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RESUMO

A elevada taxa de prevaléncia e 0 aumento da ocorréncia de mortes por Doenca Cardiovasculares (DCVs)
tém sido relacionados a frequéncia de fatores de risco modificaveis presentes na populacdo. Dentre os
fatores de risco, 0 excesso de peso estd associado ao aumento de dano oxidativo no DNA, podendo
promover o desenvolvimento das DCVs. O objetivo desse trabalho foi avaliar o dano oxidativo no DNA
de individuos com risco cardiovascular (RCV) com excesso de peso (>25 Kg/m?) e sem. Analisou-se 0
estilo de vida e dados antropométricos de 40 individuos de ambos os sexos, com idade entre 20 e 59 anos,
com algum fator de risco para doenga cardiovascular. O dano oxidativo basal no DNA foi determinado
por meio do ensaio do cometa modificado com a enzima DNA-formamidopirimidina glicosilase (FPG). A
idade média foi de 41+9,2 anos, sendo 50% (n=20) do sexo masculino e 50% (n=20) do sexo feminino,
com IMC médio de 30,88+3,55kg/m?, sendo 80% (n=32) com excesso de peso (IMC >25kg/m2) e 20%
(n=8) sem excesso de peso, apresentando razéo cintura quadril de 0,87+0,07 e 0,7+0,09, respectivamente.
Encontramos maior frequéncia de % dano oxidativo no DNA no grupo com excesso de peso (15,09%)
qguando comparado ao grupo sem excesso de peso (11,02%), porém sem diferenca (p=0,685). Portanto,
conclui-se que apesar da alta prevaléncia de sobrepeso e obesidade na amostra estudada, ndo houve

diferencas significativas de dano oxidativo no DNA nos grupos com e sem excesso de peso com RCV.

PLAVRA-CHAVE: Risco cardiovascular; excesso de peso; dano oxidativo no DNA.


http://www.lookformedical.com/definitions.php?q=DNA-Formamidopirimidina+Glicosilase&lang=3

ABSTRACT

The high prevalence rate and the increase in the occurrence of deaths due to Cardiovascular Disease
(CVD) have been related to the frequency of modifiable risk factors present in the population. Among the
risk factors, excess weight is associated with increased oxidative damage in the DNA and may promote
the development of CVDs. The objective of this work was to evaluate the oxidative DNA damage of
individuals with cardiovascular risk (CVR) with excess weight (> 25 kg / m2) and without. The lifestyle
and anthropometric data of 40 individuals of both sexes, aged between 20 and 59 years, with some risk
factors for cardiovascular disease were analyted. The basal oxidative damage in the DNA was determined
by the comet assay modified with the enzyme DNA-formamidopyrimidine glycosylase (FPG). The mean
age was 41 + 9.2 years, with 50% (n = 20) males and 50% (h = 20) females, with a mean BMI of 30.88 +
3.55 kg /m?, 80% (n = 32) with excess weight (BMI >25kg /m 2) and 20% (n = 8) without excess weight,
presenting waist ratio of 0.87 £ 0.07 and 0.7 + 0,09, respectively. We found a higher frequency of DNA
oxidative damage in the overweight group (15.09%) when compared to the non-overweight group
(11.02%), but with no difference (p = 0.685). Therefore, it was concluded that despite the high prevalence
of overweight and obesity in the studied sample, there were no significant differences in oxidative DNA

damage in the groups with and without overweight with RCV.

KEY WORDS: Cardiovascular risk; overweight; oxidative non-DNA damage.



1. INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial de Salde (OMS) destaca que, atualmente as doencas
cardiovasculares (DCV) sdo as principais causas de morte no mundo. Em 2015 a
estimativa foi de que 17,7 milhGes de pessoas morreram por essas doencas,
representando 31% de todas as mortes a nivel global'. Somente no Brasil, desde 2004
até 2014, as DCVs foram responsaveis por 3.493.459 6bitos, totalizando 29% de todas
as mortes, e em 2016 a estimativa chegou a 349.938 de 6bitos?.

A elevada taxa de prevaléncia e 0 aumento da ocorréncia de mortes por DCVs tém
sido relacionados a frequéncia de fatores de risco presentes na populacao,
principalmente quando associados®. Entre os principais fatores de risco estdo a
alimentacdo inadequada, sedentarismo, tabagismo, hipertensdo arterial sistémica,
hiperglicemia, hiperlipidemia, idade, sobrepeso e obesidade®.

O excesso de peso e obesidade, caracterizada pelo acimulo de gordura corporal
resultante do desequilibrio energético prolongado entre excesso de consumo de calorias
e gasto energético € um componente de risco fundamental para as DCVs, talvez um dos
mais preocupantes para a salde publica. Nos ultimos anos, a taxa de sobrepeso e
obesidade tem aumentando consideravelmente. Em 2016 a taxa de sobrepeso em adultos
com mais de 18 anos chegou a 1,9 bilhdo, dos quais mais de 650 milhGes estavam
obesos®.

Segundo dados do Sistema de Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para
Doencas Cronicas por Inquérito Telefénico (Vigitel), no Brasil, 0 excesso de peso
cresceu 26,3% em dez anos, passando de 42,6% em 2006 para 53,8% em 2016, ja a
obesidade cresceu 60% passando de 11,8% em 2006 para 18,9% em 2016, sendo gque na
cidade de Cuiaba a prevaléncia de excesso de peso foi de 49,7% nas mulheres e de
65,8% nos homens, maior que nas pesquisas anteriores®’.

Existem diversos métodos e técnicas para estimar a composi¢do corporal, como
dobras cutaneas, relacdo cintura-quadril, ultrassom, ressonancia magnética, entre outras.
Entretanto, devido a sua simplicidade de obtencdo, baixo custo e correlagdo com a
gordura corporal, o indice de massa corporal (IMC) tem sido amplamente utilizado e
aceito. Além disso, apresenta a medida mais Util do nivel populacional de sobrepe’
obesidade, pois é 0 mesmo para ambos 0s sexos e para todas as idades dos adultos®®.

Segundo a OMS, o IMC é obtido a partir da razdo do peso em quilogramas pelo

quadrado da altura em metros (kg/m?). Valores de IMC acima de 25,0 kg/m?
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caracterizam excesso de peso, sendo que, valores de 25,0 kg/ m? a 29,9 kg/m?
correspondem a sobrepeso e valores de IMC > 30,0 kg/m? classificam a obesidade®®
(Tabela 1).

Tabela 1 - Classificacdo de peso pelo IMC (WHO, 2000)

Classificacdo IMC (kg/m2) Risco de comorbidades

Baixo peso <18,5 Baixo

Peso normal 18,5-24,9 Médio

Sobrepeso >25 -

Pré-obeso 25,0-29,9 Aumentado
Obeso | 30,0-34,9 Moderado
Obeso 11 35,0-39,9 Grave

Obeso 111 >40,0 Muito grave

Essas classificacOes sdo baseadas em evidéncias que sugerem que estes valores de
IMC estdo associados ao risco de doencas como diabetes tipo I, hiperlipidemia, cancer
de colon, morte subita e outras doencas cardiovasculares. O sobrepeso e a obesidade
também estdo associados a distarbios psicoldgicos, incluindo depressdo, distarbios
alimentares, imagem corporal distorcida e baixa auto-estima. Sendo que as prevaléncias
de ansiedade e depressdo sdo de trés a quatro vezes mais altas entre individuos obesos.
Além de todas essas alteracdes, no metabolismo, a presenca de adip6citos esta associada
ao aumento da producdo de moléculas bioativas e sintese de éxido nitrico sintetase 2,
que é fator para ativacdo das espécies reativas de oxigénio (EROs). Essas espécies
também sdo ativadas na obesidade devido a sobrecarga mecanicas e metabdlicas no
miocardio, aumentando assim o estresse oxidativo nesses individuos'®i?,

Um outro fator de risco que também pode promover o aparecimento de DCVs sdo
os danos oxidativos causados na molécula de acido desoxirribonucleico (DNA),
consequentemente podem ser gerado pelo estresse oxidativo celular®.

A esta presente no nucleo celular dos seres vivos e é responsavel por armazenar as
informacdes geneticas para a formacdo de proteinas especificas fundamentais ao seu
desenvolvimento e funcionamento. Possui estrutura em dupla-hélice que consiste em
duas fitas complementares de nucleotideos que se enrolam, uma em torno da outra,

ligadas por pontes de hidrogénio entre si. Dessa forma o DNA é condensado com o
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auxilio das proteinas histonas formando assim os cromossomos. Durante o ciclo celular,
0s cromossomos sdo duplicados originando uma cdpia completa do DNA chamada
cromatides-irmas que permanecem ligadas pelo centromero®*,

O processo de danos nessa molécula pode ocorrer por diversas causas, dentre elas a
administracdo de farmacos, a radiacdo ultravioleta, radiacfes ionizantes, componentes
toxicos ambientais, e principalmente pelo aumento de estresse oxidativo decorrente da
producdo enddgena de radicais livres que ndo foram reparados ou por algum defeito -
enzimas antioxidantes do organismo***°,

O estresse oxidativo surge quando o sistema antioxidante celular ndo consegue
atuar sobre as substancias oxidativas que sdo liberadas naturalmente pelas células como
parte integrante do metabolismo do O e também em situagdes nédo fisiologicas, como a
exposicdo a outros agentes nocivos®.

A producdo de EROs e espécies reativas de nitrogénio (ERNS) é um processo
natural nos seres vivos, continuo e fisiologico, visto que estas espécies sdo utilizadas
durante a defesa do organismo frente a um patdgeno invasor e possuem fungdes como a
sinalizacdo celular e ainda atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons nas
varias reacdes bioquimicas durante processos metabélicost?.

Esses radicais séo produzidos normalmente nas mitocéndrias, membranas celulares
e no citoplasma, onde podem ser favorecidos pelos ions ferro e cobre. Destes, a
mitocondria € a principal fonte geradora por meio da cadeia transportadora de elétrons,
durante a glicélise (processo de producdo de energia a partir da glicose e oxigénio).
Outra importante fonte geradora desses radicais é a enzima NADPH oxidase (proteinas
de membrana), que tem a funcdo de transferir elétrons por meio das membrar
celulares?®.

O estresse oxidativo, induzido principalmente pelas EROS, pode desencadear
diversos problemas bioldgicos, uma vez que reagem com as mais diversas moléculas
bioldgicas celulares, e sdo capazes de provocar danos a proteinas, lipidios e ao material
genético. Esses danos no DNA provocam instabilidade genémica e maior
susceptibilidade a quebras do material genético, além de interferir em processos como a
transcricdo e replicacdo, bem como mutagdes e, ou apoptose celular. Essas taxas de
danos séo ainda mais elevadas na resposta inflamatoria onde a producdo de EROs
ocorre inevitavelmente, prejudicando os mecanismos de reparo do DNA. Estes danos
aumentam drasticamente ou aparecerem devido a influéncia de alguns agentes externos

ou internos e ainda quando a producio enddgena de radicais livres for alta®?’.
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Evidencialmente, 0 aumento de estresse oxidativo e consequentemente o acumulo
desses danos no DNA tem associagdo com a progressdo de doengas, como 0
hepatocarcinoma celular e é também apontado como fator prejudicial a saude, sendo,
portanto, um disturbio constituinte de papel critico na patogénese e no desenvolvimento
de comorbidades associadas a obesidade e as DCVs?1%1819,

Quanto as DCVs, alguns estudos tém demonstrado que o dano oxidativo no DNA
estd relacionado a formacgdo de placa aterosclerética, infarto agudo do miocérdio,
hipertenséo arterial, doenca coronariana e até a faléncia cardiaca®212223,

Frente a essa condicdo, nosso organismo dispde de uma vasta e eficiente cadeia de
enzimas e moléculas antioxidantes, que visam prevenir os efeitos danosos da producédo
das EROs e ERNs'?1®, Porém, essa resposta antioxidante varia conforme a composicao
corporal, o estado fisioldgico, o habito alimentar e o tecido atingido de cada individuo®*.

O sistema de defesa antioxidante celular usualmente é dividido em enzimatico
(superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase) e nao-enzimatico (substancias
antioxidantes de origem enddgena ou dietética)'®. O sistema ndo enzimatico tem a
funcdo de reparar as lesdes ocasionadas pelo estresse oxidativo, participando com acgédo
detoxificadora do agente, antes mesmo de causar os danos®.

A capacidade de defesa dos antioxidantes é expressa pela qualidade dos nutrientes
da dieta (vitaminas, minerais, aminoacidos). Tais nutrientes provenientes dos alimentos
como frutas, verduras e legumes possuem funcdes antioxidantes que retiram radicais
livres do organismo, diminuindo ou removendo danos da molécula de DNA, bem como
a reconstituicdo das membranas celulares danificadas. A agdo antioxidante desses
nutrientes esta relacionada com a diminui¢do do risco do desenvolvimento de doencas
associadas ao acimulo de radicais livres?®?®. Porém, falhas nesse mecanismo causadas
pela diminuicdo da expressdo génica tém sido relacionadas com maior predisposi¢do ao
desenvolvimento de neoplasias e DCVs?"28,

Em danos no DNA procedentes de estresse oxidativo, as principais alteracfes
genéticas sdo causadas por substituicdo das bases ou inserc@es e eliminagcfes de alguns
nucleotideos da fita de DNA; amplificacdes génicas; perdas ou ganhos de cromossomos
inteiros e aberracBes cromossdémicas. A ocorréncia desses danos acarreta numa maior
susceptibilidade as quebras do material genético, sendo as mais comuns quebras de fita
simples ou dupla nas cromatides- irmas®3.

Na busca por manter a molécula de DNA estavel diante das alteracbes em sua

estrutura, sequéncia ou composi¢do génica e por manter seu funcionamento adequado,
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além do sistema protetor antioxidante, a célula dispde de mecanismos de reparo aos
danos ocasionados. Esses reparos ocorrem durante a fase de replicacdo, onde as fitas de
DNA séo desenroladas e utilizadas como moldes a partir das sequencias dos genes
dispostos ao longo da cadeia complementar para a codificagdo®.

Se durante 0 mecanismo de reparo, as cromatides-irmas nao estiverem disponiveis
durante o ciclo celular como molde para a correta recomposicao das fitas danificadas e a
retirada da porcdo de DNA que foi danificada, o reparo pode ser comprometido, o que
se torna relevante devido as modificacfes permanentes ao DNA que podem ocorrer
eventualmente em sitios relacionados a carcinogénese e DCVs4,

Diante disso, um dos testes que tem sido amplamente utilizado para a deteccéo de
danos no DNA ¢ o ensaio do cometa capaz de detectar danos relacionados a lesdes
genémicas decorrentes de quebras de fita simples, quebras de fita dupla, eventos de
reparo por excisdo de bases incompletas, crosslinks DNA-DNA, crosslinks DNA-
proteinas, e formacao de sitios alcali-labeis?®.

Assim, deteccdo e quantificacdo desses danos em pacientes com risco
cardiovascular, possibilitaria a implementacdo de medidas de prevencéo dos fatores de
risco e complicacOes dessas doencas. Essas informacdes beneficiariam aos profissionais
nutricionistas para intervengdo e corre¢do de erros alimentares dos individuos com
danos celulares, com uma intervencdo precoce e preventiva para doencas

cardiovasculares a nivel molecular.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL:
Avaliar o dano oxidativo basal no DNA de individuos com risco cardiovascular com e

sem excesso de peso.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

. Caracterizar os individuos segundo variaveis socioeconémicas e estilo de
vida;

o Avaliar o estado nutricional da amostra;

o Identificar o dano oxidativo basal no DNA de linfocitos dos individuos

COm e sem excesso de peso;
. Comparar 0 dano oxidativo basal de individuos com e sem excesso de

peso.



3. CASUISTICA E METODOS

3.1 DELINEAMENTO E LOCAL DO ESTUDO

Trata-se de um estudo de corte transversal analitico, a partir da amostra ndo
probabilistica, desenvolvido na cidade de Cuiaba, capital do estado de Mato Grosso,
mais precisamente na Coordenacdo de Assisténcia Social e Satde do Servidor (CASS),
do Campus da Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT), com voluntarios da
pesquisa em andamento intitulada: “Efeito da intervencdo nutricional com antioxidantes
sobre o dano oxidativo no DNA em células de individuos com risco de doengas

cardiovasculares”.

3.2 ASPECTOS ETICOS

O estudo planejado respeitou todos os aspectos éticos previstos na resolugédo
466/12 do Conselho Nacional de Saude do Ministério da Saude, com aprovacdo pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Hospital Universitario Jalio
Miller — UFMT, CAAE: 62782716.2.0000.5541.
Os participantes foram esclarecidos e devidamente conscientizados quanto a
possibilidade de abandonar o estudo a qualquer momento que desejasse e/ou quando o
pesquisador encontrasse alguma condi¢cdo médica que ndo aconselhasse a continuidade
da participacéo, assim como, a seguranca e sigilo em relacdo as informacfes pessoais a

serem coletadas e outros dados da pesquisa.

3.3 SUJEITOS DA PESQUISA

A populacgdo alvo do estudo foi composta por individuos adultos de ambos os
sexos, com idade entre 20 e 59 anos, com risco cardiovascular e indice de massa
corporal (IMC) entre 18,5 a 39,9 kg/m?, aptos e que assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (Apéndie 1).

Foram incluidos no estudo individuos adultos de ambos os sexos, com idade

entre 20 e 59 anos com risco cardiovascular (dislipidemia, hipertensdo arterial e
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obesidade); com indice de Massa Corporal (IMC) entre 18,5 a 39,9 kg/m?; aptos e que
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido. Foram excluidos da amostra
individuos que apresentavam doengas autoimune, neoplasias; que seguiam dietas da
moda (dieta vegetariana, jejum intermitente, dieta atkins, etc.); faziam uso de
polivitaminicos nos dltimos 6 meses; tabagista, gastroplastiados; gestantes ou lactantes
e individuos expostos a radiacdo como raio x, tomografia e ressonéncia magnética nos
ultimos dois meses. Esses pacientes foram excluidos ao responderem tais perguntas por

meio do questionario de exposicdo a mutagénicos (Anexo I).

3.4 AVALIACAO NUTRICIONAL

Considerou-se neste estudo dados antropométricos de peso, altura, indice
de massa corporal (IMC), circunferéncia de cintura (CC), circunferéncia de quadril
(CQ), relagdo cintura-quadril (RCQ). Dados secundarios foram coletados das fichas
individualizadas e dos prontuarios preenchidos pela equipe do projeto principal tais
como: idade, sexo, atividade fisica, tabagismo e etilismo (Apéndice 11)

Para avaliacdo antropométrica foram utilizados os seguintes dados: peso (kg)
mensurado em balanca digital Toledo devidamente calibrada com capacidade para
150kg e a altura (m), coletada com auxilio de estadibmetro da marca Sanny com
capacidade de medicdo até 2,10m. O IMC foi calculado através da relacdo do peso (Kg)
dividido pela altura2 (m) desenvolvido por Lambert Quélet no fim do século XIX,
preconizado pela OMS?,

A RCQ foi calculada por meio da formula: circunferéncia de cintura (cm)
[circunferéncia de quadril (cm), utilizando os pontos de corte definidos pela OMS® para
classificacdo, sendo que medidas de RCQ igual ou superior a 0,94 em homens e 0,80
em mulheres indica risco de doencgas cardiovasculares. Para afericdo da CC foi
utilizado fita inelastica da marca Sanny com capacidade de até 150cm e graduacao de
0,5cm, aferindo no ponto médio entre a Ultima costela e a crista iliaca e para a

circunferéncia de quadril seguiu-se o protocolo de Callaway*°.

3.5 DETERMINACAO DO DANO OXIDATIVO NO DNA
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O dano oxidativo basal no DNA foi determinado por meio do ensaio do cometa
de acordo a metodologia descrita por Singh?®, modificada com a enzima
formamidopirimidina glicosilase (FPG) para detec¢do de dano oxidativo no DNA3L,

Utilizou-se uma aliquota de 15 pL de sangue total heparinizado da mesma
amostra do sangue que foi coletado para as dosagens bioquimicas do projeto principal.
A amostra de sangue foi homogeneizada com 100 pL de agarose de baixo ponto de
fusdo a 0,5% (Agargen® low melting) e distribuidas em laminas (Knittel, Alemanha)
em duplicatas para tratamento com FPG (FPG+) e em duplicata para sem FPG (FPG-),
previamente preparadas com agarose de ponto de fusdo normal (1,5%). Apds a
polimerizagéo da agarose LM a 4°C, as laminas foram imersas em solucéo de lise (NaCl
2,5 M, Na2 EDTA 100mM, Tris 10mM, Triton X-100 1% e DMSO 10%, pH= 10,0),
por no minimo 24 horas a 4°C.

Apds esse periodo, lavou-se as laminas com PBS 1x por 5 min, sendo
posteriormente mantidas em tampédo F (HEPES mM 40; KCI 0,1 M; EDTA 0,5 mM; 0,2
mg/mL, pH= 8) por 10 minutos. Para a detec¢do dos danos, as celulas foram tratadas
com 50uL da enzima Fpg (0,05 U) (New England Bio Labs Inc., Ipswich, MA, EUA) e
incubadas em cdmera Umida por 25 minutos a 37°C. Em seguida, incubou-se as ldaminas
em solucdo tampao de eletroforese (NaOH 0,3 M e Na2 EDTA 100mM, pH> 13), onde
foram mantidas durante 25 minutos para desenrolamento do DNA e expressao das
quebras de fita Unica e sitios alcali-labeis. Em seguida, as laminas foram submetidas a
eletroforese & 4°C durante 30 min, com intensidade de corrente de 0,1V/cm
(25V/300mA). Apo6s a eletroforese, as laminas foram lavadas com tampdo de
neutralizacdo (Tris-HCI 0,4 M, pH 7,5) por 15 minutos e fixadas em etanol absoluto por
5 minutos.

Posteriormente, corou-se as laminas no momento da analise com Syber Gold
(1uL Syber Gold Nucleic Acid Gel Stain 10,000X, Invitrogen, USA, e 30ml de solugao
TE — Tris-HCI 50mM). Um total de 100 imagens de nucledides foram capturadas e
analisadas aleatoriamente em microscopio de epifluorescéncia (Nikon Eclipse Ci
ProRes MF) em filtro 516-560nm, barreira de filtro de 590nm (aumento total de 400x).
O parametro escolhido para avaliar as lesbes foi 0 % de DNA na cauda. O dano
oxidativo no DNA foi obtido pela diferenca entre a % de DNA na cauda na presenca

(FPG+) e na auséncia da enzima (FPG-).


http://www.lookformedical.com/definitions.php?q=DNA-Formamidopirimidina+Glicosilase&lang=3
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

Todas as informagdes obtidas foram registradas em um banco de dados no
software Microsoft Excel 2013 e analisadas no Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS), versdo 20.0 (Inc, Chicago, IL, USA). Os resultados foram
apresentados em forma de média, desvio padréo e erro padréo.

Foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov a 5% de significancia para verificar
a distribuicdo dos dados. Para as comparacdes entre grupos (individuos com e sem
excesso de peso) utilizou-se o teste Mann-Whiteney U. Foi considerado o nivel de

significancia estatistica p<0,05.



4, RESULTADOS E DISCUSSAO

A populacdo estudada foi composta por 40 individuos, com risco cardiovascular,
de ambos os sexos, com idade média de 41+9,2 anos, sendo 50% (n=20) do sexo
masculino e 50% (n=20) do sexo feminino. O estilo de vida ndo-sedentéria foi relatado
por 50% da amostra (n=20), caracterizado por pratica de atividade fisica regular,
exercicios aerobicos como caminhada e corrida ou atividades anaerdbicas como
musculacdo, no minimo 3 vezes por semana. Com relacdo ao consumo de bebidas
alcoolicas, 72,5% (n=29) relataram consumo habitual aos finais de semana com
predominancia para o sexo feminino (80%), sem histéria de tabagismos em 92,5%
(n=37) e ex-tabagistas em 7,5% da amostra (Figura 1).

100%
90%
80%
S 70%
Té 60%

§ 50% m Mulher

£ 40% ® Homem
30%
20%
10%

0% I.
Sim Nio Ex Nio Sim Nio
Atividade Fisica Tabagismo Etilismo
Estilo de vida

Figura 1. Caracterizagdo dos habitos de vida de individuos com risco cardiovascular,

segundo atividade fisica, tabagismo e etilismo, Cuiaba-MT, 2019.

Habitos de vida ndo saudaveis como sedentarismo, uso de tabaco e consumo
excessivo de bebidas alcéolicas sdo apontados como fatores de risco modificaveis,

importantes para o aparecimento de doencas cardiovasculares na populagdo. Outros



20

comportamentos de risco intermediario como pressao arterial elevada, glicemia alta,
hiperlipidemia, sobrepeso e obesidade quando combinados aos citados acima aumentam
as chances de ataques cardiacos e acidentes vasculares encefélicos causados
principalmente por depdsitos de gorduras nas paredes dos vasos sanguineos®*.

Dados do Sistema de Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas
Cronicas por Inquérito Telefonico (Vigitel), destaca o sedentarismo, uso de tabaco e
consumo excessivo de &lcool como fator de risco para a doenca. Em Cuiaba a
frequéncia de adultos sedentéarios foi de 46,5%, de tabagistas foi 8,3%, enquanto 36,2%
fazem consumo abusivo de alcool’. Esse pequeno conjunto de fatores de risco
corresponde pela maioria das mortes por doengas crdnicas nao transmissiveis, incluindo
patologias resultante dessas doengas, como a doenca coronariana e acidentes
cerebrovasculares®.

Dentro do presente estudo, todos os participantes apresentaram pelo menos um
fator de risco para doenga cardiovascular. Entretanto, dentre esses fatores, o mais
predominante na populacdo estudada foi o excesso de peso segundo o IMC (IMC >
25kg/m?) em 80% da populagéo.

Os indices de massa corporal na amostra estudada variaram entre 20,1 kg/m2 e
37,1 kg/m2, com IMC médio de 31,5 kg/m2, em ambos 0s sexos. A predominancia de
sobrepeso e obesidade esteve presente em 80% dos individuos (30% e 50%
respectivamente), com prevaléncia em ambos 0s sexos e apenas 20% apresentaram peso
adequado.

O excesso de peso estd estreitamente associado ao desenvolvimento de doengas
cardiovasculares (DCVs), sendo que este é destacado como um dos fatores de risco pela
Diretriz da World Heart Federation. Trata-se de um problema crescente em diversos
paises, incluindo o Brasil*®. Encontramos no nosso estudo uma frequéncia elevada de
excesso de peso (80%) e consequentemente maior risco para doencgas cardiovasculares.
Entretanto, dentre os 20% que ndo apresentaram esse fator de risco para doencas
cardiovasculares, denotaram algum outro fator de risco para DCVs, como hipertensdo e
dislipidemia.

Um estudo avaliando a prevaléncia de excesso de peso em individuos com risco de
doencgas cardiovasculares demonstrou que gquanto maior o0 grau de obesidade e RCQ
aumentada dos pacientes, maior a prevaléncia de hipertensdo. Outro destaca maior risco
de hipertenséo, diabetes melitus e dislipidemias em pacientes com excesso de gordura

corporal®*®, Recentemente Dammero®®, avaliou o perfil nutricional de pacientes
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cardiovasculares e mostrou que 93% encontravam-se com sobrepeso e alta prevaléncia
de sedentarismo.

Essa situacdo nutricional é definida por fatores sociais, comportamentais,
ambientais, culturais, psicologicos, metabdlicos e genéticos. Os fatores genéticos
desempenham papel importante na determinacdo da suscetibilidade do individuo para o
ganho de peso, porém sdo os fatores ambientais e estilo de vida, tais como habitos
alimentares inadequados e sedentarismo, que geralmente levam a um balanco energetico
positivo, favorecendo a progressio para obesidade®”%,

Nossos resultados demonstram valores de RCQ aumentada no grupo com
excesso de peso quando comparado ao grupo sem excesso de peso (p=0,007), com uma
razdo média de 0,87 no 1° grupo. Quando separados por sexo, 0s homens do grupo
com excesso de peso apresentam valores semelhantes ao preconizado pela OMS9,
onde a RCQ igual ou superior a 0,94 em homens e 0,80 em mulheres indica risco de
doencas cardiovasculares. A média da RCQ 0,91 entre eles e entre as mulheres de
0,81. Dessa forma, as mulheres do grupo apresentaram maior risco para as DCVs
(Tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas antropomeétricas de individuos com risco cardiovascular, com

e sem excesso de peso, segundo o IMC, Cuiaba -MT, 2019.

Sem excesso de peso Com excesso de peso
Variaveis (n=8) (n=32) Valor de p*
MédiaxDP MédiaxDP
Idade (anos) 41,75+9,96 41,09+9,15 0,919
IMC (kg/m?) 22,72+1,81 30,88+3,55 0,000
CC (cm) 74,4518 51 97,01+8,65 0,000
CQ (cm) 96,07+2,15 110,80+10,13 0,000
RCQ 0,77+0,09 0,87+0,07 0,007

IMC indice de massa corporal; C abd — Circunferéncia abdominal; CC — circunferéncia de cintura; CQ — Circunferéncia de IMC
quadril; RCQ - relagdo cintura/quadril; DP — Desvio padréo; * valor de p significancia < 0,05

Nossos resultados demonstram valores de RCQ aumentada no grupo com
excesso de peso quando comparado ao grupo sem excesso de peso (p=0,007), com

razdo média de 0,87 no primeiro grupo. Quando separados por sexo, 0s homens do
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grupo com excesso de peso apresentam valores semelhantes ao preconizado pela
OMS, sendo a média da RCQ 0,91 entre eles e entre as mulheres de 0,81. Segundo a
OMS?®, a medida de RCQ igual ou superior a 0,94 em homens e 0,80 em mulheres
indica risco de doencas cardiovasculares. Dessa forma as mulheres do grupo
apresentaram maior risco para as DCVs.

E sabido que 0 excesso de peso e obesidade esta associado a inimeras doencas
crbnicas, entre elas diabetes mellitus, hiperlipidemia, cancer de colon, hipertensdo
arterial sistémica e outras doencas cardiovasculares. Além disso, a doenca também
estd relacionada ao aumento de cargas mecanicas e metabdlicas no miocardio, que
intensifica assim o consumo de oxigénio. Essa sobrecarga ativa a produgdo de EROs,
como o superoxido, o radical hidroxi e os perdxidos de hidrogénio devido ao aumento
da respiracdo mitocondrialt®t12,

Esse fator induz a ativacdo do processo inflamatdrio nesses individuos, devido
excesso de tecido adiposo, 0 que estd diretamente associado ao aumento do estresse
oxidativo. A presenca aumentada de adipdcitos estd relacionada a anormalidades
funcionais e estruturais deste tecido. Estas alteraces incluem aumento da producdo de
moléculas bioativas e infiltracdo aumentada de macréfagos pela liberacéo da leptina que
induz a sintese de dxido nitrico sintetase 2, aumentando assim a producédo de citocinas
pré-inflamatérias e ativando as espécies reativas de oxigénio que predispbe a célula a
danos em estruturas celulares, proteinas, lipideos e macromoléculas como o DNAWL,

Ao analisarmos 0 % de dano no DNA pelo ensaio do cometa, identificamos no
presente estudo, maior frequéncia no grupo com excesso de peso (15,09 %) quando
comparado ao grupo sem excesso de peso (11,02%), entretanto, esses valores ndo foram

significativos estatisticamente (p=0,685), como demonstra a Figura 3.
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*Calculos considerando média e erro padréo.

Figura 3. Percentual de dano oxidativo no DNA em pacientes com risco

cardiovascular, segundo classificacdo de peso po IMC, Cuiaba-MT, 20109.

Entretanto, quando comparado 0 % dano no DNA dos individuos com excesso de
peso que obtiveram média 15,09+13,3, é possivel notar um nivel muito elevado em
relacdo a um grupo controle saudavel (dados ndo publicados no Laboratério de
Investigacdo da Faculdade de Medicina - UFMT) que apresentou média de
4,49+2 55DP. Essa diferenca demonstra alta probabilidade desses individuos obterem
complicacdes decorrentes desses danos.

Alguns modelos experimentais de obesidade no estudo de Pausova®®, mostraram
forte correlacdo entre adiposidade e marcadores do estresse oxidativo sistémico, eles
apresentaram uniformidade nos resultados e apontam o excesso de peso como fator de
risco aumentado para dano oxidativo no DNA. Entretanto nossos resultados nao
observaram relacdo entre o excesso de peso e o dano oxidativo, o que poderia ser
justificado pelo n amostral reduzido e outros fatores de risco para DCVs que ndo foram
analisados na amostra, como fatores de estilo de vida e exposi¢des externas, como foi
analisado no estudo de Muller®.

A diferenca néo significativa do % de dano oxidativo no DNA entre 0s grupos com
e sem excesso de peso desse estudo, pode estar relacionada ao fator idade dos
individuos, visto que, ndo apresentaram diferenca significativa entre 0s grupos
(p=0,919), sendo a média de 41 anos para ambos. Embora alguns estudos demonstrem

que idade e sexo tem relacdo com o aumento do dano oxidativo no DNA, outros
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afirmam que as diferentes exposi¢cGes ambientais, independente do estado nutricional do
individuo, idade e sexo, podem aumentar o nivel de dano ao DNA, 3%,

Entretanto, quando comparado nossos resultados a estudos monitorados em cultura
de células humanas os dados séo conflitantes. Pois, em estudos in vivo com humanos a
relacdo do excesso de gordura corporal sobre dano oxidativo no DNA ndo demonstra
majoritariamente os mesmos resultados encontrados em células in vitro e modelos
experimentais com animais. Essa diferenca pode estar relacionada aos desenhos de
estudos heterogéneos e possiveis fatores de confusdo como, por exemplo, dieta definida
(em estudos com animais) e, ingestdo descontrolada de antioxidantes em humanos*..

Como objetivo de eficacia de prevencdo desses danos, vale destacar as descobertas
de Moller*?*3, que avaliou alguns estudos de intervencdo com antioxidantes nutricionais
e produtos ricos em polifendis e carotenoides sobre a reducdo das taxas de dano no
DNA, bem como ac¢do do sistema de reparo e notou que em geral, essas intervencgdes
possuem efeitos protetores sobre a oxidacdo do DNA, tanto em individuos saudaveis
quanto naqueles com altos niveis de dano oxidativo no DNA. Recentemente, um estudo
avaliou a eficacia dos antioxidantes em células germinativas de pacientes com diabetes
e demonstrou reducdo dos marcadores de estresse oxidativo e aumento das enzimas

antioxidantes™*.



5.CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

Apesar da alta prevaléncia de sobrepeso e obesidade da presente amostra estudada,
ndo encontramos diferencas significativas de dano oxidativo no DNA nos grupos com e
sem excesso de peso, ou seja, neste estudo o excesso de peso ndo influenciouk a
ocorréncia de dano oxidativo no DNA na amostra analisada.

Contudo, é primordial que estratégias de tratamento sejam aplicadas, visando
reduzir os niveis de EROs e os danos oxidativos no DNA de individuos com risco
cardiovascular, com intuito de manter a funcéo celular normal. Isso implica em medidas
de prevencéo e intervencdo com antioxidantes nutricionais, possibilitando inclusive a

prevencéo do desenvolvimento e complicacdes e de DCVs.
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ANEXOS E APENDICES
Anexo |

INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS — EXPOSICAO A MUTAGENICOS

Nome: Cdédigo no projeto:
E-mail: telefone:
Data de nascimento: / / . Sexo: () Masculino () Feminino

1. Qual o seu trabalho atual?
2. Ha quanto tempo vocé exerce essa funcéo?
3 .Qual a sua jornada de trabalho semanal?
4. Quantas horas de sono em média por dia?
5. No seu trabalho atual ja se expds a alguma dessas substancias?

() derivados do petroleo (horas/semana: )

( ) tintas/corantes (horas/semana: )

() solventes (horas/semana: )

( ) pesticidas/herbicidas (horas/semana:

() mercurio/vapores de outros metais pesados (horas/semana: )

() outras substancias quimicas — quais? (horas/semana:

)
6. Qual era 0 seu emprego anterior / que funcdo exercia?
7. No seu emprego anterior, ja se exp0s a alguma dessas substancias? (Informe tempo
de exposi¢do em horas/semana):

( ) derivados do petréleo (horas/semana: )

( ) tintas/corantes (horas/semana: )

() solventes (horas/semana: )

( ) pesticidas/herbicidas (horas/semana: )

( ) mercurio/vapores de outros metais pesados (horas/semana: )
() outras substancias quimicas — quais? (horas/semana:

)

8. Vocé utiliza equipamento de seguranca em seu trabalho? Com qual frequéncia?
()sim ( )ndo ( )/ ( )sempre ( )quasesempre ( )pouco

9. Vocé pratica algum exercicio fisico? ( ) sim ( ) ndo

Se sim, qual?

( ) musculacdo () corrida ( ) pilates ( ) futebol/vélei () outro:

Qual a frequéncia?

() 1vez/semana ( ) 2 vezes/semana ( ) trés vezes/semana ( ) 4 vezes/ semana ou
mais

10. Vocé fuma ou ja fumou? ( ) sim ( ) néo

Se sim, quantos cigarros fuma por dia e ha quanto tempo? (n° de
cigarros); _( ) meses/ () anos
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Fuma também: () cigarro de palha ( ) cachimbo ( ) outros:
Quantas vezes ao dia?
Se parou, durante quanto tempo vocé fumou? ( )meses/ () anos
Quantos cigarros fumava por dia? (ndmero de cigarros)
11. Medicamentos utilizados rotineiramente (indicar a frequéncia em vezes/dia):
() horménios
) vitaminas e/ou suplementos
) comprimidos para pressao
) antibidticos

(
(
(
( ) insulina
(
(
(

) tranquilizantes
) relaxantes musculares
) outros — quais?
12. Estd fazendo algum tratamento de saude? (por ex: coluna, gripe, alergia, dores,
etc...)
( ) sim ( ) ndo. Qual? Tempo do tratamento:

13. Fez algum raio-X no ultimo ano? ( ) sim () ndo — Quanto tempo?
14.Com que frequéncia vocé consome bebidas alcodlicas?

() nunca — va para a questdo 40 ( ) uma vez por més ou menos ( )2 a4 vezes ao
més

( ) 2a3vezes por semana ( )4 ou mais vezes por semana

15. Quais bebidas vocé consome?

() somente cerveja ( ) somente vinho ( ) somente destilados ( ) cerveja e vinho
() cervejae destilados ( ) vinho e destilados ( ) cerveja, vinho e destilados

16. Nas ocasifes em que bebe, quantos doses (), copos () ou garrafas () vocé
costuma tomar?

( )lou?2 ( )3ou4 ( )50ub ()7a9 ( )10ou
mais

17. Com que frequéncia vocé toma seis ou mais doses em uma ocasido?

( )nunca () menos que uma vez ao més () uma vez ao més

() uma vez por semana ( ) todos os dias ou quase todos

18. Vocé ja teve/tem alguma dessas doencas?

() cancer — Qual? Idade:
( ) AIDS ( ) anemias ( ) doencas cardiacas — ldade: () esclerose
maultipla — ldade: () diabetes— Idade: () outras — quais e

que idade apresentou?
19. Alguém da sua familia ja teve/tem alguma dessas doencas? (indicar o grau de
parentesco ao lado):

( ) doencas cardiacas ( ) esclerose multipla ( )
diabetes Em que idade? ( ) outras - quais?

Casos de cancer na familia: ( ) ndo ( ) sim
20. Quiais os tipos de cancer? (indicar 0 grau de parentesco ao lado):

() pele: ( ) mama: ( ) leucemia:
( ) esdfago: () outros:
21. Tem conhecimento de algum defeito de nascimento ou doenca hereditaria que
afetem seus pais, irmdos, irmas ou conjuges?
( ) ndo () sim-—qual?
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22. Vocé e seu cOnjuge ja tiveram dificuldades em conceber (mais de doze meses) ou ja

foram diagnosticados como estereis?

( ) néo ( )sim

23. Historico de aborto espontaneo?

( ) nédo ( ) sim - quantas vezes?
24. Histérico de bebé com defeitos?

( ) néo ( ) sim - qual?
25. Toma sol por quanto tempo por dia?
26. Nos finais de semana tem o habito de tomar sol?

( ) néo ( ) sim — Por quanto
tempo?

27. Na ultima uma semana quanto tempo
min.)

Assinatura do entrevistado:

tomou sol? (em horas ou

Data e assinatura do pesquisador responsavel:
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Apéndice |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa denominado
“Efeito da intervencdo nutricional com antioxidantes sobre o dano oxidativo no
DNA em células de individuos com risco de doencas cardiovasculares” que sera
desenvolvido na Coordenagdo de Assisténcia a Satde do Servidor (CASS) e no
Laboratério de Investigacdo da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de
Mato Grosso (UFMT). Esse projeto estd sob a coordenacdo das professoras Silvia
Regina de Lima Reis (coordenadora geral) e Carmen Lucia Bassi Branco (co-
coordenadora), sendo que serdo desenvolvidos trabalhos cientificos relacionados ao
tema, vinculados a Faculdade de Nutricdo (FANUT) e de Medicina da Universidade
Federal do Mato Grosso (UFMT).

Trata-se de um estudo transversal, onde sera aplicado questionario de exposi¢édo
a agentes mutagénicos, questionario de frequéncia alimentar e posterior coleta de
sangue. Com este estudo os pesquisadores identificardo o dano oxidativo no DNA em
células de individuos adultos com risco de doencas cardiovasculares. Vocé contribuira
para o fortalecimento dessa pesquisa que podera, futuramente, beneficiar a
comunidade e a instituicdo, como forma de impacto social, prevenindo ou
minimizando danos no DNA e consequentemente o surgimento de doencas
cardiovasculares.

De modo geral, serdo avaliados pacientes em acompanhamento no Programa
CARDIO-UFMT ou qualquer outro paciente que atenda os critérios de incluséo, sendo
que os exames bioquimicos de rotina serdo coletados do prontuario dos pacientes ou
solicitados quando necessario. Necessitaremos coletar 10 ml de sangue para verificar o
dano no DNA e, esta coleta sera realizada por profissional experiente que trabalha na
CASS ou de laboratério privado.

Também informamos a vocé que a avaliagcdo nutricional e dietética, ndo lhe
causara nenhum risco.

Caso a Sr.(a) aceite participar dessa pesquisa, saiba que ndo havera remuneracao
ou gratificacdo, sendo sua participacdo totalmente voluntaria. Além disso, sua
participacdo serd anbnima, ou seja, em momento algum os resultados obtidos por meio

de seus exames serdo divulgados contendo nomes individualizados. Saiba que o0s
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resultados estardo sob a guarda das pesquisadoras responsaveis e arquivados em seu
computador pessoal. Os originais de seus exames permanecerdo arquivados na CASS

OuU com VOCeE.

Os resultados da pesquisa estardo a sua disposi¢ao quando finalizada. Seu nome
e/ou o0 material que indique sua participacdo ndo sera liberado sem a sua permissédo. O

Sr.(a) ndo seré identificado em nenhuma publicacéo que possa resultar deste estudo.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma
copia sera arquivada pelo pesquisador responsavel e a outra seré fornecida a vocé. Caso
haja danos decorrentes dos riscos previstos, 0 pesquisador assumira a responsabilidade
pelos mesmos. Em caso de duvida vocé pode procurar o Comité de Etica em Pesquisa
do Hospital Universitario Julio Muller — UFMT, pelo telefone (65) 3815-8254 e falar

com a Coordenadora Prof? Dr? Shirley Fereira. Pereira

Prof. Silvia Regina de Lima Reis
silviarlima@terra.com.br
Fone: 93615-8856
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Apéndice Il
Projeto: “Efeito da interven¢do nutricional com
antioxidantes sobre o dano oxidativo no DNA em
ceélulas de individuos com risco de doencas
cardiovasculares”
1. Identificacdo Data / /
ID:
Nome:
Email: Telefones
(res./cel.):
Setor de trabalho: Ramal: -
Sexo: (1) Masculino (2) Feminino  Data de nascimento: / / Idade:
Profissao: Estado civil: (1) Solteiro (2) Casado (3) Divorciado (4)
Viavo
Renda/més: R$ N°. pessoas dependentes da renda:
Renda per capita: R$ Faixa de renda: (1) <2 SM (2)2-3,9SM
(3)4-5,9 SM (4)6-7,9 SM (5) > 8 SM

2. Doencas atuais? (1) Sim (2) N&o. 4.1. Qual (is)? Ha quanto tempo? Especificar

a frente.

(1) Diabetes Mellitus TL _ (2) Diabetes Mellitus T2.__ (4) Derrame — AVE
(5) Infarto  do Miocardio (6) Obesidade

(7) Hipercolesterolemia (8) Hipertrigliceridemia (9)

Hiperurecemia . (10) Hipotireoidismo (11) Depresséo__ (12)

Céancer

(13) Outra:

3. Saude da Mulher

Numero de gestagodes: (1) (2) (3) (4) (5) (=6) Tipo de parto: ( ) Normal ou ( )
Cesarea

(1) Pré-menopausa (2) Pés-menopausa.

TPM: (1) Sim (2) Néao Retenc¢do hidrica no periodo menstrual (1) Sim (2)
Nao TRH? (1) Sim (2) Nao Realiza ha quanto tempo?




4. Usa Medicamentos? (1) Sim (2) N&o. 7.1. Qual (is)? Qual a dosagem e
posologia?

Especificar:

5. Usa adocante? (1) Sim (2) N&o. 14.1. Qual tipo?

(1) Sacarina  (2) Ciclamato (3) Aspartame (4) Stévia (5)
Acesulfame-k

Quantidade/més: ___ N°. pessoas que comem em casa: ____ 14.3. Per capita/dia:

ml

6. Avaliacdo Antropométrica e Composicao Corporal
Datas

Parametros

Peso Habitual (kg)
Peso Atual (kg)

% Reducdo de peso
% Ganho de peso
Altura (m)

IMC atual
Classificacéo IMC*
CC (cm)

CA (cm)

CQ (cm)

CP (cm)

CPant.

(cm)

RCQ

PCB (mm)

PCT (mm)

PCSI (mm)

PCSE (mm)

1 Classificagéo do IMC: (1) Eutrofia (2) Sobrepeso (3) Obesidade
(4) Baixo Peso



19. Avaliacéo laboratorial

Data

Parametros

Pressao arterial

Hemacias

Hematdcrito

Hemoglobina

Glicemia de jejum

Glicemia Pés-prandial

Hemoglobina glicada

Triglicerideos

Colesterol total

LDL

HDL

VLDL

TGO/AST

TGP/ALT

GGT

TSH

T4 Total

T4 livre

T3 livre

T3 reverso

Creatinina

Uréia

Acido urico

Risco de DAC (%)

Classificacdo Risco?!

Sindrome Metabdlica?

Proteinas totais

Albumina

Vitamina D (25
hidroxivitamina D)

Vitamina B12

Vitamina A

Vitamina C

Vitamina E

Acido folico

Insulina

PCR ultrassensivel

Na

K

Ca ibnico

Magnésio

Ferro
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Zinco
Cobre (ceruloplasmina)
Fosforo

Ferritina

Homocisteina

Testosterona total

Testosterona livre
PTH
Cortisol

! Classificagdo Risco DAC:(1) <10% - baixo risco (2) 10-20% - risco intermediario (3) >20% -
alto risco

2Presenca de Sindrome Metabdlica: (1) Sim  (2) Nao

Assinatura do pesquisador responsavel:




