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Resumo

BARROS, T. T. Analise do perfil protedmico e sua relacdo com dano de DNA e
dosagem sanguineade 4cidos graxos poli-insaturados 6mega-3 de cadeialonga
em criancas e adolescentes. 2022, 85f. Tese (Doutorado em Saude da Crianca e do
Adolescente) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Séo Paulo,
Ribeirdo Preto, 2022.

O objetivo deste estudo foi explorar diferencas no perfil proteémico entre criangas e
adolescentes divididos em grupos opostos de dano de DNA com diferentes nas
concentragfes sanguineas de acidos graxos poli-insaturados émega-3 de cadeia
longa. Metodologia: Meninos e meninas saudaveis (n = 140) de 9 a 13 anos de idade
foram divididos com o teste k-means cluster em grupos opostos de dano de DNA,
usando a variavel tail intensity obtida por meio da técnica de eletroforese em gel de
célula Unica (cluster 1 = 5,9% * 1,2 e cluster 2 = 13,8% + 3,1). Foram dosadas
concentragfes dos acidos docosahexaenoico e eicosapentaenoico em eritrcitos e o
perfil protedmico foi obtido pela SomaLogic Inc®. Resultados: O cluster de maior dano
de DNA apresentou niveis mais baixos de DHA (5,4 + 1,3, p =0,003/6,2 + 1,6 mg/dL)
e EPA (0,5 = 0,1 mg/dL, p <0,001 / 0,6 + 0,2 mg/dL), e aumento da expressao das
proteinas CDK8-CCNC, PIK3CA-PIK3R1, KYNU e PRKCB, que estédo envolvidas em
vias pré-inflamatérias. Conclusao: os resultados suportam a hipétese de que o papel
protetor de acidos graxos 6mega-3 de cadeia longa contra o dano de DNA pode estar
associado a expressdo das proteinas CDK8-CCNC, PIK3CA-PIK3R1, KYNU e
PRKCB.

Palavras-chave: Dano de DNA. Comet assay. Omega-3. DHA. EPA. Inflamacéo.

Protedmica.






Abstract

BARROS, T. T. Analysis of proteomic profile and its relation to DNA damage DNA
damage and n-3 long chain PUFA blood levels in children and adolescents. 2022,
85f. Tese (Doutorado em Saude da Crianca e do Adolescente) — Faculdade de

Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

The aim of this study was to explore differences in proteomic profiles and red blood
cells levels of n-3 long chain PUFA that may be associated to DNA damage. Healthy
boys and girls (n = 140) aged 9 to 13 years old in an urban area of Brazil were divided
by k-means cluster test into two clusters of DNA damage (tail intensity) using the comet
assay (cluster 1 = 5.9 % + 1.2 and cluster 2 = 13.8 % * 3.1). The cluster with higher
DNA damage presented lower levels of DHA (6.2 £1.6 mg/dL; 5.4 £1.3, p = 0.003) and
EPA (0.6 £0.2 mg/dL; 0.5 £0.1 mg/dL, p < 0.001), and increased expression of the
proteins CDK8-CCNC, PIK3CA-PIK3R1, KYNU and PRKCB, which are involved in
pro-inflammatory pathways. Our findings support the hypothesis that nutritional status
regarding n-3 long chain PUFA have a protective role against DNA damage and that
CDK8-CCNC, PIK3CA-PIK3R1, KYNU and PRKCB are differently expressed in
clusters of DNA damage. The aim of this study was to explore differences in proteomic
profiles and red blood cells levels of n-3 long chain PUFA that may be associated to
DNA damage. Healthy boys and girls (n = 140) aged 9 to 13 years old in an urban area
of Brazil were divided by k-means cluster test into two clusters of DNA damage (tail
intensity) using the comet assay (cluster 1 =5.9 % + 1.2 and cluster 2 = 13.8 % + 3.1).
The cluster with higher DNA damage presented lower levels of DHA (6.2 £1.6 mg/dL;
5.4 1.3, p = 0.003) and EPA (0.6 0.2 mg/dL; 0.5 0.1 mg/dL, p < 0.001), and
increased expression of the proteins CDK8-CCNC, PIK3CA-PIK3R1, KYNU and
PRKCB, which are involved in pro-inflammatory pathways. Our findings support the
hypothesis that nutritional status regarding n-3 long chain PUFA have a protective role
against DNA damage and that CDK8-CCNC, PIK3CA-PIK3R1, KYNU and PRKCB are
differently expressed in clusters of DNA damage.

Keywords: DNA damage. Comet assay. Omega-3. DHA. EPA. Inflammation.
Proteomic.
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1. Introducéo

Avancos recentes nas ciéncias 6micas tem permitido o estudo mais profundo de
processos metabolicos em sistemas biologicos, contribuindo para a aproximacéo do
que é chamado medicina personalizada (CORELLA; ORDOVAS, 2018; PISABARRO,
2006; RAMIREZ DE PENA; MARTIN, 2014). Tais progressos metodoldgicos ainda
contribuem para o desenvolvimento da nutricado de preciséo, por meio da avaliagéo de
big data em gendmica, metaboldmica, protedmica entre outras analises
computacionais. O principal destaque dessas abordagens € a identificacdo e
validacdo de biomarcadores envolvidos em processos moleculares que podem ser
alterados por meio da nutricdo (CORELLA; ORDOVAS, 2018).

Nutrientes, isolada ou sinergicamente, exercem influéncia em diversos
mecanismos biolégicos, incluindo a expressédo proteica (KUSSMANN; PANCHAUD,;
AFFOLTER, 2010). Estudos com protedmica tem contribuido para a elucidacdo de
interagcbes entre nutrientes e expressao génica, levando a um melhor entendimento
do papel da nutricdo na manutencdo e promocdo da saude (KUSSMANN;
PANCHAUD; AFFOLTER, 2010). De forma mais detalhada, tais interacdes podem,
por exemplo, afetar processos como a regulacdo do ciclo celular, impedindo a
reproducdo de células que sofreram algum tipo de dano ou mutacdo no DNA
(FENECH, 2017).

1.1. Dano de DNA

Danos no DNA séo causados por diversos fatores, que podem ser intrinsecos ao
metabolismo celular, como a geracao de espécies reativas de oxigénio, produtos de
reacoes moleculares, ou externos tais como a radiagdo causada pela exposi¢ao solar
ou radicais livres oriundos de poluentes ambientais (EVANS; DIZDAROGLU; COOKE,
2004; KRYSTON et al., 2011; SLYSKOVA et al., 2014). Estes agressores podem levar
a oxidacao de bases, delecdo de bases, ligacdo cruzada de bases, ruptura de fita
dupla ou unica do DNA sendo estas as lesdes mais comumente encontradas (COOKE;
OLINSKI; EVANS, 2006; KRYSTON et al., 2011; O'HAGAN, 2014; SLYSKOVA et al.,
2014; WASSON; MCKELVEY-MARTIN; DOWNES, 2008).

A afericdo do dano de DNA pode ser realizada por meio de diferentes técnicas

atualmente existentes. O teste do micronucleo, dosagem de biomarcadores de dano
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de DNA, como a 8-hidroxideoxi-2-guanosina (8-OHdG), utilizando cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) e a eletroforese em gel de célula Unica sao algumas
das técnicas metodoldgicas mais empregadas em estudos cientificos para mensurar
o0 dando de DNA (KRYSTON et al., 2011).

A eletroforeses em gel de célula Unica, também conhecida como comet assay
ou ensaio do cometa, descrita primeiramente por Ostling e Johanson em 1984
(OSTLING; JOHANSON, 1984), consiste em submeter uma amostra de fluido ou
tecido bioldgico a eletroforese, onde fragmentos de DNA danificado se deslocam pela
diferenca de potencial criada, para posterior analise microscépica. Os nucleos
celulares com DNA danificado se assemelham a um cometa apds a eletroforese, em
que sua cauda é formada pelos fragmentos do DNA lesionado que foram arrastados
no processo. O comprimento e a quantidade de fragmentos na cauda determinam a

guantificacdo do dano de DNA (Figura 1).

Figura 1 — Dano oxidativo do DNA por eletroforese em gel de célula Gnica (comet assay).

1 2 3 4

Classificacdo de nucleoides segundo dano de DNA, em que 1 representa uma célula sem
dano de DNA e 4 uma célula com dano de DNA extenso. Fonte: ARALDI et al., 2015.

A eletroforese em gel de célula Unica tem sido largamente empregada para a
analise do dano de DNA em pesquisas cientificas por ser um método de simples e
rapida execucdao, de baixo custo, necessita de pequena quantidade de amostra e pode
ser adaptado para a deteccdo de danos especificos (WASSON; MCKELVEY-
MARTIN; DOWNES, 2008).

Lesbes no DNA podem ser evitadas por meio da acao de antioxidantes que atuam
amenizando o efeito prejudicial de espécies reativas de oxigénio (ROS), podem ser
reparadas por meio da remocéo das bases e nucleotideos que sofreram alteragdes, ou
a célula com DNA danificado pode sofrer apoptose programada, com o objetivo de

impedir que uma mutacdo ocorra e que esta célula seja reproduzida, dando origem a
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patologias tais como neoplasias malignas (EVANS; DIZDAROGLU; COOKE, 2004;
SLYSKOVA et al., 2014).

Uma resposta eficiente ao dano de DNA visando sua reparacdo depende da
adequada regulacdo do ciclo celular, por meio da acdo de proteinas em reacdes
moleculares (DEMIRBAG; YILMAZ; KOCYIGIT, 2005; EVANS; DIZDAROGLU; COOKE,
2004; FENECH, 2017; KRYSTON et al., 2011; SLYSKOVA et al., 2014). Este processo
se inicia com o reconhecimento da regido danificada por meio do recrutamento de
complexos de sensores, como o complexo Mrell-Rad50-Nbsl (MRN) e o complexo
Rad9-Radl-Husl relacionado ao Antigeno Nuclear de Proliferacdo Celular
(PCNA).(HUANG et al., 2020; RAI et al., 2007). Quinases dependentes de ciclinas
também estéo envolvidas na resposta ao dano de DNA, uma vez que atuam na regulacéo
do ciclo celular e desempenham um papel na transcricdo génica, atuando como
moduladores da resposta ao dano de DNA (CHOU et al., 2020; VON STECHOW,
OLSEN, 2017). Por outro lado, proteinas pré-inflamatérias como o Fator Nuclear Kappa
B (NF-kB), o Receptor Toll-like 4 (TLR4), e interleucinas pro-inflamatorias contribuem
para a ocorréncia de dano de DNA (ZIEGLER et al., 2020). Andlises de protedmica
podem ser usadas para um melhor entendimento do papel destas e outras proteinas nos

mecanismos que envolvem a ocorréncia e a resposta ao dano de DNA.

A relacdo inversa entre dano de DNA e alguns micronutrientes e antioxidantes
como retinol, vitamina C, vitamina E, vitamina B12, zinco e carotenoides é bem
estabelecida na literatura cientifica. HA uma diversa gama de estudos que
demonstram o fator protetor destes nutrientes contra o dano de DNA. Lipidios também
parecem desempenhar um papel significativo na protecéo celular, como é o caso dos
acidos graxos 6mega 3, pela sua acao anti-inflamatoria, porém publicacdes ainda sédo
escassas (ELIA et al., 2016).

1.2. Acidos graxos poli-insaturados 6mega 3

Acidos graxos dmega 3 sdo caracterizados pela presenca de ligacdo dupla entre
o terceiro e o quarto atomo de carbono da extremidade metil da cadeia (Figura 3), e
podem ser monoinsaturados, com uma unica ligacdo dupla, ou poli-insaturado com
duas ou mais ligacdes duplas entre carbonos na cadeia (CHOLEWSKI,
TOMCZYKOWA; TOMCZYK, 2018). O acido alfa-linolénico (ALA), acido graxo 6mega

3 cuja cadeia possui 18 carbonos com 3 ligagBes insaturadas (C18:3n-3) €
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considerado essencial por ndo ser produzido pelo organismo humano, portanto deve
ser obtido por fontes alimentares (SAINI; KEUM, 2018).

Derivados do ALA, os acidos graxos 6mega 3 poli-insaturados de cadeia longa
(n-3 LC-PUFA), eicosapentaenoico (EPA, C20:5n-3) e docosahexaenoico (DHA,
C22:6n-3), séo sintetizados em humanos por meio da acdo de enzimas elongases e
dessaturases (Figura 3), que respectivamente catalisam o alongamento da cadeia de
carbono e a adi¢édo de insaturacdes a cadeia do acido alfa-linolénico (SAINI; KEUM,
2018).

Figura 2 — Estrutura dos acidos graxos émega 3 e representacdo da
transformacéo do ALA em EPA e DHA

5 1 [E; = 7

2 8
VA e e N 18
g

H,C 3 4 B 7 10 12 14 B COOCH

acido alfa-linolénico (ALA, C18:3n-3)

AB-dessaturase
Elongase

Ab-dessaturase

2 5 8 11 14 17 19
[ e e iy e N VN o)

HC 3 4 6 7 9 10 12 13 15 16 18 20

acido eicosapentaenoico (EPA, C20:5n-3)

Elongase

AB-dessaturase

HC 3 4 6 7 910 1213 1516 18 19 21
acido docosahexaenoico (DHA, C22:6n-3)

O &cido alfa-linolénico (ALA) sofre aumento da cadeia de carbono por
meio da acéo de elongases e adicao de insaturagfes a sua cadeia pelas
enzimas Ab5-dessaturase e A6-dessaturase, dando origem aos acidos
graxos eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaenoico (DHA). Fonte:
PERINI et al., 2010; SAINI; KEUM, 2018
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Estes acidos graxos tém importante funcao biolégica por serem constituintes de
fosfolipidios presentes nas membranas celulares e, portanto, desempenham papel na
estrutura e comportamento de células e tecidos em diversos 6rgdos como retina,
coragdo, figado e cérebro. As principais fontes alimentares de ALA sdo os 06leos
vegetais de canola e soja, oleaginosas, sementes como linhaca e chia, vegetais
folhosos de coloracao verde-escura e peixes. Os acidos graxos EPA e DHA também
podem ser obtidos pela alimentac&o, sobretudo com o consumo de peixes como atum,
salmao e sardinha (SAINI; KEUM, 2018; STEFANELLO; PASQUALOTTI; PICHLER,
2019). Seu consumo estad associado a prevencdo de doencas cardiovasculares,
inflamatorias, infeccdes, e contribui para a reducdo do declinio cognitivo no
envelhecimento (STEFANELLO; PASQUALOTTI; PICHLER, 2019).

Os n-3 LCPUFA podem proteger contra o dano de DNA por sua propriedade anti-
inflamatoria pois estimulam a sintese de mediadores pro-resolucdo e reduzem a
formacao de eicosanoides derivados do acido araquidénico (ARA) uma vez que seu
precursor, 0 4cido graxo 6mega 6 linoleico (AL), compete pela enzima A6-dessaturase
com o acido alfa-linolénico, do qual os acidos graxos EPA e DHA sao derivados
(BARDEN; MAS; MORI, 2016; KAWANISHI et al., 2017; MARION-LETELLIER;
SAVOYE; GHOSH, 2015; MURATA, 2018). Além disso, evidéncias recentes sugerem
qgue os n-3 LCPUFA desempenham um importante papel na modulagdo do ciclo
celular relacionado a inducéo da apoptose de células com DNA lesionado, impedindo

a replicacdo de material genético danificado (NEWELL et al., 2017).

Considerando as potenciais interacbes entre n-3 LCPUFA, componentes de
sistemas inflamatérios e o dano de DNA, formulamos a hipotese de que individuos
com maior dano de DNA e menores concentracdes de DHA e EPA apresentam perfis

protedbmicos distintos de individuos com menor dano de DNA.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral:

e Verificar se a expressao proteica e a concentracdo sanguinea de DHA e EPA
diferem em criancas e adolescentes divididas em grupos opostos de dano de
DNA

2.2. Objetivos especificos

e Determinar as concentracdes de DHA e EPA em grupos opostos de dano de DNA;
e |dentificar proteinas associadas a inflamacéo e reparo no dano de DNA;

e Determinar a concentracdo destas proteinas em grupos opostos de dano de DNA.
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3. Casuistica e métodos

Este € um sub estudo clinico transversal do projeto “Nova Estratégia para
Analisar Interacdo Gene-Nutriente”, aprovado pelo comité de ética do HCFMRP -
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de
Sé&o Paulo (processo HCRP n° 14255/2010) e aprovado pelo CONEP — Comisséo
Nacional de Etica em Pesquisa (processo CAAE n° 00969412.6.0000.5440; n° do
parecer: 220.625-18/02/2013)

A coleta de sangue, a antropometria e dados da ingestdo alimentar foram
analisados no momento inicial do projeto “Nova Estratégia para Analisar Interagao
Gene-Nutriente” em criancas e adolescentes de 9 a 13 anos residentes na cidade de

Ribeirdo Preto.

3.1. Selecédo dos Participantes

O calculo do tamanho amostral do projeto “Nova Estratégia para Analisar
Interagdo Gene-Nutriente” foi baseado em estudo piloto realizado nos Estados Unidos,
no estado de Arkansas, onde também foram selecionados grupos metabdlicos para
posterior associacdo com a ingestdo alimentar e com concentracfes sanguineas de
vitaminas, determinando uma amostra minima de 100 individuos (MATHIAS et al.,
2018).

Os individuos participantes desta pesquisa foram selecionados em trés escolas
da cidade de Ribeirdo Preto (Sdo Paulo, Brasil): Escola Estadual Professor Rafael
Leme Franco, Escola Estadual Professor Walter Ferreira e Escola Particular Viktor
Frankl. Estas escolas séo localizadas nas proximidades da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto (FMRP-USP) e seus alunos residem na mesma regido em que estao

localizadas.

3.1.1. Critérios de Inclusao

Somente criancas e adolescentes de 9 a 13 anos, consideradas clinicamente
estaveis ap0Os avaliacdo pediatrica, sem doenca cronica que pudesse interferir com a

coleta de dados ou com os resultados obtidos foram incluidas. Cada crianca e
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adolescente foi questionado acerca da escolha em participar do estudo, tanto
verbalmente como por escrito (ANEXO A). O objetivo da pesquisa foi explicado aos
pais ou responséaveis legais, que deram consentimento informado por escrito para
participar (ANEXO B). Apenas participantes e responsaveis legais com respectivos

termos de assentimento e consentimento assinados, foram incluidos no estudo.

3.1.2. Critérios de Exclusao

Foram excluidos do estudo criancas e adolescentes que apresentaram trés ou
mais episodios de fezes liquidas ou semiliquidas nas 24 horas antecedentes a coleta
de dados; que estavam fazendo uso de suplementacdo de vitaminas e/ou minerais;
que estivessem sob dieta supervisionada e que tivessem diagndstico prévio de

doenca cronica.

3.1.3. Individuos Estudados

Inicialmente, 150 criancas e adolescentes atenderam os critérios de incluséo e
concordaram, por escrito, em participar. Na coleta de dados, compareceram 141
individuos. Criancas de todos os estados nutricionais foram incluidas (magras,
eutréficas, com sobrepeso e obesas), com o objetivo de ndo excluir qualquer individuo
que, porventura, apresentasse dano de DNA aumentado relacionado ao seu indice de

massa corporal.
3.2. Delineamento do Estudo

O delineamento do estudo foi baseado na medida transversal das variaveis dano
de DNA, estadiamento puberal, estado nutricional, dosagem eritrocitaria de EPA e
DHA e perfil protedmico em criangas e adolescentes da cidade de Ribeir&o Preto, SP.
3.3. Coleta de Dados

A coleta de dados foi realizada no Hospital das Clinicas da Faculdade de

Medicina de Ribeirdo Preto, da Universidade de Sao Paulo, Brasil, na sala de Coleta

de sangue, local que conta com infraestrutura e seguranca adequadas e necessarias
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aos procedimentos efetuados, além de dispor de amplo espaco para que 0S
participantes e seus acompanhantes pudessem ser acomodados. Foi disponibilizado
transporte para buscar os participantes em suas casas e leva-los de volta ao final da
coleta, a fim de evitar atrasos e garantir a participacao de todos. A coleta de dados
aconteceu em dois dias de um final de semana (sabado e domingo), com o objetivo
de melhorar a logistica de atendimento, distribuindo metade dos participantes em cada
dia.

Durante a coleta de dados, todos os patrticipantes foram submetidos a avaliagdo
clinica por um pediatra para a determinacdo do estadiamento puberal conforme
critérios estabelecidos por Tanner (1962), os quais utilizam 5 escalas de estadiamento
para desenvolvimento mamario e pelos pubianos em meninas, e para tamanho
testicular e pelos pubianos em meninos (TANNER, 1962), bem como para avaliagao
dos critérios de inclusdo. Para essa avaliacédo, inicialmente, cada crianca com seu
acompanhante, escolheram entre as fotos representativas do estadiamento puberal
aquela que mais se aproximava da sua atual caracterizagdo. ApGs conversa com 0
pediatra, caso houvesse dlvida, era realizada uma analise individual com o sujeito da

pesquisa.

Além disso, durante a coleta de dados os participantes foram submetidos a
antropometria, a avaliacdo da ingestdo alimentar para determinacdo da ingestédo
caldrica e a coleta de sangue para dosagem do colesterol total, dos acidos graxos
poli-insaturados de cadeia longa, DHA e EPA, para a determinagdo do dano de DNA

e protedbmica.

3.3.1. Procedimentos Clinicos e Testes Laboratoriais

Foram coletadas amostras de sangue de cada individuo, apds jejum de 12 horas,
dos quais 4 mL foram utilizados para dosagem de EPA e DHA, 2 mL para anélise do
dano de DNA e 2 mL analise da protedmica. A coleta de sangue foi realizada por
flebotomistas treinados, o procedimento oferece risco minimo (Categoria 2; 45 CFR
46.110) e é rotineiramente feito no Hospital das Clinicas da FMRP-USP. Apds a coleta,
as amostras foram enviadas para as amostras foram imediatamente centrifugadas,

separadas e congeladas a -80°C.
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Para garantir a correta identificacdo das amostras, bem como o sigilo sobre os
resultados dos exames dos participantes, cada sujeito recebeu um ndmero e um
codigo de barras individual, que foi mantido com os principais investigadores na
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Brasil. Todas
as amostras de sangue foram codificadas no momento da coleta. Foi fornecido café
da manha a todos os participantes, imediatamente apds a coleta de sangue e afericdo

dos dados antropométricos.

3.3.1.1. Andlises laboratoriais

A andlise bioquimica do colesterol total foi realizada imediatamente apds a coleta
de sangue, no laboratério do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto-USP. A anélise do dano de DNA foi realizada na Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto-USP. As demais analises foram realizadas no Nestlé
Institute of Health Sciences em Lausanne na Suica, para onde as amostras foram
encaminhadas através do World Courier® (World Courier do Brasil Transportes
Internacionais Ltda, S&o Paulo, SP, Brasil), em um prazo de 48 horas. Os métodos

utilizados para as analises laboratoriais estdo descritos a seguir.

Colesterol total

O colesterol total foi dosado no plasma, por meio do método enzimatico para
determinacdo de colesterol em soro ou plasma (kit comercial Colestat enzimatico
AA®, linha liquida, Wiener lab. 2000 Rosario — Argentina).

Dosagens de DHA e EPA

Foi realizada a dosagem eritrocitaria dos acidos graxos poliinsaturados, EPA e
DHA. 200 pL de hemécias peletizadas foram adicionadas a 200 pL de tampé&o de lise
(NH4CI 82,29 mg/mL, NaHCO3 10,00 mg/mL e EDTA 292,2 mg/mL), misturados dez
vezes em vortex e entdo congelados a -80°C. As amostras foram processadas de

acordo com protocolo descrito por Masood et al (2005). Os &cidos graxos foram
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quantificados por meio da cromatografia gas-liquido (MASOOD; STARK; SALEM,
2005).

Dano de DNA: Eletroforese em gel de célula Unica

Para analisar o dano de DNA, utilizou-se o método eletroforese em gel de célula
Unica (single cell gel electrophoresis assay ou comet assay), descrito por Singh e cols.
(1988) e Tice e cols. (2000) com adaptacdes (SINGH et al., 1988; TICE et al., 2000).

Sao colocados 25 uL de sangue periférico colhido em tubo vacutainer® EDTA
junto a 270 yL de agarose de baixo ponto de fusédo 0,5% (p/v). Apds a mistura, 80 pL
da suspenséao celular sédo depositados em laminas previamente cobertas com agarose
de ponto de fusdo normal 1,5% (p/v) e as laminas mantidas a 4°C por 20 minutos para
solidificacdo da agarose. Em seguida, as laminas sdo imersas em solucédo de lise
(NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, DMSO 10% (v/v), Triton X-100 1% (v/v), Tris 10mM, pH
10) a 4°C por 24 horas. Passado esse periodo, as laminas sdo submetidas a
eletroforese alcalina (NaOH 300 mM, EDTA 1mM, pH>13) por 20 minutos (0,87 V/cm,
300 mA). Ao término da eletroforese, as laminas sdo imersas em solucdo de
neutralizagéo (Tris-HCI 0,4M, pH 7.5) por 5 minutos, secas em temperatura ambiente

e depois fixadas em etanol absoluto por 2 minutos.

Durante a eletroforese, o DNA fragmentado se desloca na superficie da lamina
formando uma cauda ou tail. Imediatamente antes da analise, as laminas s&@o cobertas
com 200 pL de solugéo de GelRED™ (1:1000 v:v) e analisadas em microscopio de
fluorescéncia (aumento de 200 vezes), sendo analisados 100 nucleoides por individuo
através o software Comet Assay IV (Perceptive Instruments, Suffolk, UK), manejado
por um profissional treinado. Para avaliacdo do dano de DNA, foi utilizada a média da
variavel Tail Intensity de 100 nucleoides de cada individuo, que representa a
porcentagem de fragmentos de DNA danificado na cauda em relagéo ao tamanho total

do nucleoide.

Andlise da proteébmica

As proteinas foram quantificadas pela SomaLogic proteomic Somascan assay
versdo 1® (Somalogic Inc., 2945 Wilderness Place, Boulder, CO 80301, USA). A
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técnica usa aptameros de DNA, estruturas formadas por acidos nucleicos, similares
em funcdo a anticorpos monoclonais, denominados SOMAmers, que incluem uma
biotina foto-clivavel (PCB) e um marcador fluorescente na extremidade 5. As
proteinas se ligam fortemente ao seu respectivo e especifico SOMAmer, formando um
complexo que é capturado por estruturas revestidas com estreptavidina. SOMAmers
nao ligados sdo lavados e descartados. O PCB é clivado pela emissdo de luz
ultravioleta e os complexos proteina-SOMAmer séo liberados na solucdo, e os
aptameros sdo entdo quantificados, obtendo-se a quantificacdo das proteinas
correspondentes (BRODY et al., 2010; GOLD et al., 2010). Esta analise laboratorial
foi conduzida pela SomaLogic Inc. Foram realizadas buscas no banco de dados NCBI
para a selecao de proteinas que conhecidamente guardam relacdo com inflamacao e
dano de DNA, sendo selecionadas 117 proteinas de um total de 1129 para o presente

estudo.

3.3.2. Antropometria

A estatura e o peso foram aferidos por uma nutricionista treinada logo apés a
coleta de sangue, de acordo com os procedimentos detalhados por Jellife (1968) e
Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 1995). Os participantes foram considerados
como tendo magreza grave, se indice de Massa Corporal (IMC) < Percentil 3;
magreza, se Percentil 3 < IMC < Percentil 15; peso adequado, se Percentil 15 < IMC
< Percentil 85; sobrepeso, se Percentil 85 < IMC < Percentil 97 e obesidade se IMC 2
Percentil 97, conforme curvas de IMC para idade, para individuos de 5 a 19 anos, da
OMS (2007).

3.3.4. Andlise da Ingestdo Alimentar Habitual

O consumo habitual de alimentos foi mensurado através da aplicacdo de um
guestionario de frequéncia alimentar semiquantitativo (QFA) (ANEXO C) para
quantificacdo da ingestdo calorica (FUMAGALLI, 2008). A aplicagdo do QFA teve
como objetivo investigar a ingestdo alimentar dos 30 dias a sua aplicagéo, informacéo
gue pbdde ser transformada em consumo alimentar diario médio. Por meio dele,
efetuamos a avaliacdo da ingestéo habitual de energia, macronutrientes, vitaminas e

minerais.
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O QFA foi aplicado por nutricionistas ou estudantes cursando o Ultimo ano do
curso de nutricdo, os quais receberam treinamento de aproximadamente 60 horas,
visando minimizar variagdes relacionadas ao aplicador. O mesmo foi colhido na
presenca dos pais/responsaveis legais, para maior veracidade e confiabilidade do
relato da ingestdo alimentar (LIVINGSTONE; ROBSON, 2000). Além disso, durante o
inquérito alimentar foi utilizado um album fotografico (MONTEIRO, 2007) com os
alimentos apresentados no questionario, bem como os tamanhos de suas porc¢des,
para facilitar a visualizagdo e quantificagdo do consumo alimentar, aumentando a

precisdo das informacdes colhidas.

A digitalizagdo dos dados de ingestdo alimentar foi efetuada em duplicata
visando minimizar erros. Para calculo e andlise da ingestéo dietética dos individuos
estudados, foi usado o Software DietWin®, versao Profissional, 2011. Este programa
contém as informacfes da compilacdo de dados das principais tabelas nutricionais
existentes. Por meio dele é possivel adquirir o valor nutricional - macro e
micronutrientes - dos alimentos relatados. Os alimentos utilizados na analise do
consumo alimentar foram padronizados, levando-se em consideracao a tabela que
continha mais informacBes sobre os micronutrientes que os compunham. Dessa
forma, priorizou-se o uso das informacdes fornecidas pelo programa DietWin e como
segunda opcao foram utilizadas as informacdes fornecidas pela Tabela Brasileira de

Composicéao de Alimentos (TACO).

3.4. Andlise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas através do programa SPSS versao
20.0. Os individuos foram divididos em dois grupos opostos de dano de DNA pelo
meétodo de agrupamento k-means cluster. Os testes T de Student, Mann-Whitney e
qui-quadrado foram usados para avaliar diferengas na caracterizag&o dos clusters em
relacdo a idade, sexo, estadiamento puberal, estado nutricional e ingestdo caldrica. A
analise de covariancia (ANCOVA) foi usada para comparar resultados da prote6mica
entre os clusters, com ajuste para variaveis de confusdo como idade, sexo, indice de
massa corporal (IMC) e ingestéo caldrica. A analise de regressao mdultipla foi usada

para avaliar a forca da relagé@o entre as varaveis estudadas, criando um modelo que
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inclui a variavel Tail Intensity de dano de DNA, as proteinas que diferiram entre os

cluster de dano de DNA, os n-3 LCPUFA e variaveis de confusao.

Para verificar a distribuicdo normal das variaveis estudadas, foram usados
indices de assimetria e curtose. As variaveis que apresentam distribuicdo normal
foram analisadas através do teste estatistico T de Student, e para variaveis com
distribuicdo ndo normal foi realizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. O

teste qui-quadrado foi utilizado para a comparagao de proporc¢des entre 0S grupos.
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4. Resultados

4.1. Caracterizagao da populacdo amostral

Dos 141 participantes recrutados, um foi excluido da amostra por ndo apresentar
um resultado valido de dano de DNA, totalizando 140 individuos estudados. Possuem
idade média de 11,4 + 1,1 anos, sendo a maioria do sexo feminino (56,4%). Em
relagdo ao estadiamento puberal a maioria dos individuos se encontra entre 0s
estagios 2 e 3 de maturacao sexual segundo critério estabelecido por Tanner (1962).

A caracterizacdo dos individuos estudados esta descrita na tabela 1.

Tabela 1 — Caracterizacao da populagéao do estudo

Variaveis n (%)
Idade (anos) 114+1.1
Sexo
Masculino 61 (43.6)
Feminino 79 (56.4)
Estadiamento puberal
1 14 (10.0)
2 61 (43.6)
3 48 (34.3)
4 13 (9.3)
5 4 (2.9)

A tabela 2 descreve o estado nutricional da populacdo do estudo segundo
classificacdo da OMS (2007) para o parametro IMC/idade. E possivel observar que a

maior parte da populacdo encontra-se eutrofica (51,4%).

A avaliacdo do consumo alimentar dos ultimos 30 dias obtida pela aplicacdo do
QFA determinou uma ingestéo cal6rica média de 2063,6 + 769,9 kcal/dia. Em relacdo
ao dano de DNA, o valor médio da variavel Tail Intensity foi de 10,3% com desvio
padrao 4,6%. Os individuos apresentaram concentracées sanguineas médias de 0,5
+ 0,2 mg/dL de EPA e 5,7 £ 1,5 mg/dL de DHA, e colesterol total plasmatico de 164,6
+ 31,0 mg/dL.
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Tabela 2 — Estado nutricional da populacdo do estudo segundo IMC/idade

Classificacao de IMC/idade* Frequéncia (n / %)
Entre percentil 3 e percentil 85 Eutrofia 72 (51,4%)
Entre percentil 85 e percentil 97 Sobrepeso 33 (23,6%)
> percentil 97 Obesidade 35 (25,0%)

*Classificacdo do indice de massa corporal por idade segundo curvas de crescimento da OMS
(2007) de 5 a 19 anos.

4.2. Resultados por cluster de dano de DNA

Os individuos estudados foram divididos pelo teste estatistico k-means cluster
em 2 grupos opostos de dano de DNA de acordo com valores de Tail Intensity. O
cluster 1, de menor dano de DNA, formado por 62 individuos, apresenta um valor
médio de Tail Intensity de 5,9 + 1,2 %, enquanto o cluster 2, de maior dano de DNA,
com 78 individuos, apresenta uma média de 13,8 + 3,1 % (p < 0,001).

A caracterizagdo dos dois grupos em relacdo a idade, sexo, estadiamento
puberal ndo foram estatisticamente diferentes (Tabela 3).

Tabela 3 - Caracterizacéo dos clusters de dano de DNA

Variavel Cluster 1 (n =62) Cluster 2 (n =78) p-valor
Idade (anos) 114+11 114+11 0,9892
Sexo (n; %) 0,728
Masculino 26 (41,9) 35 (44,9)
Feminino 36 (58,1) 43 (55,1)
Estadiamento puberal (n; %) 0,497°
1 4 (6,4) 10 (12,8)
2 29 (46,8) 32 (41,0)
3 21 (33,9) 27 (34,6)
4 5(8,1) 8 (10,3)
5 3(4,8) 1(1,3)

Cluster 1: menor dano de DNA, cluster 2: maior dano de DNA. @Teste T de Student. "Teste

qui-quadrado.



39

As variaveis de confusdo estado nutricional, ingestao calorica e colesterol total

também nao diferiram estatisticamente entre os grupos (Tabela 4).

Tabela 4 — Estado nutricional, ingestéo caldrica e colesterol total dos clusters de dano
de DNA

Variavel Cluster 1 (n =62) Cluster 2 (n =78) p-valor
Estado nutricional (n; %)2 0,332
Eutréfico 29 (46,8) 43 (55,1)
Sobrepeso 19 (30,6) 14 (17,9)
Obesidade 14 (22,6) 21 (26,9)
Ingestao caldrica (kcal/dia) 2061,6 + 664,5 2065,2 + 848,6 0,978¢
Colesterol total 162,5 + 28,1 166,3 + 33,2 0,477°¢

Cluster 1: menor dano de DNA, cluster 2: maior dano de DNA. 20 estado nutricional foi definido
pela classificacdo do IMC/idade de acordo com curvas de crescimento da OMS (2006-2007).

bTeste qui-quadrado. ‘Teste T de Student.

As concentracdes sanguineas de EPA e DHA diferiram entre os grupos de dano
de DNA. O cluster 1, de menor dano de DNA, apresentou maior valor médio de ambos
0s acidos graxos comparado ao cluster 2 (Tabela 5). Para melhora ilustrar a relacdo
inversa encontrada entre o dano de DNA e as concentra¢des sanguineas de dos n-3
LCPUFA EPA e DHA, foi elaborado um heatmap, ou mapa de calor, que categoriza

os valores utilizando a intensidade da cor (Figura 4).

Tabela 5 — Concentra¢gdes de EPA e DHA nos clusters de dano de DNA

Cluster 1 (n=62) Cluster 2 (n =78) p-valor*
EPA (mg/dL) 0,6 +0,2 05+0,1 <0,001
DHA (mg/dL) 6,2+1,6 54+1,3 0,003

Cluster 1: menor dano de DNA, cluster 2: maior dano de DNA. *ANCOVA, ajustado para idade,

sexo, ingestao calorica e colesterol total.
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Figura 3. Heatmap representando a associagéo entre dano de DNA e concentragdes de n-3
LCPUFA entre os cluster

Cluster 1 Cluster 2
Dano de
DNA
EPA
DHA
Menores valores Maiores Valores

4.3. Analise de proteémica

Das 1129 proteinas quantificadas pela SomalLogic proteomic Somascan assay,
foram selecionadas 117 proteinas relacionadas a processos inflamatorios e dano de
DNA em organismo humano apo0s busca na base de dados National Center for

Biotechnology Information (NCBI). A tabela 6 apresenta uma descri¢cdo das proteinas

selecionadas para o presente estudo.



Tabela 6 — Descricdo das proteinas selecionadas

NCBI ID Sigla Nome Acao
2 A2M alfa-2-macroglobulina anti-inflamatéria
9370 ADIPOQ Adiponectinas pro-inflamatoria
197 AHSG  glicoproteina alfa-2-HS ou fetuina-A proteina de fase aguda
213 ALB Albumina proteina de fase aguda
335 APOA1 apolipoproteina A1 anti-inflamatéria
338 APOB  apolipoproteina B pro-inflamatoria
348 APOE  apolipoproteina E anti-inflamatéria
10776 ARPP19 fosfoproteina regulada por cAMP 19 ciclo celular
56624 ASAH2 N-acil-esfingosina amidohidrolase 2 (ceramidase neutra) pro-inflamatéria, apoptose celular
718 C3 complemento C3 pro-inflamatoria
720 C4A complemento C4A pro-inflamatoria
721 C4B complemento C4B pro-inflamatoria
6347 CCL2 proteina quimiotatica de mondécitos (MCP-1) pro-inflamatoria
6348 CCL3 proteina inflamatéria de macrofagos-3-alfa (MIP-1a) pro-inflamatoria
6452 CCL5 quimiocina RANTES (Regulada sob Ativacdo, Expressa pro-inflamatoria

e Secretada por Células T Normais)
6364 CCL20 proteina inflamatoria de macréfagos-3-alfa (MIP-3a) pro-inflamatoria
6366 CCL21 Quimiocina de Tecido Linfoide Secundario (SLC) pro-inflamatoria
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Tabela 6: continuacéo
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NCBI ID Sigla Nome Acao
890 CCNA2 ciclina A2 ciclo celular
891 CCNB1 ciclina B1 ciclo celular
892 CCNC ciclina C pro e anti-inflamatoria
959 CD40LG CD40 ligante pro-inflamatéria
983 CDC2 / CDK1 quinase dependente de ciclina 1 (CDK1) ciclo celular
1017 CDK2 guinase dependente de ciclina 2 ciclo celular
1020 CDK5 guinase dependente de ciclina 5 pro-inflamatéria, apoptose celular
8851 CDK5R1 subunidade reguladora 1 da quinase dependente de pro-inflamatéria
ciclina 5
1024 CDK8 guinase dependente de ciclina 8 pro-inflamatéria
1027 CDKN1B inibidor de quinase dependente de ciclina 1B ciclo celular
1111 CHEK1 checkpoint quinase 1 resposta ao dano de DNA, ciclo celular
11200 CHEK2 checkpoint quinase 2 resposta ao dano de DNA, ciclo celular
64581 CLEC7A lectina tipo C pertencente a familia 7A pro-inflamatéria
1215 CMA1 quinase 1 pro-inflamatoria
1401 CRP Proteina C reativa pro-inflamatoria
1493 CTLA4 antigeno 4 de linfécito T citotéxico anti-inflamatéria




Tabela 6: continuacéo

NCBI ID Sigla Nome Acao

2919 CXCL1 proteina areguladora de pro-inflamatoria
crescimento (GRO-a)

6374 CXCL5 peptideo ativador de neutrofilo pro-inflamatoria
derivado de células epiteliais (ENA-78)

6372 CXCL6 proteina quimiotatica de pro-inflamatéria
granuldcitos 2 (GCP-2)

3627 CXCL10 proteina induzida por IFN-y (IP-10) pro-inflamatéria

6373 CXCL11 quimiocina de linfocito T induzida pro-inflamatoria
por IFN (I-TAC)

6387 CXCL12 fator 1 derivado de células do estroma pro-inflamatéria

10563 CXCL13 quimiocina ativadora de células B (BLC) pro-inflamatoria

58191 CXCL16 Ligante 16 de quimiocina C-X-C / receptor scavenger de pro-inflamatéria
fosfatidilserina e LDL oxidada

1956 EGFR  receptor do fator de crescimento epidérmico pro-inflamatéria

2147 F2 trombina (fator Il ativado) coagulacao

2153 F5 fator V coagulacéo

356 FASLG FAZ ligante pro-inflamatéria, apoptose celular

2243 FGA cadeia alfa do fibrinogénio coagulacao
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Tabela 6: continuacéo

NCBI ID Sigla Nome Acao

2244 FGB cadeia beta do fibrinogénio coagulacao

2266 FGG cadeia gama do fibrinogénio coagulacéo

2247 FGF2 fator de crescimento fibroblastico 2 reparacao tecidual, anti-inflamatoria

55869 HDACS histona-desacetilase 8 regulacdo da transcricao

3182 HNRNPAB ribonucleoproteina heterogénea nuclear A/B regulacéo da transcricao

3240 HP haptoglobina proteina de fase aguda

3263 HPX hemopexina proteina de fase aguda

3383 ICAM1 molécula de adeséo intercelular-1 pro-inflamatoria

3458 IFNG interferon gama pro-inflamatoria

3479 IGF1 fator de crescimento | semelhante a insulina proliferacéo celular, inibicdo da apoptose

3485 IGFBP2 proteina ligadora 2 de IGF proliferacdo celular, inibicdo da apoptose
celular

3486 IGFBP3 proteina ligadora 3 de IGF proliferacéo celular, inibicdo da apoptose

3552 IL1A interleucina 1 alfa pro-inflamatoria

3553 IL1B interleucina 1 beta pro-inflamatoria, apoptose celular

3558 IL2 interleucina 2 pro-inflamatoria

3559 IL2RA subunidade alfa do receptor de IL2 pro-inflamatéria
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Tabela 6: continuacéo
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NCBI ID Sigla Nome Acao

3562 IL3 interleucina 3 anti-inflamatéria, apoptose celular
3569 IL6 interleucina 6 pro-inflamatoria

3570 IL6R Receptor de IL6 pro-inflamatoria

3572 ILBST  transdutor de sinal da IL-6 pro-inflamatoria

3586 IL10 interleucina 10 pro-inflamatoria

3588 ILLORB subunidade beta do receptor de IL10 pro-inflamatoria

3593 IL12B interleucina 12B pro-inflamatoria

3596 IL13 interleucina 13 pro e anti-inflamatoria

3597 ILI3RA1 subunidade alfa do receptor IL13 pro-inflamatoria

10068 IL18BP proteina ligadora da IL18 anti-inflamatéria

8809 ILI8R1 receptor 1 dalLl18 pro-inflamatoria

51561 IL23A  subunidade alfa da IL23 pro-inflamatoria

149233 IL23R receptor da 1L23 pro-inflamatoria

3630 INS insulina metabolismo de carboidratos e Ipidios
3643 INSR receptor de insulina metabolismo de carboidratos e Ipidios
5653 KLK6 calicreina 6 humana pro-inflamatéria

3845 KRAS GTPase regulacéo da proliferacéo celular




Tabela 6: continuacéo

NCBI ID Sigla Nome

Acéo

8942
4048
23643

KYNU quinureninase
LTA4H leucotrieno-A4-hidrolase
LY96 antigeno 96 de linfocito

pro-inflamatoria
pro-inflamatoria

pro-inflamatoria
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Destas 117 proteinas selecionadas, 6 proteinas apresentaram concentracfes
estatisticamente diferentes entre os dois grupos de dano de DNA. As concentracfes
das proteinas quinase dependente de ciclina 8 (CDK8), ciclina C (CCNC),
quinureninase (KYNU), as subunidades catalitica alfa (PIK3CA) e regulatéria 1
(PIK3R1) da fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) e a proteina quinase C beta (PRKCB)

foram menores no cluster 1, de menor dano de DNA (Tabela 7).

Tabela 7 — Concentracfes de proteinas nos clusters de dano de DNA

Proteina (pM) Cluster 1 (n = 62) Cluster 2 (n = 78) p-valor®
22655 2399,5
CDK8-CCNC 0,008
(1989,0; 2468,1) (2093,7; 2708,4)
985,4 1061,8
KYNU 0,028
(837,7; 1150,2) (906,0; 1207,8)
1332,7 1424,0
PIK3CA-PIK3R1 0,044
(1132,4; 1523,0) (1228,6; 1614,8)
24843,2 25460,1
PRKCB 0,024
(20265,4; 27851,2) (21616,7; 29323,1)

Cluster 1: menor dano de DNA, cluster 2: maior dano de DNA. "ANCOVA, ajustado para idade,
sexo, IMC e ingestdo energética. CDK8: quinase dependente de ciclina 8 (CDK8); CCNC:
ciclina C; KYNU: quinureninase, PIK3CA: subunidade catalitica alfa da fosfatidilinositol-3-
guinase; PIK3R1: subunidade regulatéria 1 da fosfatidilinositol-3-quinase; PRKCB: proteina

quinase C beta.

Foi observada uma relacdo estatisticamente significante entre estas 6 proteinas
e 0 dano de DNA por meio da analise de regressao multipla. O modelo incluindo todas
as proteinas, as concentracfes de DHA e EPA, e as variaveis de confusdo explica
13% da variacéo no dano de DNA (Tabela 8). A analise de regressao multipla também
foi realizada com cada proteina separadamente, e a relacdo se manteve semelhante
(Tabela 8).
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Tabela 8 — Modelos da Anélise de Regressao Mdltipla que explicam a relacao entre

dano de DNA e proteinas

R2 Durbin- o '

Modelos R R2 ' Significancia (p)

ajustado Watson

Todas as proteinas  0.44 0.19 0.13 1.93 0.002
CDK8.CCNC 0.42 0.18 0.13 1.98 0.001
KYNU 0.42 0.18 0.13 1.94 0.001
PIK3CA.PIK3R1 0.41 0.17 0.12 1.98 0.002
PRKCB 0.42 0.18 0.13 1.97 0.001

Preditoress: DHA, EPA, idade, sexo, IMC, ingestdo energética, colesterol total.
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5. Discussao

No presente estudo, foi investigada a relacdo entre o dano de DNA, os &cidos
graxos poli-insaturados de cadeia longa &cido eicosapentaenoico e
docosahexaenoico e proteinas relacionadas a inflamacéo e resposta ao dano de DNA

em criancas e adolescente de 9 a 13 anos de idade do municipio de Ribeirdo Preto.

Apés a divisdo dos individuos em dois grupos opostos de dano de DNA pelo
teste de k-means cluster, foi encontrada uma maior concentracdo de EPA e DHA no
cluster de menor dano de DNA, demonstrando um papel protetor destes n-3 LCPUFA

na integridade do material genético.

Estudos prévios obtiveram achados similares. Um experimento in vitro realizado
com sangue periférico tratado com diferentes concentracfes de EPA (2,5, 5, 10, 20 e
40 mg/ml) e Imazzalil®, um fungicida com efeito genotoxico, evidenciou menor
frequéncia de aberracdes cromossOmicas e menor ocorréncia de microndcleo, ambos
marcadores de dano de DNA, em células tratadas com maiores concentracdes de
EPA (TURKEZ; AYDIN, 2013), em uma relacdo dose-dependente.

Outro estudo investigou o efeito de tratamento in vitro com EPA e DHA, em
relacdo ao dano de DNA induzido por peréxido de hidrogénio (H202) em células do
endotélio vascular (SAKAI et al.,, 2017). Os autores encontraram reducdo na
ocorréncia de quebras de fita duplas nas células tratadas com os n-3 LCPUFA,
demonstrando seu efeito protetor (SAKAI et al., 2017).

Em um ensaio clinico, individuos adultos diabéticos que receberam intervencao
com aumento da ingestdo de vegetais e 6leo vegetal enriquecido com n-3 LCPUFA
apresentaram reducdo do dano de DNA, avaliado tanto pela técnica de eletroforese
em gel de célula Uunica em células do sangue periférico quanto pela excre¢éo urinaria
de 8-OHdG (MULLNER et al., 2013).

Os acidos graxos poli-insaturados EPA e DHA séo substratos para a sintese de
mediadores pro-resolucdo que desempenham papel fundamental na inibicdo e
equilibrio da resposta inflamatéria (BARDEN; MAS; MORI, 2016). Essa atividade
reguladora de inflamacdo € uma das vias pelas quais os n-3 LCPUFA atuam na
reducdo do dano de DNA (KAWANISHI et al., 2017; MURATA, 2018).
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No presente estudo avaliamos a dosagem sanguinea dos acidos graxos poli-
insaturados EPA e DHA. Foi demonstrado previamente que as concentracdes
sanguineas destes lipidios estdo associadas a sua ingestdo por meio de fontes
alimentares (ANDO et al., 2020; BUCKLAND et al., 2022). Um estudo multicéntrico
avaliou a ingestdo de acidos graxos em criancas de 1 a 7 anos de idade em 33 paises
e foi encontrado que o consumo de EPA e DHA esteve abaixo das recomendacdes
de ingestdo preconizadas pela OMS (MONNARD; FLEITH, 2021). No Brasil, um
estudo com idosos demonstrou que o consumo de fontes de acidos graxos 6mega 3,
especialmente de peixes, a principal fonte de EPA e DHA, € menor em individuos de
menores niveis socioecondmicos(STEFANELLO; PASQUALOTTI; PICHLER, 2019).

O padréao alimentar da populacdo brasileira vem apresentando mudancas nas
Ultimas décadas, sendo caracterizado por um aumento crescente no consumo de
industrializados em detrimento de alimentos in natura, segundo dados da Pesquisa de
Orcamento Familiar (POF) (IBGE, 2010), e o consumo de fontes de &cidos poli-
insaturados 6mega 3 de cadeia longa é pouco frequente. Além disso, a composi¢ao
de n-3 LCPUFA em peixes considerados fontes como o salméo, a sardinha e o atum
€ variavel, se provenientes de pisciculturas ou pesca maritima, uma vez que a sua
alimentacdo predominante em algas marinhas é a principal responsavel pelo teor
destes acidos graxos (CHOLEWSKI; TOMCZYKOWA; TOMCZYK, 2018).

Além da obtencao direta por fontes alimentares, os acidos graxos EPA e DHA
podem ser obtidos pela conversdo de ALA catalisada pelas enzimas A5 e A6-
dessaturases e elongases, um &cido graxo 6mega 3 presente em 6leos vegetais de
soja e canola, de mais facil acesso a populacdo. No entanto, esta conversao é
responsavel apenas pela origem de 10 a 14% dos n-3 LCPUFA (CHOLEWSKI,;
TOMCZYKOWA; TOMCZYK, 2018). Dietas ocidentais, caracterizadas por elevada
razao 6mega 6 : 6mega 3, também podem estar associadas a menor conversao do
ALA em EPA e DHA, uma vez que compete com o dmega 6 acido linoleico pelas
enzimas que catalisam essa reagdo (BARDEN; MAS; MORI, 2016; MARION-
LETELLIER; SAVOYE; GHOSH, 2015). Este cenario traz preocupacoes,
considerando os achados neste trabalho, uma vez que o EPA e DHA estdo
inversamente relacionados ao dano de DNA, portanto podem atuar na prevencéao de

patologias associadas a alterac6es da integridade do material genético. Sendo assim,
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uma dieta pobre em &acidos graxos 6mega 3 pode trazer prejuizos a criancas e

adolescentes no que diz respeito a ocorréncia de dano de DNA.

Outros achados do estudo estdo relacionados a analise de protedmica. Foi
encontrado que o cluster de menor dano de DNA, e maiores concentracfes de DHA
e EPA, apresentou menores valores das proteinas quinase dependente de ciclina 8
(CDK8), ciclina C (CCNC), quinureninase (KYNU), subunidades catalitica alfa
(PIK3CA) e regulatoria 1 (PIK3R1) da fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) e quinase C
beta (PRKCB).

A CDK8 em conjunto com a CCNC compde a regiao reguladora do complexo
mediador de transcri¢cdo, que atua tanto na ativagao quanto na inibicdo da transcricao
génica. A CDKS fosforila o dominio carboxi-terminal da maior subunidade do fator de
transcricdo RNA polimerase || (BREGMAN; PESTELL,; KIDD, 2000; FANT; TAATJES,
2019; GALBRAITH; DONNER; ESPINOSA, 2010). Ciclinas e quinases dependente de
ciclinas (CDKs) participam da regulagcdo do ciclo celular porém com diferentes
substratos e funcdes. As CDKs associadas a transcricao, incluindo CDK7, CDKS,
CDK9, CDK12 e CDK13, séao reguladores criticos da expressao génica (CHOU et al.,
2020). Evidéncias recentes sugerem uma série de novas fun¢des para estas CDKs,
que envolvem a regulacao de modificacdes epigenéticas, poliadenilacdo de introns,
resposta ao dano de DNA e estabilidade genémica (CHOU et al., 2020). A proteina
CDK8 é uma é uma serina-treonina quinase e uma subunidade do moédulo CDK e
opera como regulador de transcri¢cao positivo, por meio da fosforilagdo da polimerase
Il em vias especificas, incluindo vias de sinalizacdo de oncogenes (BREGMAN;
PESTELL; KIDD, 2000; BROUDE et al., 2015; DONNER et al.,, 2010; FANT,;
TAATJIES, 2019; GALBRAITH; DONNER; ESPINOSA, 2010; LIANG et al., 2018).

A CDK8 também atua na patogénese do cancer como um mediador de
atividades paracrinas promotoras de tumor induzidas por dano (PORTER et al., 2012).
O gene supressor de tumor, p53, que exerce papel crucial no controle do ciclo celular,
é regulado pela CDK8 (GALBRAITH; DONNER; ESPINOSA, 2010). Sob condicdes
de estresse que induzem dano de DNA, o gene p53 atua bloqueando o ciclo celular,
permitindo assim o reparo do DNA ou a indugéo da apoptose celular (CAVALCANTI
JUNIOR; KLUMB2; MAIA, 2002; ESPINOSA; VERDUN; EMERSON, 2003). O dano
de DNA aumentado esta relacionado a etiologia do cancer, e em alguns tipos de
tumor, a CDK8 tem sua expressdo aumentada (DEMIRBAG; YILMAZ; KOCYIGIT,
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2005; EVANS; DIZDAROGLU; COOKE, 2004; KRYSTON et al., 2011; POSS et al.,
2016; SLYSKOVA et al.,, 2014). A CDK8 também atua na fosforilacdo de outras
proteinas, muitas relacionadas ao reparo do DNA e transcri¢cao génica (CAVALCANTI
JUNIOR; KLUMB2; MAIA, 2002; CHOU et al., 2020). A ciclina C (CCNC), também
componente do modulo CDK, é a subunidade regulatoria da proteina CDK8. Stieg et
al demonstraram que a CCNC também desempenha um papel na resposta ao
estresse oxidativo e atua na inducdo da apoptose (STIEG et al., 2019; STIEG;
COOPER; STRICH, 2020).

No presente estudo, foi identificada uma expressdo aumentada do complexo
CDK8-CCNC no cluster de maior dano de DNA e menores concentracdes de DHA e
EPA (cluster 2). Estudos recentes demonstraram que a dupla CDK8-CCNC atua como
repressores da expressao de genes com papel lipogénico, inibindo a lipogénese de-
novo e o acumulo de lipidios em mamiferos. Esta funcdo da CDK8-CCNC ocorre por
meio da fosforilac&o sitio-especifica da proteina 1c de ligacdo do elemento regulador
de esterol (SREBP-1c), resultando na rapida degradacdo deste regulador central do
metabolismo lipidico (ZHAO et al., 2012).

As proteinas PIK3CA e PIK3R1 sao, respectivamente, a subunidade catalitica e
a subunidade regulatéria da fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), uma proteina de
sinalizacdo componente da membrana celular que atua em uma variedade de funcfes
celulares, como sobrevivéncia, crescimento, metabolismo e quimiotaxia (DONATO;
FRAZAO; ELIAS, 2010; YANG et al., 2019). No presente estudo, estes dois
componentes da PI3K tem maior expressdo no grupo de maior dano de DNA e
menores concentracdes de DHA e EPA (cluster 2). A expressdo aumentada de PI3K
é considerada um marcador do cancer (FRUMAN et al., 2017; YANG et al., 2019).

O complexo mediador Mrell-Rad50-Nbsl (MRN) tem sua expressao
aumentada relacionada a aumento do dano de DNA, relacionada a sua fungé&o no
reconhecimento de quebras de fita dupla do DNA (HUANG et al., 2020). A subunidade
NBS1 do complexo MRN interage com a PI3K, estimulando sua atividade, o que
poderia explicar seus niveis mais elevados no cluster 2 (HUANG et al., 2020). Outros
autores encontraram associacfes semelhantes. Chandra Pal et al. demonstraram
uma reducéo na inflamacéo e no dano de DNA induzido por exposi¢édo a radiacao
UVB através da inibigdo da sinalizacédo da PI3K (CHANDRA PAL et al., 2015). Nguyen
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et al. descobriram que a inibicdo da via PI3K/AKT pode levar a uma reducéo no dano
ao DNA através da modulacéo de células T CD4 (NGUYEN et al., 2021).

Kim et al demonstraram que o tratamento com DHA levou a uma reducao da
expressdo da PI3K em células de cancer de pulmao in vitro, e induziu a apoptose pela
inibicdo da via de sinalizacdo PI3K/AKT, corroborando os resultados encontrados no
presente estudo, uma vez que o cluster de menor dano de DNA e maiores
concentracoes de DHA e EPA, apresentou menor expresséo da PIK3CA-PIK3R1 (KIM
et al., 2015). A apoptose € um dos mecanismos regulados pelo ciclo celular para
protecdo contra a proliferacdo de células com dano de DNA (DEMIRBAG; YILMAZ,
KOCYIGIT, 2005; EVANS; DIZDAROGLU; COOKE, 2004; KRYSTON et al., 2011;
SLYSKOVA et al., 2014).

A proteina PI3K parece também ser regulada pela quinureninase (KYNU), tendo
sua expressao reduzida com a inibicao desta proteina (Cl et al., 2020), o que corrobora
com outro achado do presente estudo, uma vez que a KYNU também esta mais
expressa no cluster de maior dano de DNA. A KYNU catalisa a degradacao do seu
metabolito, quinurenina (KYN), produzida na primeira etapa do catabolismo do
triptofano, possibilitando a biossintese de nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD)
(HARDEN et al., 2016). Sob condicbes de inflamacdo, a KYNU tem sua expressao
aumentada. (HARDEN et al., 2016; KOLODZIEJ; PALEOLOG; WILLIAMS, 2011;
MANDI; VECSEI, 2012)

Gomes et al induziram a inflamagdo por meio da administracdo de
lipopolissacarideos (LPS) em ratos, obtendo um aumento da quinurenina e do
triptofano. Este aumento foi atenuado nos ratos tratados com 6leo de peixe contendo
EPA e DHA, contribuindo também para a reducdo de marcadores inflamatorios
(GOMES et al., 2018). Tais achados podem explicar a maior expressédo da KYNU no
cluster de maior dano de DNA e menores concentragcoes de EPA e DHA (cluster 2),
encontrada no presente estudo, demonstrando uma potencial relacdo do efeito
protetor destes n-3 LC PUFA contra o dano de DNA, mediado pela via metabdlica da

quinurenina.

A proteina quinase C beta (PRKCB) também estava mais expressa no cluster de

maior dano de DNA. PRKCB é um membro da familia da proteina quinase C (PKC),
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gue atua na fosforilacdo de uma série de proteinas alvo e estdo envolvidas em
diversas vias de sinalizacdo celular (KAWAKAMI; KAWAKAMI; KITAURA, 2002;
PATERGNANI et al., 2013). Os membros dessa familia também atuam como
principais receptores para uma classe de promotores de tumor(KAWAKAMI;
KAWAKAMI; KITAURA, 2002). A PRKCB tem sido associada a diferentes funcdes
celulares como ativacdo de células B e regulacdo da apoptose.(KAWAKAMI;
KAWAKAMI; KITAURA, 2002) Patergnani et al encontraram que a ativagdo deste
proteina leva a inibicAo da apoptose, sugerindo uma regulacdo negativa deste
mecanismo (PATERGNANI et al., 2013). A inibicdo da apoptose quando ha dano de
DNA pode causar a perpetuacdo de danos na estrutura do material genético por
permitir a proliferacdo de células danificadas (PATERGNANI et al., 2013). No estudo
de Davidson et al, uma dieta rica em n-3 LCPUFA levou a reducéo da expresséo da
PRKCB e um aumento da apoptose em células de cancer de célon, em comparacéo
a uma dieta rica em acidos graxos 6mega-6, demonstrando o efeito protetor dos n-3
LCPUFA por meio da supresséo da expressao da PRKCB (DAVIDSON et al., 2000).

Denys et al. mostraram que os acidos graxos DHA e EPA substituem o acido
araquidénico (ARA) na composicao dos fosfolipidios de membrana e suprimem a
expressdo do gene IL-2, inibindo o recrutamento da proteina quinase C (PKC) e
bloqueando a translocacéao do fator nuclear kappa B (NF-kB) envolvido na proliferacao
de células T, interrompendo a via inflamatéria, e portanto, contribuem para a menor
ocorréncia de dano de DNA (DENYS; HICHAMI; KHAN, 2005; MURATA, 2018;
SIMOPOULOQS, 2002).

Os resultados encontrados sugerem gque 0s acidos graxos poli-insaturados
O6mega 3, DHA e EPA, podem ter um papel importante na reducdo do dano de DNA,
gue pode estar relacionado a menor expressao de proteinas envolvidas em vias pro-
inflamatorias. A importancia destes achados reside no impacto negativo do dano de
DNA aumentado a longo prazo em detrimento a saude, visto que esta associado ao
desenvolvimento de patologias, tais como doencas neurodegenerativas,
aterosclerose e neoplasias malignas (DEMIRBAG; YILMAZ; KOCYIGIT, 2005;
EVANS; DIZDAROGLU; COOKE, 2004; KRYSTON et al., 2011; SLYSKOVA et al.,
2014).
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6. Conclusao

Foi demonstrado que o papel protetor de acidos graxos 6mega-3 poli-insaturados
de cadeia longa, DHA e EPA, contra o dano de DNA esta associado a regulacéo da
expressao de proteinas envolvidas em processos inflamatorios. Estudos adicionais de
intervencdo sdo necessarios para confirmar e melhor compreender os mecanismos

inerentes dessa relacéo, buscando a prevencéo de doencas a longo prazo.
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ANEXOS

ANEXO A - Termo de Assentimento para Criangas e Adolescentes

UNIVERSIDADE DE SA0O PAULO

E
SiBEiRAD PRETG™s

FAcuLDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO
DEPARTAMENTO DE PUERICULTURA E PEDIATRIA

Av. Bandeirantes, 3900. Cep 14049-900 — Ribeirdo Preto — SP
Telefone: (16) 3602-2573 - FAX: (16) 3602-2700

TERMO DE ASSENTIMENTO PARA CRIANCAS E ADOLESCENTES

Eu, PROFESSORA DOUTORA JACQUELINE PONTES MONTEIRO e a Nutricionista ROBERTA
GARCIA SALOMAO, pesquisadoras do Departamento de Puericultura e Pediatria da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto (USP-SP), estamos desenvolvendo a pesquisa intitulada “Nova estratégia para analisar

interacdes gene-nutriente em criangas e adolescentes” e estamos convidando vocé a participar deste trabalho.

A obesidade, em criangas e adolescentes, € uma doenca causada pelo excesso da ingestao de calorias.
Baixa ingestdo de vitaminas e minerais (substancias vitais para o nosso organismo) pode determinar o
aparecimento de doencgas associadas a obesidade. Nés achamos que a suplementagdo de vitaminas e alguns
minerais ird melhorar a condi¢do nutricional de criangas e adolescentes por aumentar substancias no sangue
chamadas S-adenosilmetionina (SAM) e S-adenosilhomacisteina (SAH). Os niveis dessas substancias no seu
sangue podem estar associados a condicdo de saude ou doenga, inclusive a obesidade. Também achamos que
os diferentes niveis dessas substancias (SAM e SAH) estdo associados as diferentes variacdes genéticas
(diferencas nos seus genes). O que sdo genes? S&o pequenas estruturas no nosso corpo que definem nossa
aparéncia e nossa condi¢do de salde e de doenga. Ou seja, SOmMOsS 0 que SOMOs por causa da interacdo entre

estas estruturas internas com 0 meio em que vivemos.

Este estudo tem como objetivo a melhor compreenséo de como a suplementagao de vitaminas e minerais
pode afetar os niveis no sangue de substancias especificas e como estes niveis estdo associados as mudangas
nos genes. A importancia destes achados esta no fato de que individuos com diferentes genes iréo necessitar de
diferentes orientacdes sobre alimentacéo para obterem melhores condi¢des de salde, ou seja, vocé recebera uma

orientagdo sobre a alimentagdo mais adequada para vocé.

Se vocé concordar em participar neste estudo, tera que ingerir barrinhas de leite da Nestlé ricas em
vitaminas e minerais (2 barrinhas para criancas entre 9 e 11 anos e 3 barrinhas para aqueles com idade maior ou
igual a 12 anos), durante seis semanas porém apenas durante os dias escolares. Essas barrinhas de leite deverdo
ser entregues a vocé no seu colégio, antes do inicio das aulas e deverdo ser comidas imediatamente apos a
entrega das mesmas, condicdo IMPORTANTE para a participacao neste estudo. Vocé nédo recebera as barrinhas

aos sabados, domingos e feriados. Vocé recebera as barrinhas de leite por pesquisadores estrategicamente



65

posicionados em frente a sua escola e em um carro de apoio a pesquisa, a fim de ndo constranger ou expor vocé

no ambiente escolar.

Vocé deve encontrar os pesquisadores durante 3 momentos diferentes para coleta de dados importantes
para essa pesquisa. Essa coleta de dados durard entre 2 a 3 horas em cada momento. Em cada um destes
momentos, vocé receberd ajuda de custo para pagar transporte (ida e volta) até o local da coleta e pagar almogo

para vocé e para seu responsavel legal.

e Momento 1: antes de receber as barrinhas de leite
e Momento 2: ap6s 6 semanas do recebimento das barrinhas de leite
e Momento 3: ap6s mais 6 semanas SEM receber as barrinhas de leite

Em cada momento, as seguintes atividades serdo desenvolvidas:

1. Coleta de sangue: 12 ml no momento 1 (4 colheres de sopa cheias) e 9 ml nos momentos 2 e 3
(aproximadamente 3 colheres de sopa cheias).

2. Medidas de peso, estatura e circunferéncia da cintura.

3. Simples avaliacdo da quantidade da gordura do seu corpo através de um aparelho chamado
impedancia bioelétrica, sem qualquer risco, desconforto ou dor.

4. Responder a questionarios sobre a alimentacdo usual, sobre a atividade fisica e sobre a condig&o

econdmica com a ajuda de seus pais ou responsaveis legais.

Na semana que antecede cada coleta de sangue vocés serdo procurados pelos pesquisadores para
responderem a 3 recordatérios de 24 horas (0 que vocé comeu ou bebeu no dia anterior).

A coleta de sangue sera feita por pessoal capacitado para essa fungéo e o risco é minimo (Riscos: A
coleta de sangue tem risco minimo). Em alguns casos verifica-se pequena luxagdo no local. Estas amostras
serdo coletadas apds um jejum de pelo menos 6 horas. Sera fornecido café de manha imediatamente apos a coleta

de sangue. Nenhum outro procedimento do trabalho confere qualquer outro risco a vocé.

Seu sangue sera usado para andlise de genes e de outras substancias no sangue. Para essas analises,
seu sangue serd enviado para o laboratorio de pesquisa do Instituto de Pesquisa em Salde da Nestlé (NIHS) na
cidade de Lausanne, na Suica e, se necessario, para outros laboratérios externos ligados ao NIHS. No primeiro
dia da pesquisa vocé recebera um numero e todos os pesquisadores envolvidos com as dosagens de sangue

(NACIONAIS E ESTRANGEIROS) passardo a reconhecer vocé apenas por esse nimero e ndo pelo nome.

Vocé devera usar um bracelete que mede o nimero de passos, a atividade fisica e o gasto energético da
pessoa. Veja a ilustrac@o abaixo. Esse bracelete chama-se “BodyBugg” e ndo confere desconforto ou qualquer
risco a vocé. Esse bracelete sera fornecido pelos pesquisadores e devera ser usado durante trés dias determinados
pelo pesquisador. Além disso, 0 nUmero exato de passos que vocé dard no dia ser4 medido, durante 8 horas
diarias por 7 dias, através de um aparelhinho que pode ser colocado no seu bolso chamado “pedémetro”. Os

pesquisadores Ihe fornecerdo esse aparelhinho também.
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Figura: BodyBug para avaliacéo da atividade fisica

Vocé tera toda a garantia de esclarecimento a respeito da pesquisa, a qualquer momento que precisar.
Para isso, vocé, bem como seus responsaveis, poderdo entrar em contato direto com as pesquisadoras
JACQUELINE PONTES MONTEIRO (FONE: 16 9154 88 93) e ROBERTA GARCIA SALOMAO (FONE: 16 9128
0494), além de poder contatar o comité de ética em pesquisa do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto, de 8:30hs
até 17:00hs, de segunda-feira a sexta-feira, caso julgar necesséario (FONE: 16 3602-2228; ENDERECO: Av.

Bandeirantes sem numero. Hospital das Clinicas, andar térreo. Campus USP).

Vocé também tera a liberdade para se recusar a participar da pesquisa ou retirar seu consentimento, em

qualquer fase da pesquisa, sem penaliza¢do alguma.

O beneficio desta pesquisa estd no fato de que vocé receberd uma orientagdo sobre a sua dieta (4
cardapios semanais com substitutos de alimentos), mais adequada a sua realidade. Estes cardapios
personalizados s6 poderdo ser entregues apos o término de todos os exames de sangue e de todas as analises
destes resultados. Além disso, vocé e seus familiares receber&o orientag&o nutricional geral (BOAS PRATICAS
DE ALIMENTAGCAO). Esta lltima, podera ser entregue para vocé e para toda a familia, ja & partir do final da coleta

dos dados.
Nao esta previsto qualquer dano ou complicagdo a vocé decorrentes da pesquisa.
Assinale abaixo caso vocé concorde em ser contatado mais tarde para participar de outras pesquisas.
e Concordo em ser contatado mais tarde para participar em outras pesquisas ( ).

¢ Nao concordo em ser contatado mais tarde para participar em outras pesquisas ( ).

PARA VOCE ENTENDER MELHOR O QUE ESTAMOS PROPONDO VAMOS CONTAR COMO SERA SUA
PARTICIPACAO NO PROJETO

VEJA AS FIGURAS ABAIXO:
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/ Avaliacdo do \

\c:ircunferénCia da Cihtu@ \Responder questionéricy

a N O )

‘./ A2
/=
g <=

\.
Comer a barrinha de leite Usar BodyBugg por 3 dias e

\_  Impedancia / \_  Dpor6semanas \__ peddmetro por 7 dias /

EU abaixo assinado,

, confirmo ter recebido

todas as informag8es sobre a pesquisa a ser desenvolvida e estou ciente de como vou participar. Estou
de acordo em participar. Eu tive tempo suficiente para tomar minha decisdo. Eu fui informado, pelo
pesquisador abaixo, verbalmente ou por escrito sobre os objetivos do estudo bem como sobre os
beneficios e desvantagens. Eu estou participando desta pesquisa por livre e espontanea vontade. Eu posso
voltar atras na minha decisdo em consentir a minha participacao nesta pesquisa a qualquer momento, sem
ter que dar uma explicacdo e sem ser submetido a qualquer consequéncia desagradavel.

Participante da Pesquisa (crianca ou adolescente)

Ribeirdo Preto, (data)
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Declaracédo do Investigador: Eu, abaixo assinado, certifico que expliquei a crian¢ca ou adolescente,

voluntério da pesquisa, a natureza, a significancia e os objetivos deste estudo. Eu declaro que

tenho cumprido com todas as obrigacgdes relacionadas a este ensaio clinico.

Roberta Garcia Salomao
Ribeiréo Preto, (data)

Jacqueline Pontes Monteiro
Ribeiréo Preto, (data)
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ANEXO B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para os Pais

UNIVERSIDADE DE SA0 PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO
DEPARTAMENTO DE PUERICULTURA E PEDIATRIA

QOB OF Moy,
Y RBEMAG PRETO ™
R p

Av. Bandeirantes, 3900. Cep 14049-900 — Ribeirdo Preto — SP
Telefone: (16) 3602-2573 - FAX: (16) 3602-2700

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA OS PAIS

Eu, PROFESSORA DOUTORA JACQUELINE PONTES MONTEIRO e a Nutricionista ROBERTA
GARCIA SALOMAO, pesquisadoras do Departamento de Puericultura e Pediatria da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto (USP-SP), estamos desenvolvendo a pesquisa intitulada “Nova estratégia para analisar
interagdes gene-nutriente em criangas e adolescentes” e estamos convidando seu filho (a) a participar deste

trabalho.

A obesidade e suas complica¢des sdo causadas pelo excesso da ingestdo de calorias, mas também a
baixa ingestéo de vitaminas e minerais pode determinar o aparecimento de doenc¢as associadas a obesidade. Nos
achamos que a suplementagdo de vitaminas e alguns minerais (substancias vitais para 0 nosso organismo) ira
melhorar a condicdo nutricional de criangas e adolescentes por aumentar substancias chamadas S-
adenosilmetionina (SAM) e S-adenosilhomocisteina (SAH) no sangue. Os niveis dessas substancias no sangue
de seu (sua) filho (a) podem estar associados a condi¢do de salde ou doenga, inclusive a obesidade. Também
achamos que os diferentes niveis dessas substancias (SAM e SAH) estdo associados as diferentes variacfes
genéticas (diferencas nos genes de cada individuo). O que sdo genes? Sao pequenas estruturas no NOSSO COrpo
que definem nossa aparéncia e nossa condi¢cdo de salde e de doenga. Ou seja, SOMOS 0 que SOMOS por causa
da interagdo entre estas estruturas internas com o meio em que vivemos. A importancia destes achados esta no
fato de que individuos com diferentes genes irdo necessitar de diferentes orientages sobre alimentagdo para
obterem melhores condi¢6es de salude, ou seja, seu (sua) filho (a) recebera uma orientacdo sobre a alimentagéo
mais adequada para ele (a). Essa pesquisa se justifica por que cada individuo responde diferentemente a um
tratamento nutricional, conforme as interacdes entre gene e 0 meio ambiente em que vive. Exemplo: pessoas
obesas respondem diferentemente a uma intervencdo nutricional; umas emagrecem muito facilmente, enquanto
outras tém uma enorme dificuldade para emagrecer. Dessa forma, com os resultados dessa pesquisa pretendemos
descobrir em que grupo de resposta (valores de SAM e SAH) seu (sua) filho (a) se encontra, para melhor

orientarmos sua alimentacao.
Diante disso, essa pesquisa tem como objetivos:

(1) analisar a resposta da razdo SAM/SAH & suplementagdo de um conjunto de vitaminas e minerais
(barrinha de leite da Nestlé - 5 gramas - suplementada com vitaminas e minerais) em individuos. Essa barrinha
de leite (2 barrinhas para criancas entre 9 e 11 anos e 3 barrinhas para aqueles com idade igual ou superior a 12
anos) deverao ser entregues nos colégios dos participantes, antes do inicio das aulas e deverdo ser comidas
imediatamente ap6s a entrega das mesmas, condicdo IMPORTANTE para a participacdo neste estudo. Cada

participante recebera as barrinhas de leite por pesquisadores estrategicamente posicionados em frente as escolas
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e em um carro de apoio a pesquisa, a fim de ndo constranger ou expor seu (sua) filho (a) no ambiente escolar.
Cada participante devera ingerir as barrinhas durante 6 semanas, apenas durante os 5 dias letivos. Aos sabados,

domingos e feriados, os participantes ndo receberado as barrinhas.

(2) analisar variag6es genéticas no DNA e associar a resposta determinada pela razdo SAM/SAH. Para
isso, ndo procuraremos especificamente um gene, mas qualquer diferenca genética que tenha relagdo com a

resposta acima.

(3) Avaliar a ingestdo de energia e nutrientes através da aplicagdo de recordatdrios de 24 horas
(perguntaremos a seu (sua) filho (a) o que comeu e bebeu no dia anterior) e questionarios de frequiéncia alimentar
para criangas e adolescentes. Estes resultados serdo utilizados para avaliagcdo da ingestdo habitual de energia,
proteinas, gorduras, agucares, vitaminas e minerais para que possamos achar possiveis alteracdes na dieta

habitual que possam interferir nos resultados.

(4) verificar como as proteinas e outras substancias, tais como vitaminas e lipidios, no sangue de seu
(sua) filho (a) respondem a suplementacéo de vitaminas e minerais. O que séo proteinas? Conjunto de pequenas
estruturas corporais que sdo responsaveis pela estrutura, defesa e transporte no seu corpo. O que séo lipidios?
S&o0 as gorduras no sangue.

(5) separar os participantes do estudo em diferentes grupos, conforme os niveis de SAM e SAH e associar
esses grupos com os resultados genéticos e de metabdlitos no sangue. Dessa forma poderemos orientar quais
sdo os alimentos que devem ser mais ingeridos e quais sdo aqueles que devem ser menos ingeridos, para ter

melhor saude.

A coleta de dados acontecerd em 3 momentos diferentes na unidade da Casa 5 do Curso de Nutricao e

Metabolismo, na rua das Paineiras no Campus da USP em Ribeirdo Preto:

e Momento 1: antes da suplementagéo

e Momento 2: ap6s 6 semanas de suplementagdo

e Momento 3: ap6s mais 6 semanas SEM a suplementagdo

Em cada um destes momentos o participante recebera ajuda de custo para pagar transporte (ida e volta)

até o local da coleta e almoco do participante e de seu representante legal. Em cada um dos momentos os
participantes teréo seu sangue colhido: 12 ml no momento 1 (4 colheres de sopa cheias) e 9 ml nos momentos 2
e 3 (aproximadamente 3 colheres de sopa cheias); terdo o peso, a altura e a circunferéncia da cintura medidos,
assim como avaliagdo simples da quantidade das gordura do corpo através de um aparelho chamado impedéancia
bioelétrica, sem qualquer risco, desconforto ou dor; e responderdo a questionarios sobre a alimentagao usual,
sobre a atividade fisica e sobre a condi¢cdo econdmica. O seu (sua) filho (a) podera ser auxiliado por vocé, no
preenchimento dos questionarios. O tempo previsto paratoda a coleta de dados em cada momento é de 2 a
3 horas no total.

Criangas e adolescentes, além da ajuda dos pais ou responsaveis responderdo as perguntas sobre
habitos alimentares com a ajuda de um album fotografico com o tamanho das por¢fes de cada alimento. Dessa
forma, sera possivel indicar a foto que mais se parece com a quantidade ingerida pelo participante. Na semana
que antecede cada coleta de sangue os participantes serdo procurados pelos pesquisadores para responderem a

3 recordatorios de 24 horas (0 que vocé comeu ou bebeu no dia anterior).

A coleta de sangue sera feita por pessoal capacitado para essa fungdo e o risco € minimo (Riscos: A
coletade sangue tem risco minimo). Em alguns casos verifica-se pequena luxagao no local da coleta de sangue.

Estas amostras serdo coletadas ap6s um jejum de pelo menos 6 horas. Sera fornecido café de manha
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imediatamente apés a coleta de sangue. Nenhum outro procedimento do trabalho confere qualquer outro risco a
seu (sua) filho (a).

Com o objetivo de medir o nimero de passos, a atividade fisica e o gasto energético de seu filho (a), cada
participante devera usar um bracelete durante trés dias. Veja a ilustracdo abaixo. Esse bracelete é chamado
BodyBugg”, sera fornecido pelos pesquisadores e ndo confere desconforto ou qualquer risco ao individuo.

Figura: BodyBugg para avaliagéo da atividade fisica

Sua crianca tera toda a garantia de esclarecimento a respeito da pesquisa, a qualquer momento que
precisar. Para isso, sua crianga, bem como os responsaveis legais, poderdo entrar em contato direto com as
pesquisadoras JACQUELINE PONTES MONTEIRO (FONE: 16 9154 88 93) e ROBERTA GARCIA SALOMAO
(FONE: 16 9128 0494), além de poder contatar o comité de ética em pesquisa do Hospital das Clinicas de Ribeirdo
Preto, de 8:30hs até 17:00hs, de segunda-feira a sexta-feira, caso julgar necesséario (FONE: 16 3602-2228;

ENDERECO: Av. Bandeirantes sem numero. Hospital das Clinicas, andar térreo. Campus USP).

As amostras de sangue serdo enviadas para analise da genotipagem (pesquisa de variacdes genéticas)
e dos metabdlitos (vitaminas, proteinas, gorduras) para o laboratdrio de pesquisa do Instituto de Pesquisa em
Saude da Nestlé (NIHS) na cidade de Lausanne, na Suica. Caso seja necessario, para analises especificas, tais
como analises de proteinas e lipidios, as amostras também poderdo ser encaminhadas para outros laboratorios
externos ligados ao NIHS. Isso se deve ao fato de que estes laboratérios estéo altamente capacitados para analisar
todas as amostras e estdo, em conjunto com a Professora Dra. Jacqueline Pontes Monteiro, coordenando essa
pesquisa. Apos o término de todas as analises para o presente projeto, todas as amostras de seu (sua) filho (a)
serdo descartadas, respeitando-se as normas vigentes de 6rgaos técnicos competentes, a confidencialidade e a
autonomia dos participantes. Os dados genéticos de seu (sua) filho (a) ndo serdo divulgados e nem ficardo
acessiveis a terceiros. A duragdo desta pesquisa, desde a coleta dos dados até as analises dos resultados pode

durar até 3 anos.

IMPORTANTE: Seu (sua) filho (a) tem garantia de sigilo, que assegure a sua privacidade, e os resultados
serdo publicados, sem que em nenhum momento seja divulgada a identidade de seu (sua) filho (a). Cada
participante recebera um ndmero, no primeiro dia de pesquisa, e todos os pesquisadores envolvidos com as
dosagens de sangue (NACIONAIS E ESTRANGEIROS) passarédo a reconhecer seu (sua) filho (a) apenas por esse
numero e ndo pelo nome. Cada participante tera a opcéo de escolher entre ser informado ou nédo sobre resultados
de seus exames bem como pode ter acesso a seus dados genéticos, assim como tem o direito de retird-los de
bancos onde se encontrem armazenados a qualquer momento. Todos os resultados seréo digitados em um banco
de dados e a identidade de seu (sua) filho (a) sera substituida por um nimero. Apenas a coordenadora local (Profa.

Dra. Jacqueline Pontes Monteiro), terd acesso ao ndmero que esta associado ao nome, para que ela possa



73

descobrir em que grupo de resposta seu (sua) filho (a) se encontra, para fornecer a orientagdo nutricional

individualizada.

Seu (sua) filho (a) também ter4 a liberdade para se recusar a participar da pesquisa ou retirar seu

consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem penaliza¢do alguma.

O beneficio desta pesquisa esté no fato de que individuos com diferentes padrdes de variagdo genética
irdo necessitar de diferentes orientacdes sobre alimentacéo para obterem melhores condi¢cdes de saude, ou seja,
sua crianga recebera uma orientacéo sobre a sua dieta (4 cardapios semanais com substitutos de alimentos), mais
adequada a sua realidade. Estes cardapios personalizados s6 poderdo ser entregues apos o término de todos o0s
exames de sangue e de todas as andlises destes resultados. Além disso, vocé e sua crianga receberéo orientacéo
nutricional geral (BOAS PRATICAS DE ALIMENTACAO). Esta Gltima, podera ser entregue para toda a familia, ja
a partir do final da coleta dos dados. A fim de acompanharmos melhor o estilo de vida e possiveis altera¢des que
possam interferir nos resultados, visitas domiciliares deverdo ocorrer (4 visitas no total, entre 17 e 18hs e visitas

adicionais em caso de seu filho (a) faltar na escola e de termos que entregar a barrinha de leite na sua residéncia).

N&o esté previsto qualquer dano ou complicagdo a seu (sua) filho (a) decorrentes da pesquisa. Um
pediatra estard no local da pesquisa durante toda a coleta de dados, caso seja necessario. Entretanto, se a sua
crianga sentir que sofreu qualquer dano a si mesmo por ter participado da pesquisa, o pesquisador principal, a
Instituicdo e o patrocinador assumem a responsabilidade de dar assisténcia integral e prover indenizacdo
determinada por direito, caso assim seja judicialmente estabelecido.

Assinale abaixo caso vocé concorde em ser contatado mais tarde para permitir a participacdo de seu
(sua) filho (a) em outras pesquisas.

Concordo em ser contatado mais tarde para permitir a participacéo de meu (minha) filho (a) em outras pesquisas

()

N&o concordo em ser contatado mais tarde para permitir a participacdo de meu (minha) filho (a) em outras

pesquisas ( ).

EU )

RG: , abaixo assinado, responsavel por

, confirmo que:

e Li e entendi todas as informacgdes contidas neste TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO PARA OS PAIS a mim fornecido e que estou consciente dos meus direitos.

e Eu recebi, de forma satisfatoria, todas as respostas as minhas perguntas no que diz respeito a
participacdo de meu (minha) filho (a) nesta pesquisa.

e Eutive tempo suficiente para tomar a minha decisé&o.

e Eu fui informado de que indenizagdo sera dada, em caso de dano ao meu filho (a) considerado
relacionado a este estudo.

e FEu estou consciente de que os dados pessoais de meu (minha) filho (a) serdo enviados e
processados, na condicdo de anonimato, para Instituicdo Internacional a fim de alcancar os
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objetivos da pesquisa. Eu concordo que os pesquisadores do estudo, bem como autoridades e
membros do comité de ética vejam todos os dados de nosso (a) filho (a) para exame e verificacdo

desde que os dados de meu (minha) filho (a) permane¢cam em confidencialidade.

e Eu concordo que meu filho (a) fornega amostras bioldgicas necessarias para este estudo. Eu
confirmo que tenho sido informado (a) de que os dados derivados deste estudo e as amostras
biolégicas coletadas serdo usadas para pesquisa cientifica que pode resultar, quando aplicavel,
em publicac6es e desenvolvimento de produtos. Quando os resultados do estudo forem
publicados, os dados serdo divulgados com estrita confidencialidade e a identidade de meu
(minha) filho (a) nunca serarevelada.

e NoOs tomamos a decisdo em permitir a participagédo de nosso (a) filho (a) neste estudo por livre e

espontanea vontade.
e Eu autorizo a participagdo de meu (minha) filho (a).

e Eu posso voltar atrds na minha decisdo em consentir a participacdo do meu (minha) filho (a) nesta
pesquisa a qualquer momento, sem ter que dar uma explicacdo e sem ser submetido a qualquer
consequéncia desagradavel.

Responsavel legal

Ribeiréo Preto, (data).

Declaracdo do Investigador: Eu, abaixo assinado, certifico que expliquei aos pais, ou responsaveis legais

do voluntéario da pesquisa, a natureza, a significancia e os objetivos deste estudo. Eu declaro que tenho
cumprido com todas as obrigac8es relacionadas a este ensaio clinico. Se eu me tornar conhecedor, em
qualquer momento durante este estudo, de informagdo que possa afetar o consentimento dos pais ou
responsaveis legais do voluntario da pesquisa no que diz respeito a sua participacdo , eu concordo em

informa-los imediatamente.

Roberta Garcia Salomao

Ribeirédo Preto, (data)

Jacqueline Pontes Monteiro

Ribeirédo Preto, (data)
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ANEXO C - Questionario de Frequéncia de Consumo Alimentar

Nome / Numero de Identificagao:

76

Idade: Sexo: (1) masculino (2) feminino
Grupo do|Quantas vezes vocé |Unidade P25 P50 P75 CODIF.
leite e|come
. 12 3 P(1) M(2) G(3)
derivados
Leite N12345678910 DS M 200 ml 240ml 250ml
integral
Leite N12345678910 DS M 200 ml 240ml 250ml
desnatado
logurte N12345678910 DS M 80ml 120ml 140ml
natural
Integral
logurte com|N12345678910 DS M 80ml 120ml 140ml
frutas
Queijo N12345678910 DS M 15¢g 20g 25¢g
fresco ou
ricota
Queijos N12345678910 DS M 10g 15¢g 25¢g
amarelos
Requeijdo N12345678910 DS M 10g 159 30g
Grupo dos |Quantas vezes voceé |Unidade P25 P50 P75 CODIF.
paes e|come
) 12 3 P(1) M(2) G(@3)
cereais
matinais
P&o francés,|N12345678910 DS M 259 50g 759
forma,
outros
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Pdo doce,[N12345678910 DS M 25¢ 509 60g
queijo,
croissant
Biscoitos N12345678910 DS M 30¢g 529 659
doces/
salgados ou
torradas
Aveia, N12345678910 DS M 20g 38g 40g
granola,
barra de
cereais e
sucrilhos
Gorduras Quantas vezes vocé |Unidade P25 P50 P75 CODIF.
come

12 3 P(1) M(2) G(3)
Margarina N12345678910 DS M 49 69 10g
comum
Manteiga N12345678910 DS M 49 69 8,59
Maionese N12345678910 DS M 129 279 35¢g
Cereais. Quantas vezes vocé P25 P50 P75 CODIF.
Tubérculos |come

P(1) M(2) G@3)

e massas
Arroz N12345678910 DS M 60g 759 100g
branco
Batata, N12345678910 DS M 509 659 1129
Mandioca
Polenta
fritas
Batata, N12345678910 DS M 30g 509 100 g
MandiocaPo
lenta (ndo
fritos)
Milho Verde IN12345678910 DS M 48g 669 103g




78

Massas: N12345678910 D S M 100g. 125¢g 200g
macarrao,
lasanha,
nhoque
Salgados e({N12345678910 DS M 48g 80g 969
tortas
Pizza N12345678910 DS M 55¢g 125¢g 180g
Farofa, N12345678910 DS M 15¢g 20g 30g
farinha de
milho
Grupo das|Quantas vezes vocé|Unidade P25 P50 P75 CODIF.
frutas come
12 3

P(1) M(2) G(3)
Laranja, N12345678910 DS M 90g 107g 180g
mixirica,
pokan
Banana N12345678910 DS M 409 659 120g
Maca, péra [N12345678910 DS M 60g 80g 110g
Mamaéo, N12345678910 DS M 100g 1179 135g
papaya
Melancia, N12345678910 DS M 81g 132g 150g
Meléo
Uva/ N12345678910 DS M 95¢g 1169 170g
abacaxi/
goiaba na
época
Manga, N12345678910 DS M 20g 40g 60g
caqui, na
época
Outras N12345678910 DS M 10g 25g 60g
frutas
Suco de|N12345678910 DS M 165ml 200ml 250ml
laranja

natural




Suco de(N12345678910 D 165 ml -------- 200m| ------- 250ml
outras frutas
Grupo das |Quantas vezes P25 P50 P75
leguminosa | come
P(1) M(2) G(3)

s
Feijdo roxo,|N12345678910 D 34g 659 709
carioca
Feijoada N12345678910 D 55g 140g 225¢g
Grupo de|Quantas vezes Unidade P25 P50 P75
verduras/ come

1 P(1) M(2) G(3)
legumes
Alface, N12345678910 D 20g 35¢g 40g
escarola,
agrido,
ricula,
almeirdo
Repolho/ N12345678910 D 23,59 339 50g
acelga/
couve/
espinafre
Couve-flor/ [N12345678910 D 25¢g 32g 569
brocolis
Cenoura/ N12345678910 D 119 209 309
abdbora
Tomate N12345678910 D 30g 379 449
Berinjela N12345678910 D 20g 30g 62,59
Beterraba N12345678910 D 18¢g 309 48g
Vagem, N12345678910 D 12,59 25¢g 40g
chuchu,
abobrinha
Sopas N12345678910 D 1829 290g 325¢g
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Grupo das|Quantas vezes vocé |Unidade P25 P50 P75 CODIF.
come

carnes e 12 3 P(1) M(2) G(3)
ovos
Carne N12345678910 DS M 509 80g 100g
bovina sem
gordura
Carne N12345678910 DS M 509 80g 100g
bovina com
gordura
Camne de|[N12345678910 DS M 509 ---------- 80g ------ 100g
Porco s/
Gordura
Carne de|N12345678910 DS M 50g -------- 80g -------- 100g
Porco c/
Gordura
Camne de|[N12345678910 DS M 469 90g 125¢g
frango ou de
outras aves
sem pele
Carne de|N12345678910 DS M 469 90g 125¢g
frango ou de
outras aves
com pele
Peixes N12345678910 DS M 50g 100g 165g
Lingtica, N12345678910 DS M 50g 60g 120g
salsicha
Ovocozido ([N12345678910 DS M 25¢. 50g 759
Ovo frito N12345678910 DS M 25¢g 629 90g
Presunto, N12345678910 DS M 10g 15¢g 25g
mortadela
Grupo das |Quantas vezes vocé|Unidade P25 P50 P75 CODIF.
bebidas come

12 3 P(1) M(2) G(@3)
Café com|N12345678910 DS M 50ml 100ml

agucar




Cha preto|N12345678910 85ml 165mi 200ml
ou mate
Cha de|N12345678910 85ml 165ml 200ml
ervas
Agua N12345678910 165ml 200ml 240ml
Sucos N12345678910 165ml 200ml 240ml
artificiais
Refrigera- N12345678910 100ml ------ 165ml ------ 250ml
nte diet
Refrigera- N12345678910 165ml.------ 200m| ------- 240ml
nte normal
Refrigera- N12345678910 165ml.------ 200m| ------- 240ml
nte
fosfatado
Grupo de|Quantas vezes P25 P50 P75
doces e|come

o P(1) M(2) G(3)
miscela-
neas
Bolo, tortas,|[N12345678910 30g 509 60g
pavés
Chocolate N12345678910 20g 30g 42¢g
ou
brigadeiro
Mel oulN12345678910 9g 13,59 18g
geléia
Sorvetes, N12345678910 709 115¢g 160g
milk-shake
Pudins, N12345678910 50g 659 80g
doces com
leite
Doces de|N12345678910 30g 409 559
frutas
Pipoca, N12345678910 209 509 759
Chips,

outros
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Acucar N12345678910 DS M 12g 249 48g

Achocola- N12345678910 DS M 49 8g 169

tado

1) Quantas vezes vocé come | Unidade CODIF
Com que freqiiéncia vocé usa gordura ou 6leo no preparo [N123456789 10 D S M
de suas refei¢cdes?

Quantas por¢Bes de vegetais (verduras e legumes) vocé [N123456789 10 D S M
costuma comer, sem incluir batatas ou saladas de

maionese?

Quantas porc¢des de frutas vocé costuma comer, semincluir [N123456789 10 D S M
sucos de frutas?

2) Por favor, informe qualquer outro alimento ou preparagcdo que vocé costuma comer ou beber e que ndo tenha

sido citado aqui

Alimento Frequéncia Quantidade

Consumida

Caédigo

alimento

do

Codificagao

3) Quantas refei¢cbes vocé faz por dia? __

4) Que tipo de 6leo/gordura vocé costuma usar no cozimento/preparo de refeicdes?

(00) N&o usa
(01) Margarina

(02) Manteiga

(03) Azeite de oliva

(04) Oleo de soja/milho/outros
(05) Bacon
(06) Banha

(99) Nao sabe/nao cozinha

5) a) Quando vocé come carne de boi/vaca ou de porco, vocé costuma comer a gordura visivel?

(1) Nunca/rara

mente

(2)Algumas vezes

(3) Sempre
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b) Quando vocé come carne de frango, costuma comer a pele?

(1) Nunca/raramente (2)Algumas vezes (3) Sempre

6) Vocé costuma acrescentar sal na comida depois de pronta?

(1) Nunca/raramente (2)Algumas vezes (3) Sempre

7) Quando vocé come queijo/requeijdo, iogurte/sorvete, maionese/molhos para salada, com que freqiiéncia esses

alimentos séo do tipo light?

- logurte/sorvete (1) Sempre (2) Algumas vezes (3)raramente ou ndo come
(9) nédo sabe

- Maionese/molhos (1) Sempre (2) Algumas vezes (3)raramente ou ndo come
(9) ndo sabe

- Queijo/requeijdo (1) Sempre (2) Algumas vezes (3)raramente ou ndo come

(9) nédo sabe



