda de peso resultante de cirurgia
bariatrica. Vale ressaltar que, diferentemente do observado antes da realizacdo da
cirurgia (M2 vs. M1), quando a suplementacdo nutricional proporcionou a reducdo da
expressao de genes de vias de metabolismo de esteroides, concentracdo de colesterol e
apoptose, e aumento na expressdo de genes de vias associadas a viabilidade celular e
reparo de DNA (embora ndo havendo reducdo de lesdes primarias no DNA e alteracbes
citogenéticas), a perda de peso decorrente da cirurgia bariatrica, associada a
suplementacdo nutricional (M3 vs. M1), demonstrou ser efetiva na restauracdo e
preservacdo da funcdo celular, atenuando o desbalanco nos niveis de agentes pro-

oxidantes e contribuindo para a diminui¢&o significativa de danos genéticos.

Comparados aos dados obtidos oito semanas ap06s o inicio da suplementacéo
nutricional (porém antes da cirurgia; M2), a analise da expressdo génica seis meses apos
0 procedimento cirdrgico com concomitante suplementagdo nutricional (M3 vs. M2)

mostrou a modulacdo de genes envolvidos em vias de metabolismo energético
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(clivagem e hidrélise de carboidratos e sintese de diacilglicerol), degranulagdo de
neutréfilos e granuldcitos e liberacdo de prostaglandinas (processos inflamatorios),
sugerindo que esta estaria associada a significativa perda de peso e consequente
diminuicdo do IMC decorrente da cirurgia do que propriamente a suplementacao
alimentar. No entanto, ndo pode ser descartado o fato do rigoroso acompanhamento
nutricional apo6s a cirurgia bariatrica ser fundamental para evitar, ou minimizar, as
deficiéncias decorrentes das modificagdes anatdmicas, para o0 processo de cicatrizagdo
tecidual e para a preservacdo da massa magra durante a rapida perda de peso (Aills et
al., 2008). Como mencionado anteriormente, o procedimento cirdrgico por RYGB é um
processo restritivo, mal absortivo e que exerce efeitos neuro-hormonais, com varias
alteracdes funcionais no organismo, as quais podem afetar mecanismos relacionados a
fome e saciedade, levando a diminuicdo da ingestdo de alimentos e alteracdes
metabolicas (Kulick, 2010; Kushner & Neff, 2013; Neeha & Kinth, 2013; Bosnic,
2014). Contudo, de maneira geral, a literatura sugere que a melhora do quadro das
doencas metabdlicas apds cirurgia bariatrica se da, em grande parte, pela reversdo dos
estados enddcrino e imunolégico (processo inflamatério) associados ao tecido adiposo

patogénico (Buchwald et al., 2004; Bays et al., 2009).

Embora os resultados deste estudo tenham demonstrado que a suplementacéo
nutricional pode contribuir para melhorar o metabolismo lipidico e o processo
inflamatorio (aumento do metabolismo de esteroides e colesterol; reducdo e aumento
dos niveis circulantes de citocinas inflamatdrias e anti-inflamatorias, respectivamente)
em mulheres obesas, ndo foi possivel discriminar a extensdo dos seus efeitos frente a
cirurgia bariatrica, uma vez que ndo ha dados referentes a pacientes submetidos ao
procedimento cirdrgico, porém sem a suplementacéo vitaminica'. Contudo, os dados

obtidos fornecem informag0es importantes para pesquisas futuras, as quais objetivem a
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identificacdo de novos alvos terapéuticos e medicamentos que proporcionem melhor

qualidade de vida aos individuos com obesidade morbida.

1 A suplementacdo alimentar faz parte do protocolo estabelecido para o tratamento de pacientes
submetidos a cirurgia bariatrica (ASMBS - Allied Health Nutritional Guidelines for the Surgical Weight

Loss Patient Allied Health Sciences Section Ad Hoc Nutrition Committee)

46



V1. CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que a obesidade morbida esta associada ao aumento de
danos genéticos em ceélulas sanguineas e de citocinas inflamatdrias circulantes, e a
alteragbes na expressdo de genes relativos a vias de metabolismo energético
(metabolismo e sintese de carboidratos e &cidos graxos), resposta inflamatoria (secrecdo
de prostaglandinas) e necrose. Por outro lado, mostrou que a suplementacdo nutricional
per se (antes da cirurgia bariatrica) atuou na modulacdo de genes de vias do
metabolismo lipidico e energético e de viabilidade celular e reparo de DNA.
Adicionalmente, os resultados evidenciaram que a perda de peso decorrente da cirurgia
bariatrica, concomitantemente a suplementacdo alimentar, levaram a reducdo dos
eventos genotoxicos, melhoria do perfil inflamatério e a modulacdo de genes
envolvidos em vias como a quimiotaxia de macrofagos e inflamacéo do tecido adiposo.
Embora exista dificuldade para definir qual(is) o(s) agentes (suplementacdo nutricional
ou perda de peso) foi(ram) responsavel(is) por cada uma das alteracdes observadas nas
mulheres obesas, os dados evidenciaram que a suplementacdo nutricional esteve
especialmente relacionada a vias que favorecem a viabilidade celular. Finalizando, do
ponto de vista genético, este estudo demonstrou a importancia da suplementacdo de
vitaminas e micronutrientes a mulheres com obesidade morbida, antes e ap0s cirurgia

bariatrica.
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ANEXO 1

vl
Sy Universidade Estadual Paulista
v
Unesp Faculdade de Medicina de Botucatu

Distrito Rubido Junior, s/n°- Botucatu — S.P.
CEP: 18.618-970

Fone/Fax: (Oxx14) 3811-6143

e-mail secretaria: capellup@fmb.unesp.br
e-mail coordenadoria: tsarden@fmb.unesp.br

Registrado no Ministério da Satde
em 30 de abril de 1997

Botucatu, 02 de abril de 2012

Tlustrissima Senhora

Prof?. Dr®. Daisy Maria Fdvero Salvadori
Departamento de Patologia da

Faculdade de Medicina de Botucatu

Prezada Prof® Daisy,

Of. 128/2012

De ordem do Senhor Coordenador deste CEP, informo que o Projeto de
Pesquisa (Protocolo CEP 4159-2012) “"Relagdo entre a ingestdo de
neuronutrientes e alteragdes citogenéticas e gendmicas na obesidade
morbida”, a ser conduzido por Bruno César Ottoboni Luperini, orientado por
Vossa Senhoria, com a colaboragdo de Danielle Cristina de Almeida Dionizio,
Maria Rita Marques de Oliveira e Patricia Sousa Novais, recebeu do relator
parecer favoravel, aprovado em reunido de 02/04/2012.

OBS: Ndo hd necessidade de envio & CONEP, pois cumpre a Resolugdo

340/2004-Genética Humana.

Situagdo do Projeto: APROVADO. Os pesquisadores deverdo apresentar
ao CEP ao final da execugdo do Projeto o "Relatdrio Final de Atividades".

Atenciosa

Alberto Santos Capellu
Secretdrio do CEP



ANEXO 2

Ficha de triagem

Nome: Sexo:M ()F ()
Data: [/ [

Data de nascimento: / /

Etnia Cor da

pele

Local do nascimento:

Fones para contato

2) Problemas de saude

Colesterol elevado Problema cardiaco
Triglicérides elevado Problemas com a tirebide
Acido Urico alto Depresséo
Pressao alta Qutros:
Diabetes

Observacoes:

3) Tabagista ( ) SIM ( ) NAO

4) Medicamentos que esta usando:

5) Assinale quais destas doencas seus pais, tios ou irmaos tém:

Diabetes Pressao Alta Obesidade Problema no coracao
P M P M P M P M
Pai/mée
Avo(a)
Tio(a)
Irmé&(o)
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P = paterno M = materno

Peso - Kg Altura - m IMC — Kg/m2

6) Historia do peso

6.1. Ha quanto tempo estad com esse peso?

6.2. Qual foi o seu maior peso? Ha quanto tempo?
6.3. Qual foi o seu menor peso? Ha quanto tempo?
6.4. Ganha peso com facilidade?

( )sim ( )Néao

6.5. Faz algum controle alimentar para a manutencéo do peso atual?
( )sim ( )Nao

6.6. Faz exercicios fisicos para controlar o peso?

( )sim ( )Nao

6.7. Ja fez uso de medicamento para controlar o peso?

( )sim ( )Nao

6.8. Ja fez dieta para controlar peso?

( )sim ( )Nao

Linha do tempo:

Como vocé caracteriza 0 seu peso corporal nas seguintes fases?

Baixo Peso Excesso de Obeso Muito
peso normal peso obeso

Bebe

Crianca
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Adolescente

Jovem

Adulto
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ANEXO 3

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - PACIENTES
Faculdade de Medicina da UNESP - Botucatu

Departamento de Patologia

Eu )
RG , Estado Civil ,Idade__ anos, Residente a
, N° )
Complemento , Bairro , Cidade
, Telefone () , estou sendo convidada a participar

de um estudo sobre obesidade. A obesidade € uma doenca que envolve fatores que
herdamos dos nossos pais, fatores ambientais e de estilo de vida. A obesidade pode
trazer causar problemas sociais, psicologicas, além de hipertenséo arterial, diabetes tipo
2, doencas cardiovasculares e varios tipos de cancer. Portanto, a obesidade tornou-se
um desafio para varios pesquisadores que buscam novos métodos de tratamento e de
prevencdo da doenca. Assim, o estudo que estamos apresentando propde avaliar se a
ingestdo de alguns nutrientes pode ter influéncia sobre os efeitos adversos da
obesidade e da cirurgia bariatrica (de reducédo do estbmago), especialmente sobre os
fatores herdados (genéticos). Esperamos que os resultados fornegam informacées
importantes para entender como a obesidade pode causar tantos problemas a saude e

como podemos reduzir esses problemas.

Esse termo de consentimento que vocé deverd assinar foi elaborado de acordo com a Resolucéo
196/96 do Conselho Nacional de Saude — Ministério da Saude, sobre pesquisa envolvendo seres

humanos.

I. DADOS SOBRE A PESQUISA

Convido a Sra a participar do Projeto de Pesquisa “Relagcdo entre
micronutrientes e efeitos citogenéticos e gendmicos na obesidade mérbida” que
sera desenvolvido por mim, Bruno Cesar Ottoboni Luperini, aluno de doutorado, sob
a orientacao da Dra. Daisy Maria Favero Salvadori no Laboratorio de Toxicogenémica
e Nutrigendmica, do Departamento de Patologia, da Faculdade de Medicina de
Botucatu — UNESP.
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1. Avaliacdo do Risco da Pesquisa: Nao haverd riscos extras pois a coleta da
amostra de sangue para este estudo sera feita durante as coletas realizadas no
acompanhamento clinico preparatoério para a cirurgia de reducdo de estémago.

2. Duracdao Prevista da Participacdo do Paciente Durante a Coleta e Entrevista:
vinte minutos.

ll. EXPLICAGOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE SOBRE A PESQUISA

1. Justificativa e Objetivos da pesquisa: como o nimero de pessoas obesas vem crescendo
muito e como a obesidade é uma doenca que causa muitos problemas de salde, a medicina tem buscado
formas para prevenir e tratar essa doenga e a cirurgia de reducdo de estbmago (cirurgia bariatrica) é uma
das formas. Por outro lado, esta pesquisa que estamos propondo tem por objetivo avaliar se consumo de
algumas vitaminas e sais minerais pode auxiliar na prevencdo e também na reducdo dos maleficios da
obesidade, especialmente aqueles sobre a nossa constituicdo genética (as caracteristicas que herdamos dos
Nossos pais).

2. Procedimentos utilizados: para esta pesquisa serdo utilizadas amostras de
sangue (10 mL) que serdo coletadas em 3 momentos diferentes: o primeiro, uma
semana antes do inicio da suplementacgédo vitaminica e 10 semanas antes da cirurgia; 0
segundo, dois meses apods o inicio da suplementacdo e uma semana antes da cirurgia;
0 terceiro, seis meses ap0s a cirurgia bariatrica. Esse sangue sera utlizado para
analisar a existéncia de alguma alteracdo genética causada pela obesidade e se elas
melhoram apés a ingestdo de vitaminas antes e ap0s a cirurgia. Além disso, cada
pessoa respondera a algumas perguntas (questionario) para saber sobre seu estado de
salde e se existem outras pessoas obesas na familia. Todas as informacdes obtidas
serdo confidenciais, e tanto as amostras de sangue como 0s dados pessoais serao
processados e armazenados no Laboratério de Toxicogendmica e Nutrigenbmica do
Depto. de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP.

3. Beneficios que poderdo ser obtidos: Ndo havera beneficio imediato ao
participante do estudo. Contudo, os resultados poder&o contribuir para novas formas de
tratamento e prevencdo da obesidade e das doencas associadas a ela.

4. Procedimentos vantajosos para o individuo: sera fornecida gratuitamente
ao participante do estudo a suplementacgao vitaminica que é sempre recomendada pelo
médico antes e ap0s a realizagdo da cirurgia de reducao.

Declaro ter sido esclarecido sobre os seguintes pontos:

1. Para a participacdo neste estudo, terei que assinar uma autorizagdo em duas vias,

sendo uma entregue a mim e outra sera mantida em arquivo pelo pesquisador, para a
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10.

11.

coleta de 3 amostras de 10 ml de meu sangue, em 3 momentos diferentes, que serédo
utilizados no estudo;

a minha participacdo como voluntario devera ter a duracéo de aproximadamente 20
minutos, ocasido em que serdo feitos os esclarecimentos e sera coletada amostra do
meu sangue;

me sera fornecida, gratuitamente, a suplementagédo vitaminica que deverei tomar por
periodo de 8 meses antes e ap6s a cirurgia de reducado de estdbmago;

terei a liberdade de responder ou ndo a qualquer pergunta;

fui esclarecido que nédo receberei qualquer remuneracdo financeira por participar
desta pesquisa,;

meu nome serd mantido em sigilo, assegurando, assim, a minha privacidade. Se
desejar, deverei ser informado sobre os resultados da pesquisa e ter acesso, a
gualquer momento, as informacdes sobre procedimentos, riscos, beneficios e outros
assuntos relacionados com a pesquisa, a fim de esclarecer eventuais duvidas;

fui esclarecido sobre a disponibilidade de assisténcia no HCFMUNESP, por
eventuais danos & minha saude, decorrentes da pesquisa;

poderei me recusar a participar ou mesmo retirar meu consentimento a qualquer
momento da pesquisa, sem nenhum prejuizo ou penalizagao.

fui informado que os pesquisadores responsaveis pela pesquisa estardo a minha
disposicédo para quaisquer esclarecimentos a cerca da pesquisa;

qualquer davida ou solicitacdo de esclarecimentos poderei entrar em contato com a
equipe cientifica da Prof® Dra. Daisy Maria Favero Salvadori pelo telefone (14) 3811-
7210 Ramal 220.

qualquer davida adicional, poderei entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa, através do fone: (14) 3811-6143."

Diante dos esclarecimentos prestados, concordo em participar, como voluntaria(o) do

estudo “Relagdo entre micronutrientes e efeitos citogenéticos e gendmicos na obesidade

moérbida’”.

Botucatu, / /

Assinatura do Voluntario

Assinatura do Pesquisador
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NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS PELA PESQUISA,
PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES
ADVERSAS.

Pesquisador Responsavel: Bruno Cesar Ottoboni Luperini
Endereco: Rua Humberto Milanesi N° 159 Pq. Res. Primavera Botucatu - SP
Telefone: (14) 8108-3443 (14) 3354-3739

E-mail: bruno_luperini@yahoo.com.br

Pesquisador Orientador: Prof2 Dra. Daisy Maria Favero Salvadori
Endereco: R. Antonio Sabino Santa Rosa, 70, ap 34C - Vila Santana — Botucatu - SP
Telefone: (14) 3811-7263

E-mail: dfavero@fmb.unesp.br
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ANEXO 4

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - GRUPO

CONTROLE
Faculdade de Medicina da UNESP - Botucatu

Departamento de Patologia

Eu ,
RG , Estado Civil ,Idade___ anos, Residente na
, n° )
Complemento , Bairro , Cidade
, Telefone () , estou sendo convidada a participar

de um estudo sobre obesidade. A obesidade € uma doencga que envolve fatores que
herdamos dos nossos pais, fatores ambientais e de estilo de vida. A obesidade pode
trazer causar problemas sociais, psicolégicas, além de hipertensao arterial, diabetes tipo
2, doengas cardiovasculares e varios tipos de cancer. Portanto, a obesidade tornou-se
um desafio para varios pesquisadores que buscam novos métodos de tratamento e de
prevencdo da doenca. Assim, 0 estudo que estamos apresentando propde avaliar se a
ingestdo de alguns nutrientes pode ter influéncia sobre os efeitos adversos da
obesidade e da cirurgia bariatrica (de reducao do estdmago), especialmente sobre os
fatores herdados (genéticos). Esperamos que os resultados fornegcam informagdes
importantes para entender como a obesidade pode causar tantos problemas a salude e

como podemos reduzir esses problemas.

Esse termo de consentimento que vocé deverd assinar foi elaborado de acordo com a Resolucéo
196/96 do Conselho Nacional de Saude — Ministério da Saude, sobre pesquisa envolvendo seres

humanos.

I. DADOS SOBRE A PESQUISA

Convido a Sra a participar do Projeto de Pesquisa “Relacdo entre
micronutrientes e efeitos citogenéticos e gendbmicos na obesidade morbida” que
ser& desenvolvido por mim, Bruno Cesar Ottoboni Luperini, aluno de doutorado, sob
a orientacao da Dra. Daisy Maria Favero Salvadori no Laboratério de Toxicogendmica
e Nutrigendmica, do Departamento de Patologia, da Faculdade de Medicina de
Botucatu — UNESP.
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1. Avaliacdo do Risco da Pesquisa: Os riscos serdo minimos, havendo apenas o
desconforto no momento da pungao.

2. Duracéao Prevista da Participagdo do Paciente Durante a Coleta e Entrevista:
vinte minutos.

ll. EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO VOLUNTARIO SOBRE A PESQUISA

1. Justificativa e Objetivos da pesquisa: como o numero de pessoas obesas
vem crescendo muito e como a obesidade é uma doenga que causa muitos problemas
colaterais de salude, a medicina tem buscado formas para prevenir e tratar essa doenca.
A cirurgia de reducao de estdmago (cirurgia bariatrica) € uma das formas. Por outro lado,
esta pesquisa que estamos propondo tem por objetivo avaliar se a ingestdo de algumas
vitaminas e sais minerais pode auxiliar na prevencgéo e também na reducéo dos efeitos
deletérios da obesidade, especialmente agueles sobre a nossa constituicdo genética (as
caracteristicas que herdamos dos nossos pais).

2. Procedimentos utilizados: para esta pesquisa sera utilizado amostra de sangue (10 mL) de
mulheres com IMC entre 18,5 e 24,9 m? (normal), que serdo coletados uma Unica vez. Esse sangue sera
utilizado para analisar a existéncia de alguma alteracdo genética causada pela obesidade e se elas
melhoram apdés a ingestdo de vitaminas antes e apds a cirurgia. Além disso, cada pessoa respondera a
algumas perguntas (questionario) para saber sobre seu estado de salde e se existem outras pessoas obesas
na familia. Todas as informacgdes obtidas serdo confidenciais, e tanto as amostras de sangue como 0s
dados pessoais serdo processados e armazenados no Laboratorio de Toxicogendmica e Nutrigendmica do
Depto. de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP.

3. Beneficios que poderdo ser obtidos: Ndo haverd beneficio imediato ao
participante do estudo. Contudo, os resultados poder&o contribuir para novas formas de
tratamento e prevencéo da obesidade e das doencgas associadas a ela.

4. Procedimentos vantajosos para o individuo: O participante do estudo nao
terd vantagens imediatas. Sua participacdo contribuira para o entendimento das causas
da obesidade e, consequentemente, para futura prevencéo dessa disfuncdo em outros
individuos.

Declaro ter sido esclarecido sobre os seguintes pontos:

12. para a participacdo no presente estudo, terei que assinar uma autorizacdo em duas
vias, sendo uma entregue a mim e outra sera mantida em arquivo pelo pesquisador;

13. a minha participacdo como voluntério devera ter a duracdo de aproximadamente 20
minutos, ocasido em que serdo feitos os esclarecimentos e sera coletada amostra do
meu sangue;

14. ao participar deste estudo como individuo do grupo controle (dentro dos parametros
considerados normais) estarei contribuindo para esclarecer os resultados da cirurgia
sobre o estado nutricional, doencas associadas e qualidade de vida de individuos

individuos obesos apés a cirurgia bariatrica;
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15.
16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

terei a liberdade de responder ou ndo qualquer pergunta;

fui esclarecido que néo receberei qualquer remuneracdo financeira por participar
desta pesquisa,;

meu nome serd mantido em sigilo, assegurando, assim, a minha privacidade. Se
desejar, deverei ser informado sobre os resultados da pesquisa e ter acesso, a
gualquer momento, as informag¢8es sobre procedimentos, riscos, beneficios e outros
assuntos relacionados com a pesquisa, a fim de esclarecer eventuais duvidas;

fui esclarecido sobre a disponibilidade de assisténcia no HCFMUNESP, por
eventuais danos & saude, decorrentes da pesquisa;

poderei me recusar a participar ou mesmo retirar meu consentimento a qualquer
momento da realizacdo da pesquisa, sem nenhum prejuizo ou penalizacéo;

fui informado que os pesquisadores que participam desta pesquisa estardo a minha
disposicédo para esclarecimento de qualquer questéo relacionada ao estudo;
qualquer duvida ou solicitacdo de esclarecimentos poderei entrar em contato com a
equipe cientifica da Prof® Dra. Daisy Maria Favero Salvadori pelo telefone (14) 3811-
7210 Ramal 220;

qualquer davida adicional, poderei entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa, através do fone: (14) 3811-6143.

Diante dos esclarecimentos prestados, concordo em patrticipar, como voluntaria(o), do

estudo “Relacdo entre a ingestdo de micronutrientes e alteragdes citogenéticas e

gendmicas na obesidade moérbida”.

Botucatu, / /

Assinatura do Voluntario

Assinatura do Pesquisador
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INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS
PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE
INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

Nome do Pesquisador: Bruno Cesar Ottoboni Luperini
Endereco: Rua Humberto Milanesi N° 159 Pq. Res. Primavera Botucatu - SP
Telefone: (14) 8108-3443 (14) 3354-3739

E-mail: bruno_luperini@yahoo.com.br

Nome da Orientadora: Prof2 Dra. Daisy Maria Favero Salvadori
Endereco: R. Antonio Sabino Santa Rosa, 70, ap 34C - Vila Santana — Botucatu - SP
Telefone: (14) 3811-7263

E-mail: dfavero@fmb.unesp.br
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