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RESUMO

MARQUES, M.E.N. Uso do soro de individuos com obesidade no estudo in vitro do nucleo
celular em linhagem de glioblastoma humano. 2024. 42p. Trabalho de Conclusao de Curso

(Graduagao em Biotecnologia) — Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, 2024.

O glioblastoma ¢ caracterizado como uma das neoplasias malignas mais agressivas, possuindo
taxa média de sobrevivéncia apos o diagndstico de 12 a 15 meses. Atualmente, os casos de
obesidade atingiram niveis pandémicos e se colocam como fator de risco para diversos tipos de
canceres, podendo contribuir com o desenvolvimento, progressdo e sustentagdo do ambiente
tumoral por meio de diversas vias. O estudo da arquitetura do nucleo celular emergiu como um
campo promissor para a compreensdo dos mecanismos subjacentes as neoplasias malignas.
Dessa forma, no presente estudo analisou-se as alteragcdes nucleares em cultura celular de
glioblastoma humano quando exposta ao soro de pessoas com obesidade. Para tal, o soro de 12
voluntarios, sendo 6 individuos com obesidade ¢ 6 sem obesidade, foi coletado e utilizado para
avalia¢do da instabilidade genética, por meio do ensaio de micronucleo, e para avaliacdo da
organiza¢do de cromatina com utilizagdo do fluorocromo DAPI. Além disso, os questionarios
de qualidade de vida SF-36 e o questionario de Baecke foram aplicados para caracterizagdao do
perfil dos voluntarios. Nao houve diferenca estatistica significativa entre o grupo com
obesidade e sem obesidade em relagdo as respostas dos questionarios. Todavia, as células
tratadas com o soro do grupo com obesidade apresentaram maior frequéncia de micronucleos,
maior area nuclear e menor presenca de heterocromatina. Estudos adicionais sdo necessarios
para identificar componentes especificos que podem levar a essas alteragdes, mas esses
resultados indicam que a obesidade favorece a instabilidade genética e induz alteragdes na
organiza¢do da cromatina, que podem influenciar uma cascata de eventos propicia para a

progressao do glioblastoma.

Palavras-chave: Cancer cerebral; Obesidade; Nucleo celular.



ABSTRACT

MARQUES, M.E.N. Use of serum from obese individuals in the in vitro study of the cell
nucleus in a human glioblastoma line. 2024. 42p. Final paper (Monography) (Graduation in

Biotechnology) — Federal University of Uberlandia, Uberlandia, 2024.

Glioblastoma is characterized as one of the most aggressive malignant neoplasms with an
average survival rate after diagnosis of 12 to 15 months. Currently, cases of obesity have
reached pandemic levels, and it is a risk factor for various types of cancer, and may contribute
to the development, progression and support of the tumor environment through various
pathways. The study of cell nucleus architecture has emerged as a promising field for
understanding the mechanisms underlying malignant neoplasms. Therefore, this study analyzed
nuclear alterations in human glioblastoma cell cultures when exposed to serum from obese
people. To this end, the serum of 12 volunteers, 6 of whom were obese and 6 of whom were
not, was collected and used to assess genetic instability using the micronucleus assay and to
assess chromatin organization using the fluorochrome DAPI. In addition, the SF-36 quality of
life questionnaire and the Baecke questionnaire were used to characterize the profile of the
volunteers. There was no statistically significant difference between the obese and non-obese
groups in terms of the answers to the questionnaires. However, the cells treated with serum
from the obese group showed a higher frequency of micronuclei, a larger nuclear area and a
lower presence of heterochromatin. Further studies are needed to identify specific components
that may lead to these changes, but these results indicate that obesity favors genetic instability
and induces changes in chromatin organization, which may influence a cascade of events

favourable to the progression of glioblastoma.

Keywords: Brain cancer; Obesity; Cell nucleus.
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1. INTRODUCAO

1.1. O Cancer e o Sistema Nervoso Central

A proliferagao desordenada das células ¢ um ponto em comum para mais de cem
doencas que sao abrangidas pelo termo cancer (INCA, 2022). Além disso, como ferramenta de
compreensdo da complexidade genotipica e fenotipica que os canceres possuem, Hanahan e
Weinberg (2000), propuseram as Marcas do Cancer (do inglés, Hallmarks of cancer) que
englobam caracteristicas cruciais adquiridas pelas células para formacao de canceres e com o
avanco da oncologia molecular, essas marcas seguem sendo atualizadas.

Atualmente, sdo descritas quatorze marcas (Figura 1), sendo elas: evasdo de
supressores tumorais, evasao do sistema imune, potencial replicativo infinito, inflamagao pro-
tumoral, capacidade de invasdo e metéstase, angiogénese, instabilidade gendmica e mutagdo,
resisténcia a morte celular, desregulagdo do metabolismo energético, sinalizacdo proliferativa
sustentada, desbloqueio da plasticidade fenotipica, reprogramacao epigenética ndo mutacional,

microbiomas polimoérficos, senescéncia celular (Hanahan, 2022).
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Figura 1: Hallmarks of cancer. Fonte: HANAHAN (2022) (adaptado).

Os tumores cerebrais referem-se a um grupo misto de neoplasias, originadas de tecidos
intracranianos € das meninges, que variam de benignas a malignas (McKinney, 2004). Estes
podem ser classificados em tumores primarios ou secunddrios. Os tumores primarios se
originam diretamente no cérebro ou na medula espinhal, enquanto os secundarios, se originam
em outra regido do corpo e sofrem metastase para o Sistema Nervoso Central (SNC) (NIH,
2023). Com base nos dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2022) no Brasil, projeta-

se a ocorréncia de 11490 novos casos de cancer no SNC a cada ano, durante o triénio de 2023
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a 2025. Estes tumores, de acordo com McNeill et al. (2016), estdo associados a um aumento
significativo na mortalidade e morbidade, contribuindo com aproximadamente 25% do total de
obitos relacionados ao cancer.

Os principais tipos de tumores primarios do SNC s3o os gliomas € os meningiomas,
representando 70% e 20% dos tumores cerebrais, respectivamente (Sergentanis et al., 2015).
Os meningiomas sdo geralmente caracterizados como neoplasias benignas de crescimento
lento, originados de células meningoteliais (Ogasawara; Philbrick; Adamson, 2021). Por outro
lado, os gliomas pertencem ao grupo dos tumores cerebrais malignos mais frequentes, ¢
originado de células gliais ou precursoras ¢ sdo considerados tumores infiltrativos altamente
difusos que afetam o tecido cerebral circundante (Mesfin; Ai-Dhahir, 2023).

Os critérios para a nomenclatura e diagnostico de gliomas sdo definidos pela
classificagdo da Organizacdo Mundial da Satde (OMS), na qual os gliomas sdo classificados
em graus de 1 a 4, de acordo com sua malignidade (Louis et al., 2021). A classificagdo leva em
considera¢do o perfil histopatolégico, gendmico, transcriptomico e epigenético, de forma a
contribuir com o diagndstico e abordagens terap€uticas mais integradas. Quanto aos fatores de
risco, uma pequena parcela de tumores cerebrais sdo devido a sindromes genéticas e
susceptibilidade genética e a radia¢do ionizante se coloca como o Unico fator ambiental nao
contestado para tais tipos de tumores (Michaud, 2011).

Dentre os gliomas, o glioblastoma ¢ identificado como grau 4 e ¢ tido como uma das
neoplasias malignas mais agressivas e também o tumor maligno primario mais comum do SNC
(Grochans ef al., 2022). Estes representam um grande desafio terapéutico visto que apesar dos
tratamentos agressivos, que incluem cirurgia combinada com quiomioterapia e radioterapia, a
taxa média de sobrevivéncia apos o diagnostico continua extremamente baixa, de 12 a 15 meses

( Ahir; Engelhard; Lakka, 2020; Ostrom et al., 2017).

1.2. Obesidade e Gliomas

As estatisticas acerca de sobrepeso e obesidade aumentaram drasticamente ao nivel
mundial e estima-se que, em 2025, 2,3 bilhdes de adultos estardo com sobrepeso, sendo 700
milhdes de individuos com obesidade (ABESO, 2019). Entre os anos de 1990 a 2019, as mortes
globais por cancer atribuiveis ao elevado indice de massa corporal (IMC) sairam de 117,79 mil
mortes para 462,55 mil e projeta-se um crescimento ainda maior para os proximos anos (Zhi et
al., 2022).

A obesidade ¢ definida como uma doenga cronica, multifatorial e neurocomportamental

resultante do acumulo excessivo de tecido adiposo e um desbalango entre consumo e gasto de
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energia (Izquierdo-Torres et al., 2022). O IMC ¢ utilizado para avaliar a massa corporal geral.
Com base na classifica¢cdo de 2000, adaptada pela OMS, convencionou-se chamar de sobrepeso
pessoas com IMC entre 25 a 29,9 kg/m?, de obesidade grau I para IMC entre 30-34,9 kg/m?, de
obesidade grau II para IMC entre 35-39,9 kg/m?, obesidade grau III ou morbida para IMC maior
ou igual a 40 kg/m?, e IMC normal entre 18,5-24,9 kg/m? (WHO, 2000).

Dados na literatura atestam a obesidade como fator envolvido no desenvolvimento e
progressao de variados tipos de canceres (Nimptsch; Pischon, 2015). Abrangendo o cancer de
mama (Chan et al., 2014), colorretal (Kocarnik et al., 2016), da tireoide (Renehan et al., 2008;
Wolin et al., 2010), multiplo mieloma (Marques-Mourlet et al., 2023), pancreatico (Xu et al.,
2018) e a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) confirma efeito preventivo do
cancer na auséncia de excesso de gordura corporal para tais tipos (Lauby-Secretan et al., 2016).

Embora existam fortes evidéncias para a associacao entre a obesidade e os demais tipos
de cancer, resultados conflitantes foram relatados sobre a relagdo entre a obesidade e os
gliomas. Alguns estudos reconhecem que a obesidade ndo tem uma relacdo clara com a
ocorréncia de canceres cerebrais (Cote et al., 2018; Disney-Hogg et al., 2018; Niedermaier et
al., 2015). Zhang et al. (2016) destacam em seus estudos que o excesso de peso corporal estd
associado ao maior risco de ocorréncia de meningiomas, mas ndo de gliomas.
Complementarmente, a IARC considera que ha insuficiéncia de dados contundentes para
estabelecer uma associacao entre obesidade e gliomas, mas reconhece a relagdo entre excesso
de peso corporal e a incidéncia de meningiomas (Lauby-Secretan et al., 2016).

Ainda, Wiedmann e colaboradores (2017) reconhecem que a obesidade ndo esta associada
ao risco de gliomas, enquanto Kuan et al. (2019) sugerem que a dieta pode ndo desempenhar
um papel na incidéncia do glioma. Adicionalmente, em uma pesquisa que utilizou
randomiza¢do mendeliana para investigar a relacdo entre estilo de vida, fatores dietéticos e sua
influéncia no risco de gliomas, os autores nao identificaram associagdes relevantes (Saunders
et al.,2020).

Em contrapartida, em um estudo de coorte prospectivo, Moore e colaboradores (2009)
identificaram que individuos que apresentaram obesidade aos 18 e 35 anos possuiam um risco
significantemente maior de desenvolver glioma posteriormente na vida, em comparagdo com
individuos com IMC normal nessas mesmas faixas etarias. De forma semelhante, Ahn e
colaboradores (2021) demonstraram que individuos com excesso de peso corporal
apresentavam um maior risco de desenvolver glioma do que aqueles com peso normal.

Adicionalmente, utilizando linhagens celulares Almeida et al. (2019) evidenciaram que

fatores liberados pelos adipocitos estdo relacionados com a angiogénese do glioma, seu
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crescimento e comportamento metabdlico, atestando assim a associagdo entre gliomas e
obesidade. Corroborando a esses achados, Benson e colaboradores (2008) em um estudo de
coorte prospectivo com 1,3 milhdes de mulheres de meia idade, constataram que a incidéncia
de gliomas e meningiomas aumentava com o aumento do IMC. Ademais, estudos que avaliaram
0 peso corporal em relagdo a sobrevivéncia de individuos com glioma revelaram taxas de
mortalidade mais elevadas em individuos com excesso de peso (Chambless et al., 2012; Siegel
etal., 2013).

Dado este contexto, ndo estd claro quais mecanismos podem estar envolvidos nessas
relagdes. Os genes que influenciam a obesidade sdo altamente expressos no cérebro e também
podem mediar a suscetibilidade ao glioma (Benson et al., 2008; Moore et al., 2009). A
obesidade pode atuar em diversas vias de promog¢ao ao cancer, como por meio da resisténcia
cronica a insulina, aumento da sintese de leptina e aumento da atividade do fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-1), além de poder estar interligada com alteragdes nucleares

(Lawrence et al., 2012; Renehan et al., 2008; Usman; Volpi, 2018).

1.3. Alteragoes Nucleares, Cancer e Obesidade

O desenvolvimento e sustentacio do ambiente tumoral ¢ um processo complexo e
multifacetado que envolve vias celulares e moleculares. As alteragcdes nucleares, como a
instabilidade genética e alteragdes na organiza¢do da cromatina, desempenham um papel
significativo nesse processo e assim, o estudo da arquitetura nuclear frente a essas alteragdes
emerge como um campo promissor para a compreensdo dos mecanismos subjacentes as
neoplasias malignas.

A instabilidade genética pode ser definida como um estado dindmico caracterizado por
taxas elevadas de alteracdes genéticas resultantes de disfuncionalidades do ciclo celular ou de
eventos que afetam a integridade do DNA (Usman et al., 2021). Ela ¢ uma caracteristica
facilitadora para o processo da tumorigénese, sendo considerada um dos Hallmarks do cancer
(Hanahan, 2022).

AssociagOes entre danos no DNA e instabilidade gendmica com a obesidade foram
abordadas anteriormente na literatura (Negrini ef al., 2010; Usman ef al., 2021; Usman; Volpi,
2018). Estudos conduzidos por Wtodarczyk et al. (2018) demonstraram niveis de danos no
DNA quase duas vezes maiores em grupos de mulheres com obesidade em relagdo ao grupo
sem obesidade, corroborando os resultados de Tomasello et al. (2011), que reconheceram que
a obesidade pode ser considerada um fator de risco para lesdes ao DNA.

Adicionalmente, estudos reportaram que lesdes no DNA associados a obesidade levaram
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ao aumento da resisténcia a apoptose, contribuiram com a angiogénese e induziram alteragdes
na expressao génica, favorecendo assim a proliferacdo e migrag¢ao de células tumorais (Cerda
et al., 2014; Kabzinski et al., 2016; Wiodarczyk; Nowicka, 2019).

Dentre as principais marcas de danos ao DNA estdo a formagao de micronucleos. Esses
microntcleos sdo reconhecidos como marcadores de estresse genotoxico e instabilidade
genomica (Usman; Volpi, 2018). Por definicdo, os micronucleos representam corpos
extranucleares dentro do citoplasma celular, contendo fragmentos cromossdmicos resultantes
de eventos clastogénicos, que envolvem a quebra dos cromossomos, ou contendo cromossomos
inteiros, advindos de eventos aneugénicos que sdo caracterizados pela segregagdo anormal dos
cromossomos (Krupina; Goginashvili; Cleveland, 2021; Usman; Volpi, 2018).

Na literatura, estudos relataram aumento de frequéncia de microntcleos em linfécitos
derivados do sangue periférico em pacientes diagnosticados com cancer (Bonassi et. al, 2011;
larmarcovai et. al., 2008; Murgia et. al., 2008). Além disso, a formagdo de microntcleos tém
sido associada ao fendmeno da cromotripsia, um processo mutacional que permite rearranjos
mutagénicos nos cromossomos € que esta intrinsicamente relacionado ao cancer (Zhang et. al,
2015). Esses rearranjos, por meio de ciclos mitoticos subsequentes, sdo passados para as células
filhas e possuem um papel critico na arquitetura nuclear e genémica, estando envolvidos na
perda da funcdo supressora de tumor e na ativacdo de oncogenes (Krupina; Goginashvili;
Cleveland, 2021; Simovic; Ernst, 2022).

Somando-se a instabilidade genética, a organiza¢do da cromatina tém desempenhado um
papel importante no ambiente tumoral. A cromatina refere-se a um conjunto de DNA, proteinas
histonicas e nao-histonicas presentes no nucleo das células. A camada mais bésica deste
conjunto sao os nucleossomos que sao constituidos de 146 pares de base de DNA enrolados em
um octamero contendo duas de cada uma das quatro proteinas centrais de empacotamento de
DNA: histonas H2A, H2B, H3 e H4A (Carvalho; Recco-Pimentel, 2007).

A organizacao hierarquica da cromatina garante a compactagao necessaria para acomodar
todo o DNA celular no nucleo e também regula o acesso a fatores transcricionais, de reparo ou
replicativos, assegurando a funcionalidade e integridade do genoma (Sehgal; Chaturvedi,
2023). Além disso, a cromatina pode ser funcionalmente dividida em dois subtipos,
eucromatina e heterocromatina. A eucromatina possui uma organizacao relaxada e ¢
transcricionalmente ativa, € a heterocromatina ¢ condensada e transcricionalmente silenciada
(Janssen; Colmenares; Karpen, 2018).

Estudos na literatura apontam a perda da heterocromatina como um fendmeco recorrente

envolvido no estabelecimento e progressao de eventos neoplasicos (Douet et. al., 2017; Oh;
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Gertych; Tajbakhsh, 2013; Somsuan ez. al, 2019). A redugdo da compactacdo da cromatina afeta
sua mobilidade e conduz a uma perda da rigidez nuclear. Esses aspectos podem servir como
eventos oncogénicos secunddrios, facilitando futuras translocagdes cromossdmicas e
promovendo instabilidade genética (Sehgal; Chaturvedi, 2023).

Suplementarmente, Garske e colaboradores (2023) demonstraram que o ambiente
obesogénico pertuba o funcionamento adequado dos pré-adipdcitos através de alteracdes na
organizagao e acessibilidade da cromatina de forma que ha um impulsionamento na inflamagao
relacionada a obesidade. Essa inflamacao, por sua vez, afeta a estabilidade gendmica, modula

a expressao génica e ¢ um fator de risco para lesdes ao DNA.

2. JUSTIFICATIVA

O estudo da relacdo entre alteracdes nucleares e o cancer t€ém ganhado destaque na
literatura e se mostrado um campo promissor, todavia, a influéncia da obesidade nesses
processos, em especial no que tange o comportamento de gliomas, ainda carece de maiores
informacdes. Além disso, a incidéncia e a prevaléncia de obesidade na populacdo mundial
tornam evidente a relevincia das investigacdes acerca da influéncia dessa patologia no
desenvolvimento e/ou progressao das neoplasias malignas.

O presente estudo objetivou contribuir com o melhor entendimento de como substancias
presentes no sangue de pessoas com obesidade podem influenciar o comportamento celular de
glioblastoma in vitro. Com foco em alteragdes nucleares, a pesquisa pode fornecer insights
valiosos sobre os mecanismos celulares e moleculares que envolvem essa interacdo. Isso pode
levar a identificacdo de alvos terap€uticos especificos e contribuir com estratégias para a

prevengao, diagndstico e tratamento dessas patologias.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo analisar as alteracdes nucleares em cultura

celular de glioblastoma humano, U87MG, quando exposta ao soro de pessoas com obesidade.

3.2. Objetivos especificos

e (aracterizagdo do perfil dos voluntérios;
e Avaliacdo da instabilidade genética por meio de ensaio de micronucleo;

e Avaliacdo da organizagdo da cromatina.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Cultura Celular

Foi utilizada a linhagem celular de glioblastoma humano, U87-MG (Figura 2), doada
pela Prof* Dr* Elza T. Sakamoto Hojo, Departamento de Genética, FMRP-USP. Considerando
uma érea de 75 cm?, o meio de base para a linhagem consistiu em Meio Essencial Minimo de
Eagle (MEM ou DMEM), 1% de antibiotico e suplementacdo com 10% de soro fetal bovino.

As condicdes da cultura em atmosfera umidificada de 5% de CO; a 37°C.

Figura 2- Fotomicrografia da linhagem U87MG, escala de 200um. Fonte: O autor, 2024.

4.2. Soro dos voluntarios

O soro de pacientes obesos € nao obesos foram adquiridos por meio do Ambulatério de
Endocrinologia e Cirurgia Bariatrica do HC-UFU (Autoriza¢do CEP-UFU Anexo 9.1). Foram
utilizados o soro de 6 pacientes portadores de obesidade e de 6 pacientes ndo obesos. O grupo
dos voluntarios com obesidade foi representado pela sigla OB e o grupo de voluntarios sem
obesidade representou o grupo controle, indicado pela sigla NO.

Os critérios de inclusao para voluntarios com obesidade foram: portadores de obesidade
tipo I e I (IMC entre 30-39,9 kg/m?), pessoas que ndo realizavam mais de 150 minutos de
atividade fisica por semana, valor de referéncia adotado pela OMS para estabelecimento do
quadro de sedentarismo, individuo que nao tivesse historico de cancer na familia (parente de
primeiro grau) diagnosticado até o momento do recrutamento. Os critérios de exclusdo para tal
grupo foram: menores de 18 anos, diagnostico prévio de cancer, com episodios de infecgdes
recente , com doengas inflamatdrias cronicas, com doengas neurodegenerativas, com uso de
anti-inflamatorios, portadores de sindromes genéticas, com alteragdes cognitivas e individuos

pOs-bariatrica.
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Os critérios de inclusdo para o grupo sem obesidade foram: participantes sem obesidade
(IMC entre 18,5kg/m? e 24,9kg/m?) que ndo realizam mais de 150 minutos de atividade fisica
por semana, que ndo tenha histérico de cancer na familia (parente de primeiro grau) e que nao
possuam doencas cronicas metabolicas associadas (diabetes mellitus, hipertensdo arterial e
hipercolesterolemia). Os critérios de exclusdo para tal grupo foram: pessoas menores de 18
anos, diagnostico prévio de cancer, com episodios de infec¢des recente, com doengas
inflamatérias cronicas, com doencas neurodegenerativas, com uso de anti-inflamatorios,

portadores de sindromes genéticas e com alteragdes cognitivas.

4.3. Caracterizacio do perfil dos voluntarios

Para identificar informag¢des de saide e comorbidades associadas, qualidade de vida e
rotina de atividade fisica foram aplicados uma ficha de avaliagdo (anexo 9.2), o “'Questiondrio
de atividade fisica habitual de Baecke’’ (anexo 9.3) ¢ a “'Versdo brasileira do questionario de
qualidade de vida — SF — 36’ (anexo 9.4).

O Questionario de atividade fisica habitual de Baecke ¢ indicado para estudos
epidemioldgicos no Brasil e ¢ aplicado de forma rapida e eficaz. Esse questionario possibilita
que a atividade fisica seja investigada para além da atividade que inclui somente exercicios
fisicos, como caminhadas, academia, corridas, mas permite também que seja analisado as
atividades realizadas durante o momento de trabalho, de lazer, locomo¢ao. Dessa forma, cle
conta com 16 questdes, que abrangem trés dominios de atividade fisica: atividade fisica
ocupacional (AFO- Q1 a Q8), atividade fisica de lazer (AFL — Q9 a 12) e atividade fisica de
lazer e locomocao, excluindo exercicios fisicos (ALL — Q13 a Q16).

Para andlise do questionario Baecke, utiliza-se a escala de resposta psicométrica,
desenvolvida por Likert (1932), utilizada habitualmente em questionario e em pesquisas de
opinido para se obter o escore. Os escores para AFO, AFL, ALL e o escore total de atividade
fisica sdo obtidos conforme formulas e pardmetros especificados no Anexo 9.3.1 e a medida
que o nivel de atividade fisica aumenta, o escore ¢ aumentado (Florindo; Latorre, 2003).

O questionario SF-36 (Short-Form Health Survey) ¢ um instrumento de qualidade de
vida multidimensional que foi desenvolvido em 1992 por Ware e Sherbourne e validado no
Brasil por Ciconelli et al. (1999). Ele inclui questdes relacionadas a satde e quesitos
relacionados a capacidade de desempenhar atividades habituais, sendo dividido em oito
dominios: capacidade funcional, limitacdo aspectos fisicos, dor, vitalidade, aspectos sociais,
limitagdo aspectos emocionais, estado geral de satde e saude mental. Para a avaliagdo dos

resultados do SF-36 calcula-se um escore para cada dominio conforme as formulas e parametros
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estabelecidos no Anexo 9.4.1. Posteriormente, os escores sdo transformados em uma escala de
0 a 100, onde zero corresponde a um pior estado de satde e 100 a um melhor, sendo analisada

cada dimensdo em separado.

4.4. Avaliacao da instabilidade genética por ensaio de microntcleo

A genotoxicidade das linhagens tumorais frente a adi¢ao do soro de voluntarios com
obesidade e sem obesidade foi avaliada por ensaio de micronucleo in vitro de acordo com a
OCDE (2010); protocolo com pequenas modificagcdes (Araldi et al., 2015). Para a realiza¢ao
do ensaio, 2x10* células de glioblastoma, U-87MG, foram dispostas em placas de cultura de 96
pogos. Apds 4 horas mantidas em estufa a 37°C e 5% CO., para aderéncia inicial, foi adicionado
10% de soro dos voluntarios OB/NO. Foi utilizado um controle negativo que recebeu adi¢ao do
meio DMEM e grupos controle positivos, aos quais foram adicionados a droga com
comprovada atividade mutagénica Colchicina (0,01 pg/ml), responsavel por eventos
aneugénicos, e a droga Mitomicina C (2 pg/ml), associada a eventos clastogénicos.

As células foram incubadas com os tratamentos por 24 horas a 37°C ¢ 5% CO». Apds
24 horas com o tratamento, o sobrenadante dos pocos foi retirado e a citocalasina B (2,5 pug/ml)
foi adicionada e mantida por mais 24 horas a 37 °C e 5% COa. A citocalasina B atua se ligando
aos microfilamentos de actina de forma com que as células que passam por divisdo celular se
tornam binucleadas. Posteriormente, as células foram lavadas com PBS 1x e em seguida fixadas
com formol 10% diluido em PBS 1x. As células foram incubadas a 4 °C overnight. Para
remo¢ao do fixador foi usado PBS 1x e posteriormente foi adicionado o fluorocromo Hoechst
33342 (Sigma-Aldrich) na concentra¢do de 5 pM, com intuito de marcar o DNA da célula,
sendo incubada por 20 min a 37°C no escuro. As imagens foram capturadas com aumento de
20x no microscopio invertido de fluorescéncia Evos (Thermo Fisher Scientific®, Massachusets,
EUA). As andlises prosseguiram com a contagem de um valor minimo de 1000 células
binucleadas por poco e apenas os micronucleos presentes em células binucleadas foram

considerados.

4.5. Avaliacao da organizacio da cromatina

A organizacao da cromatina da linhagem de glioblastoma frente a adi¢ao do soro dos
grupos OB e NO foi avaliada por ensaio de marcagdo com 4',6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI) conforme Wavelet-Vermuse et al. (2022), protocolo com pequenas modificagdes
(SILVA, et al., 2023). Para tal, 2x10* células da linhagem U-87MG foram dispostas em placas
de cultura de 96 pocos. Apods 24 horas mantidas em estufa a 37°C e 5% COa, foi adicionado
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10% de soro dos voluntarios OB/NO. Foi utilizado um controle negativo que nao recebeu adi¢ao
do soro dos voluntérios. As células foram incubadas com os tratamentos por 24 horas a 37°C e
5% COz. Ap6s 24 horas com o tratamento, foram lavadas com PBS 1x e em seguida fixadas
com formol 10% diluido em PBS 1x. Apds 10 minutos em temperatura ambiente, o fixador foi
removido por meio de lavagem com PBS 3x5’ e posteriormente foi adicionado o fluorocromo
DAPI na concentracdo de 1pg/ml, diluido em 5ml de PBS (0,01M) e 5ml de glicerol.

As imagens foram capturadas por meio do filtro UV, com aumento de 20x, através do
microscopio Nikon Tsi (Nikon, Japao). A andlise da cromatina foi realizada por medida de
densidade integrada, através do software Imagel. Os parametros do microscépio e da camera
foram padronizados e aplicados para todos os grupos. As etapas a seguir foram realizadas para
a andlise da cromatina de pelo menos 150 nticleos por poco, totalizando 900 nicleos por grupo
estudado: 1) Image > Color > Split channels; 2) select the blue (DAPI) channel; 3) Process >
Subtract background (Rolling ball radius = 130 — diametro médio do nucleo em pixels); 4)
Image > Adjust > Threshold (Auto); 5) Analyze > Set measurements > Integrated density and
area; 6) Measure command (Silva, 2023). Sequencialmente, foi calculado a area de cada ntcleo

(4rea em um?), para observar possiveis diferencas entre os grupos.

4.6. Analise Estatistica

4.6.1. Questionarios

Para a andlise estatistica dos questiondrios, os valores dos dominios foram testados
para normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk, para dados paramétricos empregou-se o test t
student e para dados ndo paramétricos utilizou-se o teste Mann-Whitney. Os dados foram
expressos como média + erro padrdo. As diferencas de significancia foram determinadas usando

o programa GraphPad Prism 6.0 assumindo um intervalo de confianga de 95% (p <0,05).

4.6.2. Micronucleo e organiza¢io da cromatina

Os ensaios destes ensaios foram realizados em triplicata. Os resultados numéricos
foram analisados para normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e aplicado Anova one way com
pOs teste de Dunnett para os ensaios de micronucleo e pds teste de Tukey para as analises com
DAPI. Os dados foram expressos como média + erro padrdo. As diferengas de significdncia
foram determinadas usando o programa GraphPad Prism 6.0 assumindo um intervalo de

confianga de 95% (p <0,05).

5. RESULTADOS
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5.1. Caracterizacio do perfil dos voluntarios

Os voluntérios recrutados possuiam média geral de idade de 37 anos e ambos os grupos
(OB e NO) contaram com 3 homens e 3 mulheres cada. Por meio da Ficha de Avaliagdo foi
constatado que os voluntarios ndo apresentavam comorbidades associadas como hipercolesterol
e diabete mellitus, com excecdo de apenas um voluntario do grupo com obesidade que
apresentou historico de hipertensdo arterial. Além disso, com exce¢do de um individuo em cada
grupo, ndo foi constatado a pratica de atividades regulares na rotina dos participantes. Os
voluntarios que praticavam atividade regular ndo excediam, entretanto, 150 minutos de
atividade semanal, validando suas participa¢des nos estudos.

A Tabela 1 apresenta a comparacao de média e erro padrao entre os dominios do
questionario de Baecke e o escore total de atividade fisica. Nao houve diferenga estatistica
significativa entre os grupos para os dominios de AFO, AFL e ALL, evidenciando que os
voluntarios apresentavam, no geral, niveis de atividade semelhantes. Em relagdo ao escore total
do questionario, o grupo NO obteve média de escore de 6,83 enquanto o grupo OB obteve

escore de 6,12, ndo tendo também diferenca significativa entre os grupos para esse parametro.

Tabela 1- Analise dos escores do questiondrio de Baecke

NO OB
Baecke média + erro padrao média + erro padrao p-value
Escore AFO 2,70 (0,22) 2,91 (0,26) 0,63
Escore AFL 1,95 (0,11) 1,50 (0,24) 0,19
Escore ALL 2,16 (0,24) 1,75 (0,28) 0,29
Escore Total 6,83 (0,43) 6,12 (0,60) 0,36

Teste t student foi aplicado para ALL e Escore Total, demais seguiram com teste de Mann-
Whitney. Legenda: Atividade Fisica Ocupacional (AFO), Atividade Fisica no Lazer (AFL),
Atividade Fisica Lazer e Locomog¢ao (ALL).

Apresenta-se na Tabela 2 os dados em relacao ao questionario de qualidade de vida SF-
36, em que ndo foi encontrado diferenca estatistica significativa entre os grupos para os oito
dominios estudados. Observa-se, todavia, que apenas o grupo dos voluntarios sem obesidade
chegou a obter escores maiores do que 90 dentre os dominios (quanto mais préximo de 100,
maior ¢ qualidade de vida), mas também foram o grupo que apresentaram os menores escores,

50,83 e 57,83, para os dominios de vitalidade e dor, respectivamente.
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NO

OB

Dominio SF-36 média + erro padrao média + erro padrao p-value
Capacidade Funcional 96,67 (3,33) 85 (7,63) 0,19
Limitaciao Aspectos Fisicos 95,83 (4,16) 70,83 (18,73) 0,45
Dor 57,83 (9,83) 72,17 (8,51) 0,29
Estado Geral da Saude 60,83 (9,98) 68,83 (5,69) 0,90
Vitalidade 50,83 (9,61) 61,67 (9,18) 0,52
Aspectos Sociais 83,33 (16,6) 87,50 (12,5) >0,99

Limitacio Aspectos
66,67 (21,0) 66,67 (21,0) >0,99
Emocionais

Satide Mental 68 (11,07) 74 (7,43) 0,77

Teste t student foi aplicado para o dominio Dor e os demais seguiram com aplicacdo do teste

de Mann-Whitney.

5.2. Avaliacdo da instabilidade genética por ensaio de micronucleo

A Figura 3A apresenta fotomicrografias das células binucleadas com destaque para

aquelas contendo micronucleos, as quais foram consideradas para as andlises de frequéncia.

Na Figura 3B tém-se as frequéncias de micronucleos encontrados em células

binucleadas em que observou-se uma maior frequéncia no grupo OB quando comparado ao

grupo controle negativo tratado com DMEM (p<0,0001). Foi encontrado também maior

frequéncia de microntcleos nas células tratadas com o soro do grupo OB em relagao as células

tratadas com o soro do grupo NO (Figura 3C).

Além disso, verificou-se a presenca significativa de micronticleos nos grupos controle

positivos tratados com colchicina e mitomicina C (p<0,0001 e p=0,0037, respectivamente),

todavia, ndo foi encontrado frequéncia significativa de micronucleos no grupo NO quando

comparado ao controle negativo (p=0,4790).
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Figura 3 — Ensaio Microniicleo - Células apos o ensaio de micronucleo fotografadas através do microscopio de
fluorescéncia Evos, aumento de 20x, destacando células binucleadas contendo microntcleos (A). Andlise de
frequéncia de microntcleos (B) com os diferentes tratamentos sendo comparados ao controle DMEM por analise
de ANOVA one way com poés teste de Dunnett. (C) Analise de frequéncia comparando o grupo NO e OB.
*EXEDP<0,0001; **p<0,01; ns-ndo significativo. Escala de 200um.

5.3. Avalia¢do da organiza¢io da cromatina

A Figura 4 apresentam a analise dos ntcleos corados com DAPI para investigagao da
organiza¢do da cromatina e 4rea nuclear. A densidade integrada foi medida em 900 nucleos por
grupo, NO e OB, e representa a quantidade de heterocromatina. Assim, quanto menor a
densidade integrada, menor o valor da heterocromatina e consequentemente, maior € o valor da

eucromatina no nucleo.
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Os resultados mostraram que as células da linhagem U87-MG, tratadas com o soro dos
individuos com obesidade apresentaram menor densidade integrada quando comparadas ao
grupo controle DMEM (p = 0,0293 ) (Figura 4A) e ao grupo NO (p = 0,0395) (Figura 4B),
indicando assim maiores niveis de eucromatina nos nucleos desse grupo.

Além disso, foi realizada a anélise da area nuclear (Figura 4C) em que observou-se
maiores 4reas nas células tratadas com o soro do grupo OB, com uma area média de 150um?,
quando comparado ao grupo NO, que apresentou 4rea média de 143um?. A 4rea nuclear das
células tratadas com o controle DMEM, 4rea média de 145um?, ndo apresentou significancia
estatistica quando comparada ao grupo OB. Em ambas analises as células tratadas com o soro

do grupo NO nio diferiram significantemente das células do controle DMEM.
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Figura 4 — Ensaio com DAPI: Densidade integrada e area nuclear obtida por meio da analise ANOVA one way
com pos teste de Tukey. Células tratadas com soro dos voluntarios com obesidade (grupo OB) apresentaram menor
densidade integrada (A) quando comparada ao controle negativo DMEM e ao grupo sem obesidade (NO) (B)
(p=0,0293 e p=0,0395, respectivamente). O grupo OB apresentou maior area nuclear (B) em relagdo ao grupo NO
(p=0,0389) e nao houve diferencas significativas entre as células tratadas com DMEM e o grupo OB (p=0,3965).
*p<0,05; ns-ndo significativo.
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6. DISCUSSAO

Individuos com obesidade apresentam taxas elevadas de comportamento sedentario e
inatividade fisica (Silveira et al., 2022). Por outro lado, estudos na literatura mostram que a
atividade fisica pode agir como efeito modificador da gordura corporal e, consequentemente,
contribuir com a diminui¢do de varios tipos de canceres (Dieli-Conwright et al., 2016;
Friedenreich, Ryder-Burbidge, McNeil, 2021; Neil-Sztramko et al., 2017). Nesse contexto,
como tentativa de eliminar possiveis interferéncias ocasionadas pela pratica de atividade fisica
buscou-se a presenca de comportamento sedentario nos grupos OB e NO. Além disso, o uso do
questionario de Baecke permitiu uma avaliagdo ampla dos diferentes tipos de atividades fisicas
praticadas, proporcionando assim um melhor entendimento do perfil dos voluntérios recrutados.

Os resultados obtidos mostraram que ambos os grupos mantinham hébitos de atividade
fisica semelhantes e os valores obtidos no escore total de atividade fisica ndo diferiram
estatisticamente entre si, tendo sido alcangado 6,83 para o grupo NO e 6,12 para o grupo OB.
Esses valores atestam a baixa taxa de atividade fisica praticada pelos voluntarios, considerando
diferentes dominios e, se contrastam significantemente com os valores encontrados por Renz e
Macedo (2020), em que individuos com sobrepeso ¢ obesidade apresentaram escore total de
atividade fisica de 14,3 apos intervengdes com atividade fisica didrias.

O questionario de qualidade de vida SF-36 tém sido uma ferramenta amplamente utilizada
para medir a qualidade de vida em individuos com obesidade. No presente estudo ndo foi
identificado diferencas estatisticamente significativas entre os grupos para as pontuacdes dos
dominios do SF-36. Em contrapartida, em estudos de maiores coorte, como de Livingston e Ko
(2002) e Battisti et al. (2017) foi encontrado que a qualidade de vida declina conforme ha
aumento do IMC. De forma similar, Morais (2004), em um grupo de 45 mulheres, verificou
que mulheres com obesidade apresentavam maiores limitagdes na qualidade de vida quando
comparadas as mulheres sem obesidade. E, ¢ valido ressaltar que grande parte dos voluntarios
com obesidade destes estudos apresentavam comorbidades como hipertensao arterial, Diabetes
mellitus e complicagdes cardiovasculares que afetaram diretamente a qualidade de vida.

Desse modo, os resultados encontrados podem ter sido influenciados pelo pequeno
nimero amostral utilizado e pela auséncia quase total de comorbidades associadas a obesidade
apresentadas pelos voluntarios recrutados. Ademais, o quadro de sedentarismo apresentado por
ambos os grupos, pode ter influenciado os resultados obtidos, visto que o dominio de vitalidade
foi o que obteve as menores pontuagdes, 50,83 para o grupo NO e 61,67 para o grupo OB.

Em relacdo aos experimentos com a linhagem celular, as células de glioblastoma tratadas
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com o soro do grupo com obesidade apresentaram frequéncia de micronucleos
significantemente elevada em relagdo aos grupos controles utilizados. Esses resultados estdao
em conformidade com o que ¢ relatado na literatura. Scarpato et al. (2011), por exemplo,
detectaram um aumento significativo na frequéncia de microntcleos em linfocitos periféricos
de criangas com obesidade/sobrepeso em relagdo as criangas sem obesidade, evidenciando
assim um comprometimento da integridade e estabilidade celular.

Ainda, estudos como o de Donmez-Altuntas et al. (2014) e Santovito e Gendusa (2020),
destacaram que a frequéncia de microntcleos esta positivamente correlacionada com o aumento
do IMC. E, de forma complementar, Bankoglu et al. (2018) demonstraram que a perda de peso
induzida pela cirurgia bariatrica resultou em uma reducdo significativa na frequéncia de
micronucleos, fortalecendo as evidéncias da influéncia da obesidade na indugdo de efeitos
genotdxicos.

Zhang e colaborares (2015) evidenciaram, através de seus estudos, que os micronucleos
induzem a ocorréncia da cromotripsia. A cromotripsia oferece um mecanismo para o rapido
acimulo de centenas de rearranjos gendmicos em algumas divisdes celulares. Esse evento
cataclismico pode estar envolvido na patogénese de tumores agressivos de crescimento
acelerado, como o glioblastoma com mutacdo no Gene Isocitrato Desidrogenase (IDH)
caracterizado por numerosas aberragcdes cromossomicas € altos niveis de instabilidade genética
(Ah-Pine, 2021; Cortés-Ciriano ef al., 2020; Lewis, Golsreyn, 2016).

Estudos recentes envolvendo 2658 tumores de 38 tipos de cancer, identificaram
presenca de cromotripsia em 29% dos tumores, com 100% dos liposarcomas analisados, 85%
de osteosarcomas e 84% de glioblastomas possuindo ao menos um evento de cromotripsia em
seus genomas (Cortés-Ciriano et al., 2020). Complementarmente, Ah-Pine e colaboradores
(2021) analisando cromotripsia em glioblastomas identificou 30 fusdes genéticas com
potenciais atividades oncogénicas que contribuiam para o desenvolvimento, progressdo e
agressividade do tumor.

A pertubagdo do genoma ocasionada por eventos que promovem a instabilidade genética
confere aos tumores capacidades evolutivas melhoradas devido ao aumento da heterogeneidade
intratumoral e facilita a resisténcia adaptativa as terapias (Tijhuis, Johnson, McClelland, 2019).
Somando-se a esses resultados, a andlise da organiza¢cdo da cromatina mostrou que as células
tratadas com o soro do grupo OB apresentaram maiores niveis de eucromatina e maior area
nuclear. Foi relatado anteriormente que células cancerigenas com nucleos aumentados e
cromatina difusa demonstravam ter maior resisténcia a terapias anticancerigenas (Braadland,

Urbanucci, 2019; Wavelet-Vermuse, 2022).
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Além disso, Zhu e colaboradores (2011) demonstraram que a redug¢do da
heterocromatina em cancer de mama e ovario levavam a deficiéncia do BRCA1, um importante
supressor de tumor para esses tipos de canceres. Suplementarmente, sabe-se que a perda da
heterocromatina nas células cancerosas, em particular na cromatina pericentromérica e
telomérica, provoca um aumento na instabilidade genética que, por sua vez, estd envolvida na
alteracdo da expressdo gé€nica, sustentacdo e desenvolvimento tumoral (Gurrion et al., 2017;
Millanes-Romero et al., 2013; Zhu et al., 2011).

E valido ressaltar que a Temozolomida e Carmustina, drogas usualmente utilizadas no
tratamento de gliomas, incluem como mecanismos de acdo alteracdo na organizagdo nuclear e
inducdo do aumento da heterocromatina (Papait et al., 2009). Ademais, os resultados da analise
da area nuclear convergem com os dados encontrados na literatura, em que tipicamente células
cancerigenas sdo caracterizadas por morfologia e tamanho anormal do ntcleo celular (Sehgal,
Chaturvedi, 2023). Fischer et al. (1998) e Debes et al. (2005) observaram em suas pesquisas
que o aumento da expressdo de varios oncogenes envolvidos, por exemplo, na proliferacao

tumoral e evasiao imune, levavam a alteracao do volume nuclear.

7. CONCLUSAO

O presente trabalho analisou a influéncia da obesidade sob alteragdes nucleares na
linhagem U-87MG de glioblastoma humano. Por meio dos ensaios de efeito genotdxico e
avaliacdo da organizagdo da cromatina foi encontrado um aumento expressivo na frequéncia de
micronucleos, redu¢do da heterocromatina e aumento da area nuclear nas células de
glioblastoma, que receberam o tratamento com soro de individuos obesos. Esses resultados
podem influenciar uma cascata de eventos propicia para a progressao do glioblastoma. Assim,
a obesidade se coloca ndo somente como um fator de risco para a instabilidade genética, mas
contribui também com alteragdes na organizagdo da cromatina que impactam a expressao

génica das células.
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9. ANEXOS
9.1. Aprovagio do CEP/UFU

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Uso do soro de obesos no estudo in vitro do desenvolvimento e progressdo de
canceres cerebrais

Pesquisador: Renata Graciele Zanon

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAF: 45449821 2. 0000.5152

Instituigio Proponente: Instituto de Ciéncias Biomédicas

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 4.944 853

Apresentagio do Projeto:

“Para o estudo, serac recrutados de 43 pacientes portadores de cbesidade grau | e 30 pacientes nac
obesos nao cbesos, considerando estudo de BRATTI, 2017. O grupo dos portadores de obesidade sera
representada pela sigla OB e o grupo de pacientes nao obesos representara o grupo controle, indicado pela
sigla CT. Sera realizado a coleta do plasma sanguineo do grupo OB assim como do CT. A coleta sera
realizada atraves do Ambulatorio de Endocring e Cirurgia Bariatrica do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal de Uberlandia (HC-LUFU) e outros setores relacionados, cujo o responsavel e o Prof. Dr. Ricardo
Rodrigues. Essa coleta sera realizada pelo profissional que comuments realiza a puncao venosa de sangue
na devida unidade e posteriormente este sera repassado para o Laboratonio de Morfologia e Cultura Celular
(LAMOC) da Universidade Federal de Uberandia (UFU), cuja a responsavel & a Profa Dra Renata Graciele
Zanon. Antes do procediments, todos os participantes serao questicnados a fim de preencher uma ficha de
avaliacao, onde sera averiguado e 0s Mesmos 22 encaixarao nos criterics de inclusao e alem digso, antes
que o procedimento seja realizado, o Termo de Consentimento Livre e Esclarecide (TCLE) sera
apreszentado, explicado e devidamente assinado pelo participante. De cada paciente recrutado, sera
coletado 30ml de sangue acondicionados assepticamente em dois tubos de ensaio estereis de 15 ml. Uma
vez que o material tenha sido coletado, as amostras serao levadas ao Laboratorio de Morfologia & Cultura
Celular {LAMOC), onde ocorrera a separacac do plasma e soro; o8 experimentos serao realizados,
utilizando linhagens de celulas tumorais com meio de cultura
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9.2.Ficha de Avaliacio

| INFORMACOES PESSOAIS

Idade:

Sexo:

Peso:

Altura:

IMC:

| INFORMACOES DE SAUDE |

SIM NAO

Ultimo exame sanguineo de rotina sem alteraces Qual (ais) alteragdes? Qual ano da realizagdo?

Realiza atividade fisica regularmente Qual (ais)? Por quanto tempo?

Realiza tratamento natural (chas, homeopético e afins) Qual (ais)? Quando?

Historico familiar de cancer Qual parentesco? Qual tipo de cancer?

Portador de sindromes genéticas Qual (ais)?

Tabagista Por quanto tempo? Quantidade de cigarro?

Diagnostico prévio de cancer

Doengas neurodegenerativas

Doenga inflamatoria cronica

Infec¢do nos ultimos 3 meses

Alteragdes de coagulopatia

Uso de anti-inflamatorios

Cirurgia bariatrica

Alteracdes cognitivas

| COMORBIDADES ASSOCIADAS

SIM | NAO MEDICACOES

Diabetes Mellitus (DM)

Hipertensdo Arterial (HAS)

Hipercolesterolemia

OUTRAS INFORMACOES RELEVANTES
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9.3.Questionario de atividade fisica habitual de Baecke

1. Qual a sua ocupacio principal?

2. No trabalho, eu fico sentado:
( )Nunca ( )Raramente ( )Asvezes ( )Frequentemente ( ) Sempre

3. No trabalho, eu fico em pé:
( )Nunca ( )Raramente ( )Asvezes ( )Frequentemente ( ) Sempre

4. No trabalho, eu ando:
( )Nunca ( )Raramente ( )Asvezes ( )Frequentemente ( ) Sempre

5. No trabalho, eu levanto objetos pesados:
( )Nunca ( )Raramente ( )Asvezes ( )Frequentemente ( ) Sempre

6. No trabalho, eu me sinto cansado:
( )Nunca ( )Raramente ( )Asvezes ( )Frequentemente ( ) Sempre

7. No trabalho, eu suo: .
( )Nunca ( )Raramente ( )Asvezes ( )Frequentemente ( ) Sempre

8. Em comparacio com o trabalho de outras pessoas da minha idade, o meu trabalho ¢ fisicamente:
() Muito mais pesado ( ) Mais pesado ( ) Igualmente pesado ( ) Mais leve ( ) Muito mais leve

9. Voceé pratica exercicio fisico? () Sim ( ) Nao
Qual exercicio vocé pratica mais frequentemente? Quantas horas por semana vocé?

10. Em comparacio com outras pessoas da minha idade, minha atividade fisica durante os momentos de lazer é:
() Muito maior ( )Maior ( )Igual ( )Menor ( )Muito menor

11. Durante os momentos de lazer, eu suo:
() Muito frequente ( ) Frequente ( ) Asvezes ( )Raramente ( )Nunca

12. Durante os momentos de lazer, eu pratico exercicios fisicos:
( )Nunca ( )Raramente ( )Asvezes ( )Frequentemente ( ) Sempre

13. Durante os momentos de lazer, eu assisto a televisao:
( )Nunca ( )Raramente ( )Asvezes ( )Frequentemente ( ) Sempre

14. Durante os momentos de lazer, eu ando:
( )Nunca ( )Raramente ( )Asvezes ( )Frequentemente ( ) Sempre

15. Durante os momentos de lazer, eu ando de bicicleta:
( )Nunca ( )Raramente ( )Asvezes ( )Frequentemente ( ) Sempre

16. Quantos minutos vocé caminha/anda de bicicleta por dia para ir e voltar do trabalho, escola ou shopping?




9.3.1. Calculo dos escores do questionario Baecke

Formulas para calculo dos escores do questionario Baecke de AFH
ATIVIDADES FISICAS OCUPACIONAIS (AFQ)

quesidol + questio2 + questiiod + questdod + questdos + questiod + questioT + questiol
8

Escore de AFQ =

Calculo da primeira questao referente ao tipo de ocupacio:
+ Intensidade (bpo de ocupagio)=1 para profissGes com gasto energético leve ou 3 para profissbes com gasio
energético moderado ou 5 para profissdes com gasto energético vigoroso (determinado pela resposta do tipo de
ocupacido: o gasto energético da profissdo deve ser conferido no compéndio de atividades fisicas de

Ainmnrlhi
EXERCICIOS FISICOS NO LAZER (EFL)

Calculo da questdo 9 referents a pratica de esporles/exercicios fisicos:

+ |ntensidade (tipo de modalidade)=0,76 para modalidades com gasto energético leve ou 1,26 para modalidades
com gasio energético moderado ou 1,76 para modalidades com gasto energético vigoroso (determinado pela
resposta do tipo de modalidade: o gasto energético da modalidade deve ser conferido no compéndio de
atividades fisicas de Ainsworth)

« Tempo (horas por semana)=0,5 para menos de uma hora por semana ou 1,5 enire maior que uma hora & menor
que duas horas por semana ou 2,5 para maior que duas horas @ menor que trés horas por semana ou 3,5 para
maior que rés e até quatro horas por semana ou 4,5 para maior que guatro horas por semana (determinado
pela resposta das horas por semana de pratica)

+ Proporgio (meses por ano)=0,04 para menor que um més ou 0,17 entre um a trés meses ou 0,42 entre guatro a
seis meses ou 0,67 entre sete a nove meses ou 0,92 para malor que nove meses (determinado pela resposta
dos meses por ano de pratica)

+ Parao calculo desta questdo, os valores devem ser multiplicados e somados:
[Modalidade 1={Intensidade" Tempo*Proporcio)+Modalidade 2=(Intensidade* Tempa*Proporgio))

+ Apds o resultado deste cdlculo, para o valor final da questdo 9, devera ser estipulado um escorede 0a5
de acordo com os critérios especificados abaixo:

[0 {sem exercicio fisicol=1/ entre 0,01 até <4=2/ enire 4 alé <B=3/ enire 8 até <12=4/>12,00=5]

Os escores das questdes dois a quatro serdo oblidos de acordo com as respostas das escalas de Likert
0 escore final de EFL devera ser oblido de acordo com a farmula especificada abaixo:

questiod + questioll + questiol 1 + questdol2
4

ATIVIDADES FISICAS DE LAZER E LOCOMOGAO (ALL)

05 escores das questies cinco a oito serdo oblidos de acordo com as respostas das escalas de Likert
0 escore final da ALL deverd ser obtido de acordo com a formula especificada abaixo:

Escorede EFL =

{6 - questdonll) + questiold + questio15 + questiol16
4

| Escore total de atividade fisica (ET)= AFO+EFL+ALL |

Escore de ALL =

38



9.4. Versao brasileira do questionario de qualidade de vida — SF — 36

1. Em geral vocé diria que sua satide é:

Excelente Muito Boa Boa Ruim Muito Ruim
2.  Comparada ha um anos atras, como voceé se classificaria sua idade em geral, agora?
Muito Melhor Um Pouco Melhor Quase a Mesma Um Pouco Pior Muito Pior
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3. Os seguintes itens sdo sobre atividades que vocé poderia fazer atualmente durante um dia comum. Devido a sua saude, vocé
teria dificuldade para fazer essas atividades? Neste caso, quando?

Atividades

Sim, dificulta
muito

Sim, dificulta um
pouco

Nao, ndo dificulta de
modo algum

a) Atividades rigorosas, que exigem muito esforgo, tais como correr, levantar
objetos pesados, participar em esportes arduos

2

3

b) Atividades moderadas, tais como mover uma mesa, passar aspirador de po,

\S)

jogar bola, varrer a casa

c) Levantar ou carregar mantimentos

d) Subir varios lances de escada

¢) Subir um lance de escada

f) Curvar-se, ajoelhar-se ou dobrar-se

g) Andar mais de 1 quilometro

h) Andar varios quarteirdes

i) Andar um quarteirdo

j) Tomar banho ou vestir-se

et [ [ | [ | | [ =
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4. Durante as tultimas 4 semanas, vocé teve algum dos seguintes problemas com seu trabalho ou com alguma atividade regular, por

consequéncia de sua saude fisica?

Sim Nao
a) Vocé diminuiu a quantidade de tempo que se dedicava ao seu trabalho ou a outras atividades? 1 2
b) Realizou menos tarefas do que vocé gostaria? 1 2
¢) Esteve limitado no seu tipo de trabalho ou a outras atividades? 1 2
d) Teve dificuldade de fazer seu trabalho ou outras atividades (p. ex. necessitou de um esforgo extra) 1 2

5. Durante as ultimas 4 semanas, vocé teve algum dos seguintes problemas com seu trabalho ou outra atividade regular didria, por
consequéncia de algum problema emocional (como se sentir deprimido ou ansioso)?

Sim Nao
a) Vocé diminuiu a quantidade de tempo que se dedicava ao seu trabalho ou a outras atividades? 1 2
b) Realizou menos tarefas do que vocé gostaria? 1 2
¢) Nio realizou ou fez qualquer sas atividades com tanto cuidado como geralemnte faz? 1 2

6. Durante as ultimas 4 semanas, de que maneira sua satde fisica ou problemas emocionais interferiram nas suas atividades sociais
normais, em relagdo a familia, amigos ou em grupo?

De forma nenhuma Ligeiramente Moderadamente Bastante Extremamente
1 2 3 4 5
7.  Quanta dor no corpo vocé teve durante as tltimas 4 semanas?
Nenhuma Muito leve Leve Moderada Grave
1 2 3 4 5

8. Durante as tltimas 4 semanas, quanto a dor interferiu com seu trabalho normal (incluindo o trabalho dentro de casa)?

De maneira alguma Um pouco

Moderadamente

Bastante

Extremamente

1 2

3

4

5
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9. Estas questdes siio sobre como vocé se sente e como tudo tem acontecido com vocé durante as iltimas 4 semanas. Para cada
questio, por favor dé uma resposta que mais se aproxime de maneira como vocé se sente, em relacdo as ultimas 4 semanas.

Todo A maior parte Uma boa Alguma parte do Uma pequena Nunca
Atividades Tempo do tempo parte do tempo parte do tempo
tempo
a) Quanto tempo vocé tem se sentindo cheio 1 2 3 4 5 6
de vigor, de vontade, de forga?
b) Quanto tempo vocé tem se sentido uma 1 2 3 4 5 6
pessoa muito nervosa?
¢) Quanto tempo vocé tem se sentido tdo 1 2 3 4 5 6
deprimido que nada pode anima-lo?
d) Quanto tempo vocé tem se 1 2 3 4 5 6
sentido calmo ou tranquilo?
¢) Quanto tempo vocé tem se sentido 1 2 3 4 5 6
com muita energia?
f) Quanto tempo vocé tem se 1 2 3 4 5 6
sentido desanimado ou abatido?
g) Quanto tempo vocé tem se sentido 1 2 3 4 5 6
esgotado?
h) Quanto tempo vocé tem se sentido uma 1 2 3 4 5 6
pessoa feliz?
i) Quanto tempo vocé tem se sentido 1 2 3 4 5 6
cansado?

10. Durante as ultimas 4 semanas, quanto do seu tempo, a sua satide fisica ou problemas emocionais interferiram com as suas
atividades sociais (como visitar amigos, parentes, etc)?

Todo Tempo A maior parte do Alguma parte do Uma pequena parte | Nenhuma parte do
tempo tempo do tempo tempo
1 2 3 4 5
11. O quanto verdadeiro ou falso é cada uma das afirmacées para vocé?
Definitivamente A maioria das vezes Ndo sei A maioria das Definitivamente
verdadeiro verdadeiro vezes falso falso
a) Eu costumo obedecer um pouco mais 1 2 3 4 5
facilmente que as outras pessoas
b) Eu sou tdo saudavel quanto qualquer 1 2 3 4 5
pessoa que eu conhego
¢) Eu acho que a minha saude vai piorar 1 2 3 4 5
d) Minha saude é excelente 1 2 3 4 5




9.4.1. Calculo dos escores do Questionario de Qualidade de Vida SF-36

Fase 1: Ponderagio dos dados:

Questiio Pontuacio
01 Se a resposta for Pontuacio
1 50
2 44
3 14
4 2.0
5 1.0
02 Manter o mesmo valor
03 Soma de tedos os valores
04 Soma de toedos os valores
05 Soma de todos os valores
0 Se a resposta for Pontuagio
| 5
2 4
3 3
4 2
3 1
07 Se a resposta for Ponmacio
1 .00
2 54
3 42
4 3.1
5 20
1] 1.0
0= A resposta da gquestio 8 depende da nota da questio 7
BeT=1 o valor da questio & (6)
SeT=24 |, o valor da questio & (5)

Se7=2ab6esel
Se7=2abesed
Se7=2abescl
Se7=2abesel

. 0 valor da questiio ¢ (4)
. 0 valor da questiio ¢ (3)
L o valor da questio é (2)
. 0 valor da questlio é (1)

Lad o Lad fod

Se a questio 7 niio for respondida, o escorre da questiio ¥ passa a ser o seguinte:
Se a resposta for (1), 2 pontuagiio serd (6)
Se a resposta for (2), a pontuacdo serd (4.75)
Se a resposta for (3), a pontuagio serd (3.5)
Se a resposta for (4), a pontuagdo serd (2,25)
Se a resposta for (3), a pontuagdo serd (1.0)

] Mesta questlio, a pontuagdo para os itens a, d, e h, deverd seguir a seguinte orientacdo:
Se a resposta for 1, o valor serd (&)
Se a resposta for 2, o valor serd (5)
Se a resposta for 3, o valor serh (4)
Se a resposta for 4, o valor serd (3)
Se a resposta for 5, o valor ser (2)
Se a resposta for 6, o valor serd (1)
Para os demais itens (b, c.fg i), o valor serd mantido o mesmo

10 Considerar o mesmo valor.

11 Mesta questio os itens deverdio ser somados, porém os 1ens b e d deverdo segwir a
seguinte ponfuagio:

Se a resposta for 1, o valor serd (5)

Se a resposta for 2, o valor serd (4)

Se a resposta for 3, o valor serd (3)

Se a resposta for 4, o valor serh (2)

Se a resposta for 5. o valor serd (1)

Fase 2: Cilculo do Raw Scale

Mesta fase voed ird transformar o valor das questdes anteriores em notas de 8 dominios que variam
de 0 (zero) a 100 (cem), onde 0 = pior e 100 = melhor para cada dominio. E chamado de Raw Seale
porgue o valor final nfio apresenta nenhuma unidade de medida.

Dominio:
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Capacidade funcional
Limitacho por aspectos fisicos
Dor

Estado geral de saide
Vitahdade

Aspectos socials

Aspectos emocionais

Sahde mental

Para isso vocd deverd aplicar a seguinte formula para o cdleulo de cada dominio:

Dominio:
Valor obtido nas questdes correspondentes — Limite inferior x 100
Vanacho (Score Range)

Na férmula, os valores de limite inferior ¢ variagio (Score Range) sdo fixos e estio estipulados na
tabela abaixo:

Dominio:
Walor obtido nas questdes correspondentes — Limite inferior x 100
Vanagio (Score Range)

Na formula, os valores de limite inferior e variagio (Score Range) sdo fixos e estdo estipulados na
tabela abaixo:

Dominio Fontuacio das guesties Limite Variacio
correspondidas inferior
Capacidade funcional 03 10 20
Limimcﬁq:'r por aspectos o4 4 4
fis1c0s
Dor 07 + D38 2 10
Estado geral de salde 01 +11 5 20
Vitalidade (9 (somente 08 itens a + e + g+ 1) - 20
Aspectos sociais 06+ 10 2 B
Lirmitagdo por -II:::-‘FF['CT'L'I'E 05 3 3
emocionais

Sadide mental 09 (somente os itens b+ ¢ +d + £+ h) 5 25




