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RESUMO

WELENDORF, C.R. Comprimento dos teldmeros e expressdo de genes do
complexo shelterin em mulheres com obesidade submetidas a cirurgia
bariatrica e eutréficas. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto, Universidade de S&o Paulo. Ribeirdo Preto, 2018.

Telobmeros s&o estruturas localizadas nas extremidades dos cromossomos
associadas a um conjunto de proteinas, o complexo shelterin, as quais sé&o
responsaveis pela protecdo e preservagdo do material genético. O complexo shelterin
é formado por seis proteinas denominadas TRF1, TRF2, RAP1, TIN2, TPP1 e POT1.
O comprimento dos telomeros (CT) diminui progressivamente a cada diviséo celular e
evidéncias recentes sugerem que o estilo de vida pode acarretar em um encurtamento
dos teldmeros. Nos individuos com obesidade, o excesso de tecido adiposo exerce
um papel fundamental ao induzir um estado inflamatoério crénico e sistémico, capaz
de gerar o encurtamento do CT. Neste contexto, a cirurgia bariatrica € uma das
modalidades de tratamento mais eficaz na melhora do controle metabodlico da
obesidade. Assim, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar o comprimento dos
teldbmeros e a expressao dos genes POT1, TRF1 e TRF2 em mulheres com obesidade
antes e apos seis meses da cirurgia bariatrica e em mulheres eutréficas. A amostra
foi composta por 48 individuos do sexo feminino com obesidade submetidas a
derivacdo gastrica em Y de Roux (DGYR) e 16 mulheres eutroficas. Tratou-se de um
estudo longitudinal prospectivo no qual foram coletadas medidas antropométricas de
peso e altura para célculo do indice de massa corporal (IMC), circunferéncia
abdominal (CA), composicéo corporal [massa livre de gordura (MLG) e massa gorda
(MG)], ingestéo alimentar e coleta de sangue para avaliacdo bioquimica, andlise do
CT (DNA) e expressao génica (RNA). As mulheres com obesidade foram avaliadas
antes e apds seis meses do procedimento cirdrgico e as eutréficas em um Unico
momento. Como principal resultado, observou-se, apos seis meses do procedimento
cirdrgico, reducdo do peso, IMC, CA, MLG, MG, assim como dos parametros
bioquimicos. Ainda, verificou-se um menor CT entre as pacientes com obesidade
guando comparada as mulheres eutréficas e um aumento no CT apds a cirurgia
quando comparado ao periodo pré-operatério, entretanto, permaneceu significante
menor em relacdo ao grupo controle. Adicionalmente, observou-se que as
modificacdes das concentracdes de triglicérides influenciaram o comprimento dos
teldomeros, mesmo quando ajustado por idade. Com relacdo a expressao génica,
observou-se maior expressao dos genes POT1, TRF1 e TRF2 em mulheres eutroficas
guando comparadas as pacientes com obesidade antes da DGYR; e aumento da
expressdo do gene TRF1 ap6s o procedimento cirdrgico. Conclui-se que o CT de
mulheres com obesidade é significante menor em relacdo as mulheres eutréficas. A
intervencao cirargica mostrou ser eficaz na melhora da composi¢cao corporal, dos
indicadores bioquimicos e capaz de aumentar o comprimento dos teldomeros. Nossos
resultados também demonstraram expressédo aumentada de POT1, TRF1 e TRF2 em
mulheres eutréficas e aumento na expressao de TRF1 apds a cirurgia.

Palavras-chave: Comprimento dos Teldmeros. Obesidade. Cirurgia Bariatrica.
Expressao Génica. Complexo Shelterin.



ABSTRACT

WELENDORF, C. R. Telomere length and gene expression of shelterin complex
in women underwent bariatric surgery and normal weight. 2018. Dissertation
(Master’s degree) — Faculty of Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo.
Ribeirdo Preto, 2018.

Telomeres are structures located at the ends of chromosomes associated with
proteins, the shelterin complex, which are responsible for the protection and
preservation of the genetic material. The shelterin complex is formed by six proteins:
TRF1, TRF2, RAP1, TIN2, TPP1 and POT1. The telomere length (TL) progressively
decreases with each cell division and recent evidence suggests that lifestyle can lead
to telomere shortening. In individuals with obesity, excess adipose tissue plays a key
role in inducing a chronic and systemic inflammatory state, which can cause TL
shortening. In this context, bariatric surgery is one of the most effective treatment
modalities in improving the metabolic control of obesity. Thus, the present study aimed
to evaluate the telomere length and expression of the POT1, TRF1 and TRF2 genes
in obese women before and after six months of bariatric surgery and in eutrophic
women. The sample consisted of 48 obese female subjects submitted to Roux-en-Y
gastric bypass (RYGB) and 16 eutrophic women. This was a prospective longitudinal
study in which anthropometric measures of body weight and height (BMI), abdominal
circumference (AC), body composition [fat free mass (FFM) and fat mass (FM) were
collected], food intake and blood collection for biochemical evaluation, TL analysis
(DNA) and gene expression (RNA). Women with obesity were evaluated before and
after six months of the surgical procedure and the eutrophic ones in a single moment.
As a main result, was observed reduction of the weight, BMI, AC, FFM, FM, as well as
the biochemical parameters after six months of the surgical procedure. Also, there was
a lower TL among obese patients when compared to eutrophic women and a higher
TL after surgery when compared to the preoperative period. However, even with a six-
month stretch of the RYGB, patients with obesity remained with the TL lower than the
control group. In addition, changes in triglyceride concentrations influenced telomere
length, even when adjusted for age. Regarding the gene expression evaluated, the
expression of POT1, TRF1 and TRF2 genes was higher in eutrophic women when
compared to patients with obesity before RYGB; and increased expression of the TRF1
gene after the surgical procedure. It is concluded that the TL of obese women is less
significant in relation to eutrophic women. The surgical intervention showed to be
effective in the improvement of the body composition, the biochemical indicators and
able to increase the telomere length. Our results also demonstrated increased
expression of POT1, TRF1 and TRF2 in eutrophic women and increased expression
of TRF1 after surgery.

Key words: Telomere length. Obesity. Bariatric surgery. Gene expression. Shelterin
complex.
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1. INTRODUCAO

A historia dos teldmeros comecou em 1938, quando o geneticista Herman
Muller observou que os cromossomos tinham propriedades especiais em seus
terminais, que os protegiam da fusdo cromossomica (MCCLINTOCK, 1939). Muller os
denominou com o termo “teldmeros” (das palavras gregas “telos” — fim e “meros” —
parte ou porcdo). Entretanto, em 1978 Elizabeth Blackburn e Joseph Gall
sequenciaram a estrutura molecular dos telémeros do protozoario ciliado
Tetrahymena thermophila e perceberam que os terminais cromossémicos consistiam
de uma sequéncia simples de repeticbes de T e G, as quais protegiam 0s
cromossomos da degradacdo (BLACKBURN; GALL, 1978). Posteriormente,
Blackburn e Carol Greider fizeram a incrivel descoberta da presenca de um
mecanismo de manutencdo e aumento do comprimento telomérico, realizado pela
enzima telomerase (GREIDER; BLACKBURN, 1985). Toda essa pesquisa da
caracterizacdo da sequéncia telomérica juntamente com a descoberta da telomerase
e seus mecanismos de manutencdo do comprimento telomérico renderam a

Blackburn, Greider e Szostak o Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina de 2009.

1.1. Telébmeros: Estrutura e funcéo

Telbmeros sdo estruturas localizadas nas extremidades dos cromossomos
associadas a proteinas de protecdo e constituidos por material genético néo-
codificante. Cada espécie possui uma repeticdo telomérica comum, sendo nos
mamiferos, repeticdes em tandem de filamento duplo de TTAGGG com uma protusao
de fita simples 3' de 50-400 nucleotideos, rica em G (guanina), chamada de G tail
(BLAZE; ASOK; ROTH, 2015; JIA; HER; CHAI, 2015). Em humanos, os telomeros
possuem entre 10 a 15 quilobases (kb) e, a cada divisao celular, ha uma perda de
repeticdes teloméricas com reducdo aproximada de 24 a 45 bases por ano
(MUEZZINLER; ZAINEDDIN; BRENNER, 2013).

O DNA néo codificante dos teldmeros preserva a informacédo genética,
protegendo o DNA de danos decorrentes da replicacéo, evitando a fusdo dos terminais
de diferentes cromossomos e a degradacéo destes por enzimas que, sem a presenca
dos terminais, reconheceriam o material cromossémico como DNA danificado
(DAHSE; FIEDLER; ERNST, 1997; MEEKER, 2002).
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Figura 1. Repeticdes teloméricas em um linfocito humano sdo visualizadas em

amarelo usando hibridizacao in situ de fluorescéncia quantitativa.

Fonte: AUBERT; LANSDORP, 2008.

A estrutura tridimensional dos teldmeros com uma protrusdo de DNA fita
simples estd associada a um conjunto de proteinas denominadas de complexo
shelterin (DE LANGE, 2005). Esse complexo nucleoproteico hexamérico é
responsavel por manter a integridade das extremidades de n0sSsos cromossomos ao
favorecer a formacéo do G tail em uma estrutura tridimensional em laco (t loop) que
ajuda na protecao contra o desgaste excessivo no decorrer das divisdes celulares
(MAKAROV; HIROSE; LANGMORE, 1997). Portanto, tais proteinas tém a funcéo de
proteger as terminagdes dos cromossomos a partir de todos os aspectos da resposta
a danos no DNA. Adicionalmente, pela proximidade fisica, o complexo shelterin
também regula a atividade da enzima telomerase sobre os teldmeros (TURNER et al.,
2014).

1.2. Complexo Shelterin

O complexo shelterin é formado por seis proteinas denominadas, TRF1, TRF2
(Telomeric Repeat-Binding Protein Factor 1 e 2, respectivamente), RAP1
(Repressor/Activator Protein 1), TIN2 (TRF-1- Interactin Nuclear Factor 2), TPP1
(Trypeptidyl Peptidase 1) e POT1 (Protection of Telomeres 1) (LIN et al., 2014).
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A proteina TRF1 tem sido citada como principal componente do complexo por
ser a proteina chave para atracdo e formacdo das outras proteinas (GARCIA-
BECCARIA et al., 2015). A TRF1 se liga a fita dupla de DNA telomérico com alta
especificidade, assim como a proteina TRF2 também interage com a dupla fita de
DNA telomérico e cumpre a fungédo de proteger a simples fita 3’ do teldmero, sendo
responsavel pela formacao e manutencao do t loop (SCHMUTZ; DE LANGE, 2016).
J& a proteina RAPL1 é recrutada até os teldomeros por meio de sua interacéo especifica
com TRF2 (DE LANGE, 2005; LIN et al, 2014).

Diferente das TRFs, a proteina POT1 tem preferéncia para interagir com a fita
simples 3’ do DNA telomérico e cumpre também a fungao de proteger o teldmero na
regido terminal. A ligacdo do DNA telomérico ao POT1 é mediada pelo dominio OB
(do inglés, oligonuclotide/oligossaccharide-binding) do N-terminal da proteina,
enquanto a porcdo C-terminal se liga ao TPP1, formando um heterodimero
(NANDAKUMAR & CECH, 2012).

POT1 e TPP1 desempenham papéis-chave na regulacdo da acdo da
telomerase nos teldémeros (SCHMUTZ; DE LANGE, 2016). A proteina TTP1 promove
maior estabilidade da POT1 sobre o DNA telomérico e interage diretamente com a
subunidade catalitica (TERT) da telomerase, sendo responsavel pelo seu
recrutamento (RAJAVEL et al, 2016). Enquanto isso, a TIN2 forma uma ponte entre
os dois homodimeros TRF1 e TRF2 e o heterodimero TPP1/POT1 estabilizando todo
o complexo (Figura 2) (BANDARIA et al., 2016).

Figura 2. Estrutura em lago (t loop) dos telébmeros com as proteinas presentes no

complexo shelterin.

Shelterin

Fonte: Adaptado de DE LANGE, 2018.
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1.3. Regulacdo do comprimento dos telémeros

Os telédmeros e os mecanismos de regulacédo telomérica tém sido alvos de
estudos clinicos devido sua relagdo com o envelhecimento, imortalizagéo celular e
cancer (DAHSE; FIEDLER; ERNST, 1997; MA et al., 2011; ZHANG et al., 2014). O
comprimento dos teldmeros (CT) diminui progressivamente durante sucessivos ciclos
de divisdo celular, os quais ocorrem constantemente com a maioria das células
somaticas humanas e com alguns microrganismos eucariotos que se multiplicam por
divisdo celular simples, devido a dificuldade da enzima DNA polimerase em replicar a
fita de DNA no sentido 3’-5" (GREIDER; BLACKBURN, 1996; BLACKBURN, 2001).
Sendo assim, 0 encurtamento dos teldbmeros € um processo natural, mas que pode
ser acelerado por fatores ligados ao estresse oxidativo e a processos inflamatérios
(HOUBEN et al., 2008; WOLKOWITZ et al., 2011).

Quando a regido telomérica apresenta um comprimento critico, ocorre uma
sinalizacdo que induz parada de crescimento e senescéncia celular (AUTEXIER,;
GREIDER, 1996; TOLLEFSBOL; ANDREWS, 2001). A senescéncia celular, ou
envelhecimento celular, € caracterizada pela interrupcao das divisdes celulares, em
que os telobmeros podem alcancar determinado tamanho que nao responde a
estimulos fisiolégicos para a continuidade da replicacdo, além de tornarem-se
ineficientes para a protecdo das extremidades cromossémicas, 0 que ocasiona a
fus&o dos cromossomos e morte celular apoptotica (VON ZGLINICKI, 2002).

Em resposta a esse encurtamento, pesquisadores descobriram que a enzima
denominada telomerase apresenta-se como alternativa para a manutencéo do CT. A
atividade da telomerase age em resposta ao encurtamento de teldmeros associado
com a replicacdo celular e eventos de degradacdo ao DNA, ao reconhecer as
terminacdes dos telébmeros e acrescentar repeticoes adicionais (KIM et al., 1994;
TOMITA, 2018).

A telomerase ndo é expressa na maioria das células somaticas (KIM et al.,
1994; SHAY & BACCHETTI, 1997). Ainda, em células maduras e em diferenciacéo,
como as células sanguineas, a atividade da telomerase geralmente apresenta-se
baixa ou inexistente (BROCCOLI; YOUNG; LANGE, 1995; ENGELHARDT, 1997). Em
contraste, as células germinativas e a maioria das células tumorais expressam a
telomerase e, assim, mantem o comprimento dos teldomeros ao longo de inUmeras
divisbes celulares (AHMED; TOLLEFSBOL, 2004).
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Os principais componentes da telomerase incluem uma subunidade catalitica
da enzima, TERT (do inglés: Telomerase Reverse Transcriptase) e um RNA molde,
TERC (do inglés: Telomerase RNA Component), 0s quais Sa0 responsaveis por
manter o DNA nestas estruturas por meio da adicdo de novos pares de base aos
cromossomos, garantindo sua extensao a cada diviséo celular (HERRERA; SFERCO,
2018).

Assim, o CT tem sido considerado como um relogio biolégico de senescéncia
celular e envelhecimento biolégico capaz de predizer a capacidade replicativa das

células, sendo um importante biomarcador (CHEN, S. et al, 2014).

1.4. Fatores associados ao comprimento dos telomeros

Estima-se que a herdabilidade do CT em humanos varia de 30 a 80%
(BLACKBURN; EPEL; LIN, 2015). Evidéncias recentes sugerem que os fatores
genéticos ndo sao suficientes para explicar o comprimento dos teldmeros e a atividade
da telomerase, mostrando que o estilo de vida pode acarretar em um encurtamento
dos teldbmeros. Esta bem estabelecido que os telémeros encurtam com a idade,
fendmeno resultante do problema de replicacéo final (GREIDER; BLACKBURN, 1996;
BLACKBURN, 2001). A média do CT no nascimento é de 11 kbp e diminui para menos
de 4 kpb em idosos.

Muitos fatores tém sido relacionados ao CT, como sexo, estresse, atividade
fisica, tabagismo, poluicdo ambiental, indice de massa corporal (IMC), consumo de
alcool, antioxidantes dietéticos, vitaminas, oligoelementos, inflamacéo crénica, status
socioeconémico e idade paterna (STARKWEATHER et al., 2014; ZHAO et al., 2018;
GARDNER et al., 2014). Como exemplo, observa-se que mulheres apresentam CT
maior em relagdo aos homens, possivelmente devido ao estilo de vida e ao efeito
protetor do estrogeno (AVIV, 2002). Além disso, a associacdo entre estresse e CT
pode ser evidenciada no inicio da vida. O CT de recém-nascidos foi menor em
propor¢cdo aos niveis de estresse experimentados pela mée durante a gravidez
(ENTRINGER et al., 2011).

E bem conhecido que a atividade fisica esta associada ao envelhecimento
saudavel e a reducao do risco de varias condi¢des cronicas (BAUMAN; SMITH, 2000),
embora a relagédo entre atividade fisica e o CT ainda n&o esteja clara. Em um estudo

gue avaliou os niveis de estresse em individuos sedentarios e fisicamente ativos, 0
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estresse percebido entre os individuos sedentarios foi negativamente associado com
o comprimento dos telébmeros, enquanto que entre os individuos fisicamente ativos, o
estresse percebido néo foi relacionado ao comprimento dos teldmeros (PUTERMAN
et al., 2010).

O tabagismo, que aumenta diretamente o estresse oxidativo, esta associado a
uma perda de 5 pares de bases de sequéncia telomérica a cada ano. Clinicamente,
achados cientificos sustentam que fumar um maco de cigarros por dia durante 40 anos
poderia levar a taxas de atrito telomérico que seriam equivalentes a uma perda de 7,4
anos de vida (VALDES et al., 2005).

De interesse para 0s nutricionistas, tanto estudos em animais como com
humanos, o CT tem demonstrado estar associado ao estado nutricional. Estilos de
vida saudaveis estdo positivamente correlacionados com o CT. Evidéncias mostram
gue mudancas na dieta e no estilo de vida podem modular a atividade da telomerase
em células mononucleares do sangue periférico (ORNISH et al, 2008), embora néo
esteja claro se isso se traduz em mudangas no comprimento dos teldmeros. Alguns
fatores nutricionais como vitaminas (incluindo folato, nicotinamida, vitamina A, B12, C,
D e E), minerais (incluindo magnésio, zinco e ferro) e outros componentes dietéticos
bioativos (como &cidos graxos dmega-3, polifendis e curcumina) sdo capazes de

influenciar direta ou indiretamente o CT por meio de varios mecanismos (PAUL, 2011).

1.5. Teldbmeros e obesidade

Na obesidade, o excesso de adiposidade aumenta a producdo de uma ampla
gama de adipocinas, incluindo horménios, citocinas e fatores imunologicos que
apresentam acdes pré-inflamatérias (OUCHI et al., 2011), os quais causam rupturas
dos filamentos individuais no DNA e aumentam a taxa de atrito telomérico (VON
ZGLINICKI, 2002). Além disso, o tecido adiposo em individuos com obesidade é
infiltrado por macréfagos e esse recrutamento esté ligado a inflamacao sistémica e
resisténcia a insulina (WEISBERG et al., 2003). Tais caracteristicas contribuem para
um estado inflamatério cronico e de baixo grau e, consequentemente, ao
aparecimento de desequilibrios metabdlicos além da aceleracéo do envelhecimento e
a propensdo de surgimento de doencas relacionadas a idade, por meio da
deterioracdo da estrutura e funcédo dos 6érgéos e disturbios das vias homeostaticas
(TZANETAKOU et al., 2012).
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Em mulheres com obesidade estima-se que os telébmeros sejam 240 pb mais
curtos (VALDES et al, 2005). Evidéncias mostram que individuos com obesidade
apresentam teldbmeros mais curtos em comparacéo a individuos eutréficos (VALDES
etal, 2005; LEE et al, 2011; RODE et al., 2014). Adicionalmente, a maioria dos estudos
relatam uma associacao significativa entre restricdo calorica e perda significativa de
peso sobre o comprimento dos teldmeros (CASSIDY et al., 2010; MARCON et al.,
2011; BOCCARDI et al., 2013).

Carulli e colaboradores (2016) investigaram individuos antes e apds seis meses
do baldo intragastrico e verificaram que os individuos que obtiveram maior perda de
peso, apresentaram maior alongamento dos teldmeros. Entretanto, apds um ano de
cirurgia bariatrica verificou-se diminuicdo do CT (FORMICHI et al.,, 2014),
provavelmente devido ao poOs-operatério imediato, o qual é caracterizado por um
estado catabdlico, que acelera o atrito telomérico (EPEL, 2009). Ja, Dershem e
colaboradores (2017) avaliaram individuos entre trés e cinco anos apés a DGYR e
observaram um aumento do CT, enfatizando que o alongamento significativo ocorreu
em pacientes com o CT basal mais curto. No entanto, o CT néo se correlacionou com
a porcentagem de perda de peso. No pés-operatorio tardio de 10 anos, alguns autores
constataram aumento relativo do CT, possivelmente devido a melhoria das
caracteristicas metabdlicas (LAIMER et al., 2016). No entanto, ainda ndo esta claro
se o encurtamento dos teldmeros é uma causa ou consequéncia de mudancas na

adiposidade.

1.5.1. Epidemiologia da obesidade

A obesidade é caracterizada por acumulo anormal ou excessivo de gordura no
tecido adiposo com efeitos deletérios & saude humana, sendo classificada pelo IMC,
0 qual é calculado pelo peso em quilogramas (kg) dividido pelo quadrado da altura
(m2). Individuos com escores iguais ou superiores a 30,0 kg/m2 sdo definidos como
individuos com obesidade (OMS, 2004).

A obesidade grave (grau Il e grau Ill), definidas pelo IMC = 35,0 kg/m? e = 40,0
kg/mz2, respectivamente, sdo uma grave condigdo cronica de saude, muitas vezes
irreversivel, que tem aumentado sua prevaléncia nas ultimas décadas. De acordo com
a pesquisa VIGITEL 2016 (Vigilancia de Fatores de Risco e Protecao para Doencas
Cronicas por Inquérito Telefénico), o excesso de peso ja atinge 53,8% da populacao
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adulta brasileira e a obesidade €& encontrada em cerca de 18,9% dos adultos. A
projecdo mundial € que, em 2025, cerca de 2,3 bilhGes de adultos estejam com
sobrepeso; e mais de 700 milhdes, com obesidade, além disso, estima-se que
aproximadamente 2,8 milhdes de mortes por ano estejam associadas a obesidade.

Esta doenca apresenta carater multifatorial e resulta da interacdo de fatores
genéticos, metabdlicos, ambientais, culturais, sociais e econdmicos (KOLOTKIN et al.,
2011). Em maior parte, o excesso de peso esta associado com o desequilibrio entre
0 consumo alimentar e o gasto energético (FRANCISCHI et al., 2000). A mudanca do
estilo de vida atual decorrente da crescente urbanizacao, rapido avanco tecnoldgico e
a disponibilidade de alimentos com alta densidade energética promovem ingestao
caldrica excessiva associada a reducdo da pratica de atividade fisica, o que gera o
acumulo excessivo de gordura corporal (MONDINI; MONTEIRO, 1998; KAC;
VELASQUEZ-MELENDEZ, 2003).

O sobrepeso e obesidade sdo condicBes que aumentam substancialmente o
risco para o desenvolvimento de uma série de doencas crénicas como hipertenséo,
diabetes mellitus tipo 2, dislipidemias (FINGERET; MARQUES-VIDAL;
VOLLENWEIDER, 2018), insuficiéncia cardiaca (HORWICH & FONAROW & CLARK,
2018), osteoartrite (KULKARNI et al.,, 2016), apneia do sono (RAVEENDRAN &
WONG & CHUNG, 2017), problemas respiratérios (BANERJEE & HEIDEN, 2018) e
cancer de mama (BANDERA et al., 2015).

1.5.2. Tratamento da obesidade

A obesidade esta associada ao aumento da morbidade e mortalidade, sendo
que individuos com obesidade apresentam uma expectativa de vida de 8 a 20 anos
menor do que individuos eutréficos (FONTAINE et al., 2003; WHITLOCK et al., 2009).
Neste contexto, a perda de peso significativa acarreta na reducédo da mortalidade, por
estar associada a melhora das comorbidades (RYAN; KAHAN, 2018).

Assim, o tratamento da obesidade tem como objetivo a perda substancial de
peso e o0 seu controle a longo prazo. O tratamento clinico que envolve modificacdes
no estilo de vida associadas a uma dieta restritiva, pratica de atividade fisica e
farmacoterapia, em algumas circunstancias, pode nao ser totalmente eficaz, sendo
necessaria a intervencao cirargica (LYSEN; ISRAEL, 2013). Atualmente, a cirurgia
bariatrica € a modalidade de tratamento mais eficaz para alcancar reducbes
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substanciais de peso e reducdes demonstraveis na mortalidade (SJOSTROM, 2013;
PUZZIFERRI et al, 2014).

De acordo com a mais recente pesquisa da Sociedade Brasileira de Cirurgia
Bariatrica e Metabdlica (SBCBM) foram realizadas 105.642 mil cirurgias no ano de
2017 no pais, ou seja, 5,6% a mais do que em 2016, quando 100 mil pessoas fizeram
0 procedimento no setor privado. Pelo SUS, entre os anos de 2008 e 2017, o numero
de cirurgias bariatricas cresceu 215% (SBCBM, 2018).

A cirurgia bariatrica é indicada para individuos com IMC = 40 kg/m?,
independente da presenca de comorbidades; com IMC entre 35 e 40 kg/m2 na
presenca de comorbidades ou com IMC = 30 kg/m? associado a comorbidades
consideradas “graves” por um médico especialista na respectiva area da doenca. Tais
individuos devem apresentar IMC estavel ha pelo menos dois anos e comorbidades
em faixa de risco, além de ter apresentado insucesso na realizacdo de tratamentos
convencionais prévios e apresentar avaliacdo favoravel da capacidade psiquica de
suportar transformacgdes radicais de comportamento impostas pelo procedimento
(SBCBM, 2018).

Dentre as técnicas cirurgicas, a gastroplastia com derivacdo gastro-jejunal
associada a uma derivacdo em formato de Y, conhecida como derivagédo gastrica em
Y de Roux (DGYR) é considerada padrdo ouro por associar a reducdo do volume
gastrico a disabsorcdo (LYSEN; ISRAEL, 2013). Na DGYR ha criacdo de uma
pequena bolsa estomacal que leva a saciedade precoce combinada com o bypass do
estbmago, duodeno e até 200 cm de jejuno, levando a ma absorcdo (WELEDJI, 2016).
Esse procedimento esta associado ao sucesso terapéutico, baixa morbidade e a
melhora dos disturbios respiratérios, da hipertensao arterial sistémica e do diabetes
tipo Il (SJOSTROM, 2013; PUZZIFERRI et al., 2014).

A intervencdo cirdrgica, devido seu componente disabsortivo, se nao
devidamente monitorada, acarreta em deficiéncia de micronutrientes como, por
exemplo, ferro, vitamina B12, 4cido fdlico e calcio (LE ROUX; HENEGHAN, 2018).
Desta maneira, ressalta-se que o procedimento cirirgico promove modificagcdes na
anatomia e fisiologia do trato gastrointestinal, levando a alteragbes no processo de
absorcdo e na quantidade e qualidade da dieta ingerida, propiciando significativa
perda de peso (GOLZARAND; TOOLABI; DJAFARIAN, 2018).

Os dados supracitados evidenciam que a obesidade, seu estado inflamatério

cronico e estresse oxidativo associados estao interligados com o encurtamento dos
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telomeros. Ainda sdo poucos os estudos que avaliam o papel do procedimento
cirdrgico como tratamento para a obesidade no comprimento dos telémeros e no perfil
génico do complexo shelterin. Assim, o presente estudo testa a hipétese de que a
DGYR, devido suas melhoras metabdlicas, € capaz de aumentar o comprimento dos
teldomeros de mulheres com obesidade. E, adicionalmente, que a DGYR promova
alteracdo na expressao dos genes POT1, TRF1 e TRF2 presentes no complexo

shelterin.
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2. JUSTIFICATIVA

A preocupacao com o0 crescente aumento da prevaléncia da obesidade e de
sua influéncia no desenvolvimento de outras comorbidades leva a necessidade de
meios de prevencdo e tratamento dessa doenca, para isso, é fundamental a
compreensao de fatores genéticos associados. O comprimento dos teldmeros tem
sido objeto de estudos por muitas décadas, na tentativa de elucidar o seu papel em
processos fisiolégicos, no processo do envelhecimento e em diversas doencas.
Porém, até a presente data, ndo esta totalmente esclarecido na literatura o
comportamento dos teldmeros, assim como o0 uso pratico da de sua medida como um
biomarcador na obesidade. Desta maneira, é fundamental o conhecimento da relacéo
entre a obesidade, assim como com o tratamento cirlrgico e os teldmeros, 0s quais

estdo intimamente associados com envelhecimento e carcinogénese.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar o comprimento dos teldmeros e a expresséo dos genes POT1, TRF1 e
TRF2 em mulheres com obesidade antes e ap0s seis meses da realizacdo da DGYR

e em mulheres eutréficas.

3.2. Objetivos especificos

e Avaliar dados antropométricos, de composicao corporal e de ingestéo alimentar
em mulheres com obesidade antes e apds seis meses da realizagdo da DGYR
e em mulheres eutrdficas;

e Avaliar o comprimento dos telomeros em mulheres com obesidade antes e
apos seis meses da realizacdo da DGYR e em mulheres eutrdficas;

e Correlacionar o comprimento dos teldmeros com as variaveis antropométricas,
de composicédo corporal, ingestao alimentar e perda de peso;

e Verificar a expressdo das proteinas POT1, TRF1 e TRF2 em mulheres com
obesidade antes e apds seis meses da realizacdo da DGYR e em mulheres
eutroficas;

e Avaliar a relacdo entre o comprimento dos teldbmeros e a expressédo dos genes
POT1, TRF1 e TRF2.
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4, CASUISTICA E METODOS

4.1. Casuistica

O presente estudo foi realizado com pacientes do sexo feminino, de populagao
miscigenada, com idade entre 30 e 45 anos. As participantes foram distribuidas em
dois grupos: 1. Grupo Cirurgia Bariatrica: mulheres com obesidade (IMC=30 kg/m?)
que realizaram cirurgia bariatrica pela técnica de DGYR e 2. Grupo Controle: mulheres
eutréficas (IMC entre 18,5 e 24,9 kg/m?).

As mulheres com obesidade foram selecionadas no Centro de Cirurgia
Bariatrica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de Séao Paulo (HCFMRP-USP), seguindo os critérios de inclusédo para o
procedimento cirargico, estabelecidos pela Sociedade Brasileira de Cirurgia Bariatrica
e Metabdlica. J4, para o grupo controle foram selecionadas mulheres com
classificagao nutricional de eutrofia, de acordo com o IMC (OMS, 2004).

4.2. Aspectos Eticos

As participantes do estudo tiveram conhecimento a respeito do protocolo da
pesquisa, sendo incluidas as que estiveram de acordo com a sua realizagdo. A
pesquisa e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa do HCFMRP-USP (Processo n°® 14997/2016) (ANEXO
A).

4.3. Critérios de exclusao

Foram excluidas pacientes que apresentaram modificagdo da técnica cirdrgica
padrdo, gestantes e lactantes durante os seis meses de seguimento, tabagistas,
etilistas e usuarias de drogas ilicitas.

4.4. Cirurgia bariatrica

O procedimento cirdrgico consistiu na criacdo de uma pequena porgao

gastrica (30 a 50 ml) e uma anastomose do coto gastrico com o jejuno (ambas alcas
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remanescentes medindo cerca de 100 cm), o que caracteriza a DGYR. Todos o0s
procedimentos cirargicos foram realizados pela Equipe de Cirurgia Bariatrica do
HCFMRP-USP.

45. Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo longitudinal prospectivo, no qual o Grupo Cirurgia
Bariatrica foi avaliado em dois periodos: antes e apos seis meses do procedimento
cirargico.

No momento da internagéo para a realizagao da cirurgia foram coletados os
dados do periodo pré-operatério (um dia antes do procedimento cirdrgico). Apods seis
meses, as pacientes foram convidadas a retornarem ao hospital para a coleta dos
dados do pos-operatorio. No periodo pré-operatério avaliou-se a presenca de outras
comorbidades como diabetes mellitus, dislipidemias e hipertensao arterial. Ainda, em
cada momento foram coletados dados de antropometria, composicdo corporal,
ingestdo alimentar e coleta de material sanguineo para analise dos indicadores
bioguimicos, do comprimento do teldmero e expressao génica.

A avaliacdo do grupo controle aconteceu em um Unico momento, na qual foram
realizados todos os procedimentos descritos anteriormente. Todas as coletas foram
realizadas na Unidade Metabdlica do HCFMRP-USP (Figura 3).
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Figura 3. Delineamento experimental do estudo.
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DGYR: derivagdo gastrica em Y de Roux.

4.6. Avaliacdo de habitos de vida e presenca de comorbidades

Foi aplicado um questionario contendo informacdes sobre habitos etilistas e
tabagistas, presenca de comorbidades como: diabetes mellitus, hipertensdo arterial
sistémica, dislipidemia e hipotireoidismo (ANEXO B).

4.7. Avaliacao nutricional

4.7.1. Antropometria

A afericdo do peso foi realizada com as pacientes descalcas e vestindo roupas
leves, em balanca digital “Filizola” do tipo plataforma, com capacidade para 300 kg e
precisdo de 0,2 Kg. Para afericdo da estatura foi utilizada uma haste vertical com
graduacéo de 0,5 cm. Os individuos ficaram na posicéo ortostatica, descalgos, pés
juntos, costas retas e bragos estendidos ao longo do corpo. O calculo do IMC foi
realizado ao dividir o peso do individuo (em quilogramas) pela altura (em metros) ao

quadrado. A afericdo da circunferéncia abdominal foi realizada com o individuo em pé
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e a medida obtida a partir da cicatriz umbilical com auxilio de fita métrica inextensivel
com graduacao de 0,1 mm. Para analise da perda de peso (em kg e %) realizou-se a

diferenca do peso pré-operatério em relagdo ao peso no periodo pés-operatorio;

4.7.2. Avaliacdo da composicéo corporal

A avaliacdo da composicdo corporal foi realizada utilizado o método de
bioimpedancia elétrica (BIA). O paciente recebeu orienta¢do de ndo consumir bebidas
alcodlicas e realizar pratica de exercicios fisicos até oito horas prévias. O exame foi
realizado em jejum de, pelo menos, quatro horas com a bexiga urinéria vazia e fora
do periodo menstrual.

O individuo foi orientado a permanecer em posi¢cao supina, em superficie ndo
condutora, descalgo e com 0s membros superiores separados do tronco em cerca de
30° e membros inferiores separados por cerca de 45° Os eletrodos foram
posicionados do mesmo lado do corpo, has maos e nos pés higienizados com alcool
(Figura 4).

Figura 4. Aparelho de Bioimpedancia Elétrica e posicionamento dos eletrodos no

momento da avaliacéo.

M3o direita Pé direito
B Al
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Foram mensurados valores de resisténcia (R) e reactancia (Xc). A partir de
formulas especificas para individuos com obesidade grave foi estimada a agua
corporal total (litros), massa livre de gordura (kg) (JAKICIC; WING; LANG, 1998). Para
obtencao dos valores de massa gorda (MG), foi subtraida a quantidade de MCM (kg)

do peso total (kg).
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4.7.3. Avaliacdo do consumo alimentar

Foram coletados trés recordatorios de 24 horas (R24h), sendo dois em dias da
semana néo consecutivos e um de final de semana. No dia da coleta foi realizado um
recordatorio e os outros foram realizados por telefone. Os dados dos R24h foram
analisados utilizando o Programa Dietbox, para avaliacdo da ingestdo energética, de

macronutrientes (carboidrato, lipidios e proteina).

4.8. Coletade sangue

Foram coletados quatro tubos de sangue, sendo um com gel separador para
analise bioquimica e outros trés contendo EDTA (&cido etilenodiaminotetracético) para
extracdo de DNA e RNA.

4.9. Avaliagdo bioguimica

Foram realizadas analises dos indicadores bioquimicos: glicemia de jejum,
colesterol total, HDL colesterol (HDL-colesterol), LDL colesterol (LDL-colesterol) e
triglicérides (TG). Foram adotados os valores de referéncia padronizados no sistema
HCFMRP-USP, descritos no Quadro 1.

Quadro 1. Valores de referéncia de indicadores bioquimicos utilizados no
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto -
Universidade de S&o Paulo.

Exames Bioquimicos Valores de Referéncia | Método de Analise
Glicemia de jejum (mg/dL) 70 - 100 Enzimético
Colesterol Total (mg/dL) <200 Calorimétrico
HDL colesterol (mg/dL) > 35 Calorimétrico
LDL colesterol (mg/dL) <130 Calorimétrico
Triglicérides (mg/dL) <150 Calorimétrico

mg: miligrama; dL: decilitro; HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina
de baixa densidade.
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4.10. Analise do comprimento dos teldmeros

4.10.1. Extracdo de DNA

O sangue foi inicialmente centrifugado por 10 minutos a 1500 rpm. O “buffy-
coat” (“papa de leucocitos”) foi recuperado e transferido para dois tubos de 2 ml
(aproximadamente 500 yl em cada tubo) ao qual foi adicionado volume igual de
tampéo de lise DTAB 12% (brometo de dodeciltrimetilaménio). Os tubos foram entéo
homogeneizados e incubados em banho-maria a 65°C por 5 minutos. Dois volumes
de cloroférmio foram adicionados e os tubos agitados.

Apbs centrifugacao por 2 minutos a 10.000 rpm, a camada superior (aquosa)
na qual estava o DNA foi recuperada e, nela, adicionados dois volumes de CTAB 0,5%
(brometo de hexadecilmetilamonio). Esta mistura foi homogeinizada até obtencéo do
precipitado DNA/CTBA. Apés uma nova centrifugacao por 2 minutos a 10.000 rpm, o
“‘pellet” DNA/CTBA foi ressuspenso em 300 mul de NaCl 1,2 M (cloreto de sddio) e
reprecipitado em 750 ul de etanol absoluto. Foi centrifugado por mais 2 minutos a
13.00 rpm e o “pellet” foi ressuspenso em etanol 70% para retirada do excesso de sal.
Uma ultima centrifugacgao foi realizada por 2 minutos a 13.000 rpm e, o sobrenadante
entdo, desprezado e o DNA obtido.

4.10.2. Andlise do comprimento dos telémeros

A quantificacdo do comprimento da regido telomérica foi realizada por meio da
amostra de DNA extraido do sangue periférico, a partir da técnica de PCR
(Polymerase Chain Reaction) em tempo real quantitativo, padronizada e adaptada por
meio do método descrito por Cawton (2002).

Os primers foram desenhados a partir da sequéncia de interesse como
descritos no Quadro 2. As reacdes de PCRs foram realizadas em placas de 96 pocos
usando o equipamento 7500 Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems®).
Para a reacgéo, o kit SYBR® Green PCR Mastermix (Qiagen) foi usado em um volume
final de 20 ul. A concentracdo de amostras e dos primers foi modificada a partir do
protocolo original: foram utilizados 700 nM de cada primer e 20 nM de DNA (valores

selecionados a partir da curva padrdo). Todas as andlises foram realizadas em
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triplicata e verificada a concordancia dos valores (valores maiores que 10% foram

reanalisados).

Quadro 2. Sequéncia dos primers utilizados na reacéo de PCR em tempo real.
Primer Sequéncia
Tel 1 5-GGTTTTTGAGGGTGAGGGTGAGGGTGAGGGTGAGGGT-3
Tel 2 5-TCCCGACTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTA-3
36B4u 5-CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA-3
36B4d 5-CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC-3’

O comprimento do teldbmero foi obtido por meio da razéo relativa (razédo T/S)
entre o numero de copias da regido telomérica (T) e 0 nimero de copias de um gene
de copia Unica (S), por meio da curva-padrao relativa. A razao entre T/S para cada
amostra foi calculada a partir da seguinte férmula: 2 ~ACt (telomero) - ACt (gene de cdpia tnica) = -
AACt seguindo os parametros de SCHEINBERG et al. (2010). Neste ensaio, o gene

36B4 (acidic ribosomal phosphoprotein P0O) foi utilizado como gene de copia Unica.

4.11. Analise da expressao génica

4.11.1. Extracdo de RNA

O RNA foi extraido a partir do sangue total utilizando o método de extracao
fenolcloroférmio descrito por Chomczynski & Sacchi (1987), a partir de 1,0 mL de
Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). A integridade do RNA foi avaliada por meio de
eletroforese em gel de agarose 3%. O RNA extraido foi quantificado em
espectrofotdmetro por fluorescéncia (Qubit® 2.0 Spectrophotometer), e a absorbancia
foi medida nos comprimentos de onda de 260/280 e 230nm, para avaliacdo do grau
de pureza. As amostras de RNA foram armazenadas a -80°C em aliquotas, garantindo
estabilidade e preservacao do RNA, evitando, dessa forma, a degradacéo do material

a cada descongelamento.
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4.11.2. Transcricdo reversapor reacdo em cadeiade polimerase — RT

—gPCR (Reverse Transcriptase — Polymerase Chain Reaction) — Sintese de Cdna

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado por meio da reacdo de 50ul
composto por 100ng de RNA total, utilizando kit High-CapacitycDNA Reverse

Transcription® (Life Tecnologies), seguindo as instrucdes do fabricante.

4.11.3. Andlise de Expresséo Génica — PCR em tempo real (QPCR)

A analise de expressao génica do presente estudo foi realizada em triplicata
por RT-qPCR utilizando o aparelho 7500 Fast real PCR System (Applied Biosystems).
Para quantificar a expressao relativa dos genes POT1, TRF1, TRF2 foram utilizadas

as sondas de hidrélise descritas no Quadro 3.

Quadro 3. Sondas de hidrélise para os genes
avaliados no presente estudo.
Gene Sonda
POT1 Hs00209984 m1l
TERF1 Hs00819517 mH
TERF2 Hs01030567_m1

TaqMan MGB 6-FAM fluorogénicas, seguindo instrugées
do fabricante.

4.11.4. Controle endbgeno

Dois genes de referéncia (GAPDH e $-actina) (Quadro 4) foram utilizados com
o0 objetivo de normalizar a expressdao dos mMRNAs dos genes analisados para
diferencas na quantidade e qualidade de RNA, além da verificagéo de eficiéncia da
reacao de transcricdo reversa entre as amostras. Esses genes séo frequentemente
utilizados em estudos para determinar o melhor normalizador para as amostras
analisadas. Os genes de referéncia foram amplificados e detectados por sonda
TagMan MGB 6-FAM fluorogénicas (Applied Biosystems), seguindo instru¢des do
fabricante.


https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Hs00209984_m1?CID=&ICID=&subtype=
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Quadro 4. Sondas de hidrdlise para os genes de

referéncia selecionados para o presente estudo.

Gene Sonda
B-actina Hs99999903 m1l
GAPDH Hs99999905 m1l

4.12. Anédlise estatistica

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar a normalidade dos dados e a
estatistica descritiva foi utilizada com os valores apresentados em média e desvio
padrdo. A comparacdo dos momentos pré e pos-operatério foi realizada pelo teste t
pareado ou Mann-Whitney. A comparacao dos grupos Cirurgia Bariatrica e Controle
foi realizada pelo test t para amostras independentes ou Wilcoxon. Foram utilizados a
correlacdo de Pearson e modelos de regressdo para associar as variaveis
antropométricas, de composi¢ao corporal e do consumo alimentar com o comprimento
dos teldmeros e da expressao génica.

A significancia estatistica foi estabelecida em p<0,05, sendo todas as analises
realizadas no software Statistical Package for Social Science (SPSS verséo 20.0 [Inc.
Chicago. IL]).
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5. RESULTADOS

Participaram do presente estudo 64 mulheres, sendo 48 com obesidade, com
média de idade de 39+8,5 anos que foram submetidas ao procedimento cirtrgico pela
DGYR e 16 mulheres eutréficas (grupo controle), com média de idade de 32,2+6,6
anos.

Figura 5. Fluxograma das pacientes com obesidade selecionadas para o estudo.

Pacientes com obesidade elegiveis para o
estudo e que aceitaram participar

(n=66)

Nao realizarama
————* cirurgia

(n=3)

A

Pacientes com obesidade elegiveis para o

estudo
(n=63)
Nao retornaram
apds seis meses
(n=15)
Concluiramo estudo
(n=48)

Na Tabela 1 estao descritas as informacdes de habitos de vida e presenca de
comorbidades. As participantes de ambos os grupos néo eram tabagistas e/ou etilistas
e as do grupo controle ndo apresentavam comorbidades. Entre as mulheres com
obesidade, notou-se maior prevaléncia de hipertenséo (47,9%), seguido de diabetes
(20,8%), dislipidemia (14,5%) e hipotireoidismo (12,5%).
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Tabela 1. Habitos de vida e presenca de comorbidades de mulheres eutroficas
(controle) e com obesidade antes e ap0s seis meses do procedimento cirlrgico.

Mulheres com
obesidade (n=48)

Controle (n=16)

n % n %

Tabagismo 0 0 0
Etilismo 0 0 0
DM 0 0 10 21

HAS 0 0 23 48

DLP 0 0 7 15
Hipotireoidismo 0 0 13

DM: Diabetes Mellitus; HAS: Hipertenséo Arterial Sistémica; DLP: Dislipidemia.

Na Tabela 2 estdo descritas as variaveis de antropometria e de composicao
corporal. Como esperado, foram observadas diferencas significantes nas variaveis
de peso, IMC, CA, MLG e MG entre as mulheres eutréficas e aquelas com obesidade
(todos os valores foram maiores nesse Ultimo grupo). Observou-se também reducéo
de tais par@metros com a realizag&o da cirurgia bariatrica (pré versus pés-operatorio).

A média de perda de peso foi de 2619,8 kg, equivalente a 24+11,9% do peso
pré-operatorio. Entre as pacientes com obesidade, 62,5% foram classificadas com
obesidade grau lll e ap6s seis meses da DGYR apenas 6,25% das pacientes

permaneceram nessa classificacao.



Resultados / 50

Tabela 2. Antropometria e composicdo corporal de mulheres eutréficas
(controle) e com obesidade antes e apOs seis meses do procedimento

cirdrgico.
Controle Pré-operatorio Pos-operatério
(n =16) (n =48) (n =48)
Peso (kg) 60,8 +4,5 109,3 + 18,22 85,1 +£13,33p
Estatura (m) 1,65+0,1 161+£0,1
IMC (kg/m?) 22,3+1,5 41,9 +5,62 32,6 +4,33)b
CA (cm) 76,9+6,9 1222 + 14,12 105,2 + 11,63,°
MLG (kg) 43,4+29 55,5+ 5,62 50,8 + 4,430
MLG (%) 71,4+ 34 51,0+ 4,42 60,2 £ 5,420
MG (kg) 175+3,0 54,6 + 13,62 34,6 +£9,730b
MG (%) 26,8+7,9 48,9 + 4,42 39,7 +5,4ab
AF (9 70+1,12 7,0+£0,9 6,1+1,5

kg: quilograma; m: metro; cm: centimetro; IMC: indice de massa corporal; CA:
circunferéncia abdominal; MLG: massa livre de gordura; MG: massa gorda; AF:
angulo de fase. a: p<0,05 em relagdo ao controle; b: p<0,05 em relagdo ao preé-
operatorio.

A Tabela 3 mostra a analise do consumo alimentar das pacientes antes e apés
a DGYR e das mulheres eutroficas. Nao houve diferenca no consumo de energia,
carboidrato, proteinas e lipidios entre os momentos pré e pdés-operatério. Quando
comparado ao grupo controle, observou-se um menor consumo calérico, de

carboidratos (g) e lipidios (g) das mulheres com obesidade.
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Tabela 3. Consumo alimentar de mulheres eutroficas (controle) e com
obesidade antes e ap0s seis meses do procedimento cirdrgico.

Controle Pré-operatdrio  Pdés-operatorio
(n=16) (n=48) (n=48)

Energia (kcal) 1805,4 +435,4 1151,5+407,52 968,4 + 271,12
Carboidrato (g) 215,2+70,8 136,4 + 60,22 112,6 + 52,92
Carboidrato (%VCT) 47,4 £ 6,6 48,5+ 16,1 46,1 £ 10,8
Proteina (g) 79,3+ 21,7 66,3+ 254 61,3+29,5
Proteina (%VCT) 18,0+ 4,3 23,2+6,6 252+9,1
Lipidio (g) 67,2 £ 20,9 38,1 +17,42 30,6 +11,82
Lipidio (%VCT) 33,4+6,1 28,8 +10,1 29,0+ 8,5

kcal: quilocaloria; g: gramas; VCT: valor caldrico total; a: p<0,05 em relagdo ao
controle; b: p<0,05 em relagéo ao pré-operatorio.

Na Tabela 4 estdo descritos os resultados dos indicadores bioquimicos da
populacao estudada. Houve diminuicao significante da glicemia, colesterol total, HDL-
colesterol, LDL-colesterol e triglicérides apds 6 meses da DGYR. Quando comparado
ao controle, houve menores concentracdes séricas de HDL-colesterol nos momentos

pré e pds-operatdrio e maiores concentracdes de triglicérides no pés-operatorio.

Tabela 4. Pardmetros bioquimicos de mulheres eutréficas (controle) e com
obesidade antes e ap06s seis meses do procedimento cirdrgico.
Controle  Pré-operatério POs-operatorio

(n=16) (n=48) (n=48)
Glicemia jejum (mg/dL) 82,8+7,5 95,4+225 85,1 +10,2°
Colesterol total (mg/dL) 160,6 +254 171,9+40,4 159,0 + 29,9
HDL-colesterol (mg/dL) 54,3+ 10,5 42,7 + 8,82 46,2 +11,2ab
LDL-colesterol (mg/dL) 92,5+ 23,4 104,0 £ 31,5 96,1 + 25,1°
Triglicérides (mg/dL) 68,9+358 113,3+50,32 81,4 +27,3°

mg: miligrama; dL: decilitro; HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL.: lipoproteina
de baixa densidade; a: p<0,05 em relacao ao controle; b: p<0,05 em relacéo ao pré-
operatorio.

A analise do comprimento dos teldmeros esta apresentada na Figura 6. As

mulheres eutréficas (controle) apresentaram maior CT quando comparadas as
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mulheres com obesidade. Houve aumento significante do CT apoés seis meses DGYR,

porém, ainda se mantiveram menores que 0 grupo controle.

Figura 6. Analise do comprimento dos teldmeros em mulheres eutréficas e pacientes

antes e apos seis meses do procedimento cirargico.
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Pré op: pré-operatério; pés op: pds-operatoério; p<0,05.

A expressao dos genes POT1, TRF1 e TRF2 estédo apresentadas na Figura 7.
Observou-se maior expressao do gene POT1 no grupo controle quando comparado a
mulheres com obesidade antes e apds o procedimento cirdrgico. Ndo houve diferenca
significante entre os momentos pré e pés-operatorio. A analise do TRF1 mostrou uma
menor expressdo em mulheres com obesidade quando comparadas ao grupo controle
e um aumento significante apos 6 meses da cirurgia. A expressdo do TRF2 foi
semelhante entre as mulheres eutréficas e com obesidade.
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Figura 7. Expressdo génica relativa em mulheres antes e apos seis meses do

procedimento cirdrgico e mulheres eutroficas (controle). A: POT1; B: TRF1; C: TRF2.
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Pré op: pré-operatério; pos op: pés-operatoério; p<0,05.
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A tabela 5 mostra a andalise da correlacdo do CT com as variaveis
antropomeétricas, sendo que ndo houve correlacéo significante, incluindo a perda de

peso.

Tabela 5. Andlise da correlacdo do comprimento dos telémeros com as
variaveis antropomeétricas.

Comprimento dos telomeros (Razéo T/S)

Pré-operatorio Pds-operatério

Variaveis r p r p
Peso (kg) -0,145 0,332 -0,042 0,801
IMC (kg/m?2) -0,227 0,126 0,042 0,802
CA (cm) -0,212 0,156 -0,024 0,802
MLG (kg) -0,253 0,102 0,036 0,834
MG (kg) -0,170 0,253 0,064 0,703

r: coeficiente de correlacéo; kg: quilograma; m: metro; cm: centimetro; IMC: indice
de massa corporal; CA: circunferéncia abdominal; MLG: massa livre de gordura; MG:
massa gorda; kcal: quilocaloria; g: gramas; p<0,05.

A analise da correlagdo do CT com o consumo alimentar estd apresentada na
tabela 6. Houve uma correlagdo negativa entre ingestao de carboidrato com o CT no

pré-operatorio.

Tabela 6. Andlise da correlagdo do comprimento dos teldbmeros com o
consumo alimentar.

Comprimento dos teldmeros (Razéo T/S)

Pré-operatorio Pos-operatério

Variaveis r p r p
Energia (kcal) -0,204 0,185 0,157 0,416
Carboidrato (g) -0,300 0,048 0,072 0,709
Proteina (g) -0,048 0,759 -0,049 0,800
Lipidio (g) 0,015 0,925 -0,039 0,840

r: coeficiente de correlacdo; kcal: quilocaloria; g: gramas; p<0,05.



Resultados / 55

A analise da correlacdo do CT com o0s parametros bioquimicos esta
apresentada na tabela 7. Observou-se correlacéo significante com as concentracées

seéricas de triglicérides.

Tabela 7. Andlise da correlacdo do comprimento dos teldbmeros com o0s
parametros bioquimicos.

Comprimento dos teldmeros (Razéo T/S)

Pré-operatorio Pos-operatério

Variaveis r p r p
Glicemia (mg/dL) 0,211 0,159 -0,040 0,813
Colesterol 0,149 0,347 0,018 0,916

total (mg/dL)

HDL-c (mg/dL) 0,279 0,074 0,258 0,123
LDL-c (mg/dL) 0,125 0,449 -0,023 0,896
Triglicérides (mg/dL) -0,207 0,194 -0,401 0,014

r: coeficiente de correlacdo; mg: miligrama; dL: decilitro; HDL-c: lipoproteina de alta
densidade; LDL-c: lipoproteina de baixa densidade; p<0,05.

A Tabela 8 mostra a andlise de regresséao linear entre as concentracées de
triglicérides e comprimento dos teldomeros. Observou-se contribuicdo independente

das alteracfes de TG no aumento do CT, mesmo quando ajustado por idade.

Tabela 8. Andlise de regressao linear ajustada pela idade mostrando a
contribuicdo das modificacbes das concentracbes de triglicérides no
comprimento dos teldmeros.

B r? p IC 95%

Comprimento
dos teldmeros  -0,484 0,212 0,001 (-0,002; -0,001)

r2: coeficiente de determinacéo, IC: intervalo de confianca; p<0,05.

A correlacdo do CT com a expressao dos genes POT1, TRF1 e TRF2 esta
descrita na Tabela 9. Houve correlacdo positiva do CT com a expressao génica do

TRF1 no pré-operatorio.
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Tabela 9. Andlise da correlacdo do comprimento dos telébmeros com a
expressao dos genes POT1, TRF1 e TRF2.

Comprimento dos telomeros (Razao T/S)

Pré-operatorio Pés-operatoério
Variaveis r p r p
POT1 -0,247 0,214 -0,338 0,085
TRF1 0,328 0,041 -0,136 0,444
TRF2 -0,223 -0,179 -0,280 0,121

r: coeficiente de correlacdo; p<0,05.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo mostrou reducdo dos parametros antropométricos e
bioguimicos, assim como aumento do comprimento dos teldmeros e da expressao
génica do TRF1 apos seis meses da DGYR. Além disso, o comprimento do teldmeros
e a expressao de POT1, TRF1 e TRF2 de individuos com obesidade foram menores
do que de mulheres eutrdficas.

O aumento do numero de individuos com obesidade, juntamente com o
aumento do numero de ndo respondedores a programas de reducao de peso, levou a
evolucao e sucesso da cirurgia bariatrica (PICOT et al., 2009; HENKEL et al., 2017).
Embora este tratamento tenha sido inicialmente concebido apenas para perda de
peso, a cirurgia bariatrica evoluiu desde entdo, para um tratamento da melhora do
controle metabdlico (LE ROUX; HENEGHAN, 2018).

Como visto neste estudo, as pacientes apresentaram perda média de peso de
26 kg, equivalente a 24% do peso inicial, corroborando com os dados obtidos por
Ivaska et al. (2017) e Viljanen et al. (2018) que observaram ap0s seis meses da
DGYR, reducdo de 22,9% e 22,8% do peso pré-operatdrio, respectivamente.
Consequentemente, as pacientes apresentaram uma reducédo de 23,8% do IMC,
corroborando com Berisha et al. (2011), que obtiveram uma reducédo de 21%. Os
mecanismos pelos quais a DGYR induz efetiva perda de peso e melhora da condi¢cao
metabdlica do individuo inclui a diminuicdo da capacidade gastrica com consequente
reducdo da ingestdo alimentar; reducdo da taxa de esvaziamento gastrico, além da
ma absorcao de nutrientes, principalmente de gordura (SANDOVAL, 2011).

Houve reducdo média de 17 cm da circunferéncia abdominal apos a DGYR,
entretanto, ndo foi suficiente para atingir o padrdo recomendado pela Associagao
Brasileira para o Estudo da Obesidade e da Sindrome Metabdlica (Diretrizes
Brasileiras de Obesidade, 2009). Chiappetta et al. (2018) evidenciaram uma reducéo
média de 26,4 cm, assim como Heffron et al. (2017) mostraram reducdo de 24 cm
apos seis meses do procedimento cirdrgico. A obesidade abdominal € um fator de
risco bem conhecido para o desenvolvimento de doencas cardiometabdlicas, pois
reflete o acumulo de gordura ectdpica e a resisténcia a insulina (LIM, 2014). Esse tipo
de obesidade tem sido associado, por meio de estudos epidemioldégicos, a um maior
risco de doencas como: resisténcia a insulina, diabetes tipo 2 e hipertensao,
aumentando o risco cardiovascular (GOMEZ-HERNANDEZ et al., 2016).
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Em relacdo a analise da composicao corporal de mulheres com obesidade
submetidas a DGYR, observou-se, que além da perda de peso e reducdo de MG (23
kg), houve também a reducédo da MLG (5 kg). Dados semelhantes foram observados
no estudo de Crisp et al. (2018) que evidenciaram similar redug&o de MLG e 24,7 kg
de MG apos seis da DGYR. Nossos dados mostraram que a perda de massa gorda
foi o principal contribuinte para a redu¢cdo da massa corporal, evidenciando uma
eficicia positiva na composi¢éo corporal apds seis meses do procedimento cirdrgico.

Neste estudo, o consumo habitual de calorias, carboidratos e lipidios de
mulheres com obesidade foi menor que do grupo controle. Esses dados sao
contraditorios aos indicadores antropométricos destas pacientes e a possivel
explicacdo é o sub relato nos recordatérios alimentares. Nonino et al. (2007)
mostraram que ao oferecer um esquema alimentar de 2.500 kcal/dia para as pacientes
qgue participaram de um programa de perda de peso, houve perda ponderal mesmo
com relato alimentar fora do ambiente hospitalar de 2.110 kcal/dia. A omisséo feita
por essas pacientes € de grande complexidade por envolver fatores morais,
emocionais, sociais, fisicos e cognitivos (MCDIARMID; BLUNDELL, 1998).
Adicionalmente, mulheres tendem a ter um maior sub relato, por serem mais
preocupadas em relacéo ao seu peso e alimentacao.

A andlise dos indicadores bioquimicos do presente estudo mostrou que
pacientes com obesidade (pré-operatdrio) apresentaram valores significantemente
menores de HDL colesterol e maiores de triglicérides que mulheres eutréficas. Ainda,
em seis meses, a DGYR propiciou reducdo das concentracdes séricas de glicose,
colesterol total, LDL colesterol e triglicérides, atingindo concentracdes semelhantes a
de mulheres eutroficas (exceto o HDL colesterol). Liakos et al. (2018) mostraram, ao
comparar a DGYR com o sleeve géstrico, que a DGYR esta associada a reducéo do
colesterol total, triglicérides e menor glicemia poés-prandial em pacientes com
obesidade grave apds seis meses do procedimento cirdrgico.

De acordo com estudos prévios, essa melhora dos parametros metabolicos é
de extrema importancia para a diminuicdo do risco para doencas cardiometabdlicas
(OUYANG et al., 2015). De acordo com Schmatz et al. (2017), um més apds a cirurgia
bariatrica, as concentracdes de glicose diminuiram para condi¢cdes normais (99
mg/dL) e permaneceram neste intervalo até 12 meses apds a cirurgia. Esses
resultados estdo de acordo com varios estudos que demonstraram que a cirurgia

bariatrica pode controlar de forma efetiva e segura o diabetes a curto e longo prazo, e
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até prevenir sua ocorréncia (KARRA; YOUSSEIF; BATTERHAM, 2010; SALA et al.,
2014). E importante ressaltar que procedimentos cirdrgicos restritivos diminuem a
ingestao de alimentos, levando a uma reducgao na carga glicémica, contribuindo para
a perda de peso e para a melhora do controle glicémico (SCHMATZ et al., 2017).

No presente estudo, ao comparar o comprimento dos teldmeros de mulheres
eutroficas com o de pacientes com obesidade, verificou-se um menor CT entre as
pacientes com obesidade. Ressalta-se que mesmo com um alongamento apos seis
meses da DGYR, tais pacientes permaneceram com o CT significante menor em
relacdo ao grupo controle. O menor comprimento do CT em mulheres com obesidade
em relacdo a mulheres eutréficas também vem sendo evidenciado em outros estudos
(VALDES et al., 2005; NORDFJALL et al., 2008; KIM et al., 2009). Os mecanismos
gue associam a obesidade ao reduzido CT ainda n&o estao totalmente elucidados; e,
0 processo de estresse oxidativo associado ao acumulo de tecido adiposo, assim
como a secrecao de citocinas inflamatorias por esse podem explicar tal fato.

Sabe-se que os teldbmeros vem sendo sugeridos como um biomarcador de
envelhecimento (BEKAERT; DE MEYER; VAN OOSTVELDT, 2005; BLACKBURN,;
EPEL; LIN, 2015) e de doencas relacionadas a idade (SANDERS; NEWMAN, 2013),
devido seu progressivo encurtamento com o passar do tempo e sensibilidade ao
estresse oxidativo. O encurtamento também tem sido observado em diversas doencas
cronicas, associado a estilos de vida pouco saudaveis e a eventos precoces de
senescéncia celular (EPEL et al., 2004; WERNER et al., 2009; PAUL, 2011).

O acumulo de adiposidade, e consequente aumento do estresse oxidativo, gera
a desregulacéo de citocinas inflamatorias (HOUBEN et al., 2008; WOLKOWITZ et al.,
2011), que sao os principais fatores que podem explicar a associacdo entre o
encurtamento dos teldmeros e obesidade. O mecanismo pelo qual a obesidade gera
um estado pré-inflamatério parece estar associado a hiperplasia e hipertrofia dos
adipécitos, o que pode estar correlacionado com a hipoxia do tecido adiposo (CINTI
et al., 2005). Esse processo induz o aumento da producéo de adipocinas, levando a
um estado inflamatorio local e progressivamente, um estado pro-inflamatorio sistémico
(KAUR, 2014). Os mecanismos que levam ao aumento do estresse oxidativo causado
pela obesidade ainda ndo estdo totalmente elucidados, mas provavelmente, ha uma
maior producgéo de espécies reativas de oxigénio e menor consumo de antioxidantes
(SAVINI et al., 2013).
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As espécies reativas sao subprodutos do metabolismo aerébico e da producao
de adenosina trifosfato (ATP) nas mitocondrias, as quais podem influenciar
diretamente a sinalizacdo celular e a homeostase (LAUFS et al., 2005). A
desregulacdo na producdo dessas espécies reativas pode induzir efeitos téxicos, via
dano de estruturas celulares, incluindo proteinas, lipidios e acidos nucléicos (POLI et
al., 2004). Devido ao seu alto teor de guaninas, os teldmeros séo altamente sensiveis
a danos pelo estresse oxidativo (SITTE; SARETZKI; VON ZGLINICKI, 1998;
KAWANISHI; OIKAWA, 2004). Consequentemente, telomeros curtos e disfuncionais
sdo o ponto de partida para a senescéncia celular, morte celular e instabilidade do
DNA (SHAMMAS, 2011). Ainda, a 8-Oxo-dG é a espécie reativa mais prevalente no
DNA e presente em células oxidadas e senescentes (SIOMEK et al., 2007). A geragao
de 8-Oxo0-dG cria quebras na fita simples do DNA, que podem ser reparadas de forma
insatisfatoria em algumas partes do cromossomo, como nos telémeros, causando
instabilidade do genoma (HOUBEN et al., 2008; MARKKANEN, 2017).

O alongamento dos telébmeros constatado apds seis da DGYR corrobora com
achados da literatura. Carulli et al. (2016) evidenciaram um alongamento do CT apds
seis meses da colocacao do baldo intragastrico. Além disso, Hohensinner et al. (2018)
constataram aumento do CT apés 24 meses da DGYR, em que o CT pés cirurgia
duplicou em relacdo ao CT inicial. Considerando pds-operatorio tardio, Laimer et al.
(2016), evidenciaram um aumento significativo do CT em individuos com obesidade
submetidos a cirurgia bariatrica apés 10 anos do procedimento. Contraditoriamente,
autores reportaram menor CT durante o primeiro ano pdés-operatorio da DGYR
(FORMICHI et al., 2014). Apesar do aumento do CT, nosso estudo ndo encontrou
correlacdo com as variaveis antropométricas. Dersham et al. (2017) também né&o
evidenciaram correlacao entre o CT e perda de peso apés a DGYR. Entretanto, Carulli
et al. (2016), evidenciaram essa correlacao apds a colocacao do baldo intragastrico.

O presente estudo apresentou correlagdo negativa entre o consumo de
carboidratos (g) e o CT em mulheres com obesidade (pré-operatorio). Os estudos
presentes na literatura ainda ndo apresentam um consenso sobre a influéncia do
consumo de certos alimentos, nutrientes e dos diferentes tipos de padrdes alimentares
no CT. Entretanto, em um estudo realizado por De Meyer et al. (2018), ao comparar o
consumo de diferentes alimentos, obtidos pelo questionario de frequéncia alimentar,
verificaram que o consumo de carboidratos, como: pao branco, massas, arroz e

batatas ndo apresentou correlacéo significante ao CT. Assim como, Kasielski et al.
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(2016) também ndo encontraram correlacdo entre o consumo de cereais e o CT,
somente uma correlacéo inversa entre o consumo de carne vermelha/processada e o
CT. Leung et al. (2018) sugerem que uma dieta rica em frutas, vegetais, cereais
integrais, produtos lacteos e proteinas vegetais e baixa em carnes vermelhas e
processadas, sédio e acucares esta relacionada ao maior CT e envelhecimento celular
saudavel, devido a ingestdo de alimentos ricos em antioxidantes, os quais podem
amenizar o atrito telomérico.

Formich et al. (2014) discutiram que o pds-operatorio imediato é caracterizado
por um estado catabdlico, o que acelera a erosdo de teldbmeros. Os mecanismos
responsaveis pelo alongamento do CT néo estédo elucidados, entretanto as melhoras
metabdlicas e do estado inflamatério podem ser consideradas uma das principais vias
de elongacéo (LAIMER et al., 2016).

Nesse sentido, o presente estudo evidenciou que as alteracbes nas
concentracbes de triglicérides decorrentes da DGYR (reducdo) contribuiram
independente no aumento do CT. HARTE et al. (2012) também evidenciaram
correlagdo inversa entre o CT e triglicérides. Em modelo animal, altos niveis lipidicos
induziram a peroxidacdo lipidica (MOUSTAFA et al., 2012), contribuindo para o
estresse oxidativo e a inflamacéo. As propriedades aterogénicas do colesterol e
triglicérides elevados conferem les6es mecéanicas, hemodinamicas e/ou imunoldgicas
e, como tal, podem causar um aumento do turnover celular e aumentar a producao de
espécies reativas de oxigénio em certas células (EPEL, 2009). A ligacdo entre
triglicérides e CT pode ser secundaria ao aumento do dano celular e ao turnover, que
por sua vez amplifica o envelhecimento celular, levando as células a sua capacidade
replicativa maxima - traduzindo-se em CT encurtado (HARTE et al., 2012).

Outro possivel mecanismo associado ao aumento do CT apds a cirurgia
bariatrica estad associado a atividade da enzima telomerase. O problema de replicacao
final dos cromossomos é resolvido pela acdo da enzima telomerase, uma
transcriptase reversa, responsavel por adicionar novos pares de base nas
extremidades dos cromossomos, contribuindo para a manutencdo do seu
comprimento (XIN; LIU; SONGYANG, 2008). Dersham et al. (2016) relatam que a
mudanca no padréo alimentar juntamente, com a realizacéo de atividade fisica, que
possivelmente resultam no aumento da atividade da telomerase, seria uma explicacao
para o aumento do CT apos 3 a 5 anos da DGYR. Entretanto, neste estudo nao foi

realizada a avaliacdo da atividade da telomerase, pois como dito anteriormente, em
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células sanguineas, sua atividade geralmente apresenta-se baixa ou inexistente
(BROCCOLI; YOUNG; LANGE, 1995; ENGELHARDT, 1997).

Contudo, além da enzima telomerase, proteinas do complexo shelterin sédo
essenciais para a funcdo dos teldomeros. Geralmente, os teldbmeros s6 se tornam
acessiveis a telomerase durante a fase S do ciclo celular (XIN; LIU; SONGYANG,
2008). Isto é conseguido por meio de multiplos mecanismos, incluindo regulacdo da
expressdo e atividade da telomerase e o menor recrutamento das proteinas do
shelterin, como a POT1 (WANG et al., 2007). Dessa maneira, complexo shelterin &
critico para a manutencéo dos teldmeros e o comprometimento desse complexo tem
consequéncias deletérias para a célula. A delecao de cada componente do shelterin,
com excecdo do Rapl, correlacionou-se a letalidade embrionaria em camundongos
(SCHMUTZ; DE LANGE, 2016).

A POT1 associa-se especificamente a protuberancia da fita simples 3’ do
telomero, impedindo que seja reconhecida pela maquinaria de reparo a danos ao
DNA. Dados recentes sugerem que a POTL inibiria inicialmente a translocagdo da
enzima telomerase para os teldmeros (TAKAI et al., 2016), sugerindo que sua maior
expressao se correlaciona com menor CT. Entretanto, tal fato ndo foi evidenciado em
nosso estudo, pois as mulheres eutroficas apresentaram maior expressédo do POT1
em relacdo as mulheres com obesidade. Ainda, ndo foi observado correlacdo entre
expressao génica e o CT.

O papel principal da ligacdo do complexo shelterin aos telébmeros é
desempenhado por TRF1 e TRF2, pois ambas sdo responsaveis por reconhecer as
repeticbes teloméricas e recrutar os outros componentes. Ambas compartilham da
mesma estrutura e divergem em seu dominio N-terminal (GALATI et al., 2015). A
TRF1 demonstrou regular o comprimento dos telomeros, contribuindo para a protecéo
e manutencdo do DNA telomérico (VAN STEENSEL; DE LANGE, 1997). Telémeros
mais longos recrutam mais TRF1 e TRF2 e formam um estado fechado que inibe o
acesso da telomerase. A medida que os teldmeros encurtam gradualmente, eles
mudam para um estado aberto devido a escassez de TRF1 e TRF2, os quais geram
a desestruturacao do t loop, expondo a G tail e, consequentemente, o recrutamento
da telomerase para seu terminal (SMOGORZEWSKA et al., 2000).

Tais descobertas justificam o aumento da expressdo do TRF1 apos a DGYR.
Devido ao alongamento do CT, houve maior recrutamento de TRF1, o qual apresentou

expressdo significante maior em relacdo ao pré-operatorio. Contraditoriamente ao
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nosso achado, um estudo mostrou aumento da expressao de TRF1, TRF2, POT1 e
RAP1 em células sanguineas de individuos com obesidade, considerando o TRF1
como um dos principais reguladores negativos do CT no contexto da obesidade,
sendo que o aumento de sua expressdo esta associado a uma maior incidéncia de
cancer (GRUN et al., 2018). No presente estudo, ndo houve alteracdo na expressao
de TRF2 entre os momentos de avaliacdo. Esse resultado sugere que a TRF2 deve
ter um mecanismo de controle diferente da TRF1. Estudos adicionais ser&o
necessarios para determinar a real contribuicdo da proteina TRF2 na homeostasia

telomérica ou no contexto de obesidade.
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CONCLUSAO

Com os resultados do presente estudo, pode-se concluir que:

A intervencao cirurgica é eficaz na melhora da composi¢édo corporal e
dos indicadores bioquimicos;

O consumo alimentar de mulheres com obesidade n&o é condizente com
os dados antropométricos, evidenciando um sub relato dessas
pacientes;

O comprimento dos teldomeros de mulheres com obesidade é significante
menor em relacdo as mulheres eutroficas;

H4 um aumento no comprimento dos teldmeros apos seis meses da
DGYR,;

A expressdao dos genes POTL1, TRF1 e TRF2 é menor em mulheres com
obesidade em relacdo as mulheres eutroéficas;

Apos a DGYR, foi possivel observar alteracdes na expressao de TRF1;
Existe uma correlagcdo entre as concentracdes de triglicérides e o

aumento do comprimento dos teldbmeros apos a DGYR.
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9. APENDICES

APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido das pacientes que

realizaram intervencao dietética.

J (Q\PADE de Meo,,,
<" RIBEIRAO PRETO Y9

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO

DEPARTAMENTO DE CLiNICA MEDICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Gostaria de convida-la a participar do projeto intitulado “Comprimento dos
teldmeros e expresséo de genes do complexo shelterin em mulheres com obesidade
submetidas a cirurgia bariatrica e eutroficas” sob orientagdo da Prof2. Dr2. Carla
Barbosa Nonino, da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o
Paulo e com participagédo da aluna de Mestrado, Caroline Rossi Welendorf. Essa
pesquisa ira incluir pacientes com obesidade grau Ill com a finalidade de avaliar o
comprimento dos teldmeros antes e apds 6 meses da realizacdo da cirurgia bariatrica.
Se vocé aceitar, sua participacdo consiste na coleta de sangue, obtencdo de medidas
corporais e de consumo alimentar, no pré e pés-operatorio. Abaixo detalhamos cada
procedimento:

1. Medidas de peso, altura e circunferéncia de abdémen;

2. Um exame que verifica sua quantidade de musculo e gordura. Esse exame é
chamado Bioimpedéancia Elétrica, € indolor e ndo invasivo e realizado com vocé
deitado no leito, com adesivos colados na pele da mao e pé direitos. Para realizacédo
desse exame sera necessario que vocé fique em jejum de pelo menos 4 horas. Esse
exame tem duracdo de 3 minutos.

3. Andlise da sua alimentacé&o (todos os alimentos que vocé consome durante um
dia) por meio do questionario chamado de Recordatorio 24 horas. Serdo trés
recordatdrios no total, no primeiro encontro sera realizado um e 0s outros serao
realizados por telefone.

4. Coleta de sangue (uma colher de sopa). Sera realizada por enfermeiro por meio
de uma picada de agulha. Esse procedimento podera causar dor pela picada da

agulha ou formacédo de uma pequena mancha arroxeada no local.
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Sua participacdo € voluntaria, ndo tera custo algum e contribuira para que novos
métodos de prevencdo e tratamento para obesidade sejam adotados. Vocé ndo
recebera nenhum pagamento do pesquisador ou do hospital e tem o direito de desistir
de participar do estudo a qualquer momento. Queremos deixar claro que sera
garantido o sigilo da sua identidade e a privacidade das informacdes coletadas.
Agradecemos a colaborac¢do, em caso de davidas ou esclarecimentos, estamos a
disposicdo durante a realizagdo do estudo, vocé podera entrar em contato conosco
pelo telefone (16) 3602-4810, pelo email carolinewelendorf@gmail.com ou no Comité
de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeir&o
Preto pelo telefone (16) 36022228.

Eu, ,

RG: , concordo em participar desta pesquisa e

declaro ter compreendido o termo de consentimento acima sendo minha participacéo

inteiramente voluntaria.

Ribeirdo Preto, de de

Nome por extenso da participante Assinatura da participante

Nome por extenso do pesquisador Assinatura do pesquisad
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ANEXO A — Aprovacéo do Comité de Etica do HCFMRP-USP.
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o A=
HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA o e
DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO gyrp.usp

RIBEIRAD PRETO

Ribeirao Preto, 12 de julho de 2017

Oficio n° 2075/2017
CEP/MGV

Prezadas Senhoras,

O trabalho intitulado “INFLUENCIA DA OBESIDADE NO
COMPRIMENTO DE TELOMEROS E NA ATIVDADE DA TELOMERASE DE
MULHERES COM OBESIDADE GRAVE PRE E POS CIRURGIA BARIATRICA” -
versdo 2, de 31/05/2017 foi analisado “AD REFERENDUM” pelo Comité de Etica
em Pesquisa, e enquadrado na categoria: APROVADO, bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido - versdo 2, de 31/05/2017, de acordo com o
Processo HCRP n°® 14997/2016.

De acordo com Carta Circular n°® 003/2011/CONEP/CNS, datada
de 21/03/2011, o sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o caso,
deverd rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido -
TCLE - apondo sua assinatura na ultima do referido Termo; o pesquisador
responsdvel devera da mesma forma, rubricar todas as folhas do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE — apondo sua assinatura na ultima pdgina
do referido Termo.

Este Comité segue integralmente a Conferéncia Internacional de
Harmonizagéao de Boas Praticas Clinicas (IGH-GCP), bem como a Resolug@o n® 466/ 12
CNS/MS.

Lembramos que devem ser apresentados a este CEP, o Relatério
Parcial e o Relatério Final da pesquisa.

Atenciosamente.

“MARCIA GUIMARAES VILLANOVA

Coordenadora do Comité de Etica em
Pesquisa do HCRP e da FMRP-USP

[lustrissimas Senhoras

CAROLINE ROSSI WELENDORF

PROF*.DR*.CARLA BARBOSA NONINO(Orientadora)
Depto. de Clinica Médica

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO FfRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Campus Universitdrio — Monte Alegre Comité de Etica em Pesauisa do HCRP e FMRP-USP
14048-900 Ribeirfio Preto  SP FWA-00002733; IRB-00002186 e Registro PB/CONEP n® 5440
(16) 3602-2228

cep@hcrp.usp.br

www.herp.usp.br
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ANEXO B — Questionario sobre habitos de vida e presenca de comorbidades

uestionario

Amostra:

1. IDENTIFICACAO

Nome:

Prontudrio:

Data de Nascimento e Idade: Sexo

Naturalidade:

Endereco:

Telefones:

Bairro Cidade:

CEP:

2. HISTORICO MEDICO

( )Aneurisma ( )Hipertensdo ( ) Etilismo ( ) Dislipidemia (colesterol) ( ) Doenca Renal
( ) Tagabismo ( ) Diabete mellito( ) Transplante ( ) Doenca hepatica (cirrose)

() Fibromialgia ( ) Doengas Cardiovasculares ( ) Doencas Psiquiatricas

() Neurodegenerativa

Qual?

Ha quanto tempo?

Obesidade Grau:



