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RESUMO

A obesidade ¢ uma condi¢do multifatorial associada a alteragcdes metabolicas sist€émicas
e reconhecida como fator de risco para o desenvolvimento de diferentes tipos de cancer.
Considerando a heterogeneidade metabodlica da obesidade e a distingdo proposta entre
obesidade metabolicamente saudavel e obesidade associada a comorbidades, o presente
estudo teve como objetivo avaliar e comparar os perfis metabolomico e lipidomico no
soro de individuos sem obesidade, com obesidade ¢ com obesidade associada a
comorbidades (hipertensdo arterial, diabetes mellitus, hipercolesterolemia, investigando
se as alteracOes observadas se relacionam a vias metabolicas e moléculas associadas a
carcinogénese. A populacao estudada foi caracterizada quanto a variaveis demograficas e
antropométricas, incluindo idade, sexo e indice de massa corporal (IMC). As andlises
metaboldmica e lipidomica foram realizadas por espectrometria de massas, com aplicagao
de abordagens multivariadas (PCA e PLS-DA) e univariadas para identificacdo de
metabolitos e lipideos diferencialmente expressos entre os grupos. Adicionalmente, foram
investigadas associa¢des entre a abundancia dessas moléculas e o IMC, bem como o
impacto do sexo biologico e dos diferentes graus de obesidade (I e II) sobre os perfis
analisados. Os resultados demonstraram que individuos com obesidade apresentam
alteragdes consistentes em metabolitos e lipideos relacionados principalmente a
inflamacdo, estresse oxidativo e remodelagdo lipidica, incluindo compostos
positivamente correlacionados com o IMC. Nao foi identificado um perfil metabolomico
ou lipidomico exclusivo da obesidade associada a comorbidades, sugerindo que as
alteragdes refletem um padrao metabolico compartilhado ao longo da progressdo da
obesidade. Em conjunto, os achados reforcam a relevancia do metabolismo lipidico e
oxidativo no eixo obesidade—cancer e contribuem para a compreensdo dos mecanismos

metabolicos associados ao risco tumoral em individuos com obesidade.

Palavras-chave: Carcinogénese; Indice de massa corporal; Estresse oxidativo;

Inflamagdo; Metabolismo energético.



ABSTRACT

Obesity is a multifactorial condition associated with systemic metabolic alterations and
is recognized as a risk factor for the development of different types of cancer. Considering
the metabolic heterogeneity of obesity and the proposed distinction between
metabolically healthy obesity and obesity associated with comorbidities, the present study
aimed to evaluate and compare the metabolomic and lipidomic profiles in the serum of
individuals without obesity, with obesity, and with obesity associated with comorbidities,
investigating whether the observed alterations are related to metabolic pathways and
molecules associated with carcinogenesis. The study population was characterized
according to demographic and anthropometric variables, including age, sex, and body
mass index (BMI). Metabolomic and lipidomic analyses were performed by mass
spectrometry, using multivariate (PCA and PLS-DA) and univariate approaches to
identify metabolites and lipids differentially expressed among the groups. Additionally,
associations between the abundance of these molecules and BMI were investigated, as
well as the impact of biological sex and different degrees of obesity on the analyzed
profiles. The results demonstrated that individuals with obesity exhibit consistent
alterations in metabolites and lipids mainly related to inflammation, oxidative stress, and
lipid remodeling, including compounds positively correlated with BMI. No exclusive
metabolomic or lipidomic profile was identified for obesity associated with
comorbidities, suggesting that the observed alterations reflect a shared metabolic pattern
throughout the progression of obesity. Taken together, these findings reinforce the
relevance of lipid and oxidative metabolism in the obesity—cancer axis and contribute to
a better understanding of the metabolic mechanisms associated with tumor risk in obese

individuals.

Keywords: Carcinogenesis; Body mass index; Oxidative stress; Inflammation; Energy

metabolism
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a obesidade tem se consolidado como um dos mais relevantes
problemas de saude publica global, acompanhada por um aumento continuo de sua
prevaléncia (Lin & Li, 2021). Além de seu impacto direto sobre a saude cardiovascular e
sobre alteracdes metabolicas, incluindo diabetes mellitus tipo 2, dislipidemia e resisténcia
a insulina. A obesidade ¢ atualmente reconhecida como um importante fator de risco
modificavel para o desenvolvimento e progressao de diversos tipos de cancer,
consolidando-se como um dos principais desafios a serem enfrentados socialmente
(Lauby-Secretan et al., 2016; Iyengar et al., 2016).

Evidéncias epidemiologicas indicam que o excesso de adiposidade esta associado ao
aumento da incidéncia e da mortalidade por neoplasias malignas, incluindo canceres do
trato gastrointestinal, mama, endométrio, figado e rim, entre outros (Lauby-Secretan et
al., 2016). Contudo, a relagdo entre obesidade e cancer apresenta consideravel
variabilidade. O risco de desenvolvimento tumoral difere entre individuos com IMC
elevado, indicando que a obesidade ndo configura um estado metabdlico uniforme, mas
sim um espectro de fendtipos biologicos distintos (Blither, 2019; Primeau et al., 2011).

Nesse contexto, o conceito de obesidade metabolicamente saudavel ganhou
destaque ao descrever individuos com obesidade que nao apresentam, ao menos
inicialmente, comorbidades metabolicas classicas, como resisténcia a insulina,
dislipidemia ou hipertensdao arterial (Blither, 2020; Ahmed & Mohammed, 2025).
Entretanto, evidéncias recentes indicam que esse fenotipo pode ser transitdrio e que a
auséncia de comorbidades clinicas ndo necessariamente reflete um estado metabolico
benigno, especialmente no que se refere ao risco de cancer (Caleyachetty et al., 2017,
Mahamat et al., 2024). Assim, a estratificagdo de individuos com obesidade com e sem
comorbidades emerge como uma estratégia relevante para compreender a
heterogeneidade metabodlica da obesidade e suas implicagdes na carcinogénese.

Do ponto de vista mecanistico, a obesidade promove alteracdes sistémicas profundas,
incluindo inflamagao cronica de baixo grau, altera¢des na capacidade de armazenamento
de lipideos pelo tecido adiposo, aumento da secrecdo de citocinas inflamatorias,
resisténcia insulinica, estresse oxidativo e remodelagdo do metabolismo lipidico,
processos intimamente relacionados as marcas do cancer descritas por Hanahan e
Weinberg (2000). No entanto, grande parte dos estudos existentes baseia-se em medidas

antropométricas simplificadas ou na investigagdo isolada de mediadores inflamatorios e
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hormonais, o que limita a compreensao integrada das vias metabolicas envolvidas no eixo
obesidade—cancer.

Nesse cendrio, abordagens Omicas, como a metabolomica e a lipidomica, tém se
destacado como ferramentas poderosas para obter alteragdes metabolicas globais e revelar
assinaturas moleculares associadas a diferentes estados fisiopatoldgicos (Fiehn, 2002;
Patti et al., 2012; Lydic & Goo, 2018). A integracao dessas abordagens permite identificar
metabolitos e lipideos bioativos que refletem tanto exposi¢cdes ambientais quanto
processos endogenos relacionados ao metabolismo energético, a inflamacdo e a
tumorigénese (Quehenberger et al., 2010; Meikle & Summers, 2017).

Diante dessas consideracdes, o presente estudo propde a analise integrada dos perfis
metabolomico e lipidomico em soros de individuos sem obesidade, com obesidade e com
obesidade associada a comorbidades (hipertensdo arterial, diabetes mellitus,
hipercolesterolemia), objetivando investigar se diferentes estados metabolicos da
obesidade apresentam assinaturas moleculares distintas, potencialmente relacionadas a
vias implicadas na tumorigénese. Ao adotar essa abordagem comparativa, busca-se
contribuir para o entendimento dos mecanismos metabdlicos que sustentam o eixo

obesidade—cancer, considerando a heterogeneidade bioldgica da obesidade.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Obesidade

A prevaléncia da obesidade tem aumentado de forma acelerada nas ultimas décadas,
o que configura um importante problema de satde publica global. De acordo com o Atlas
Mundial da Obesidade 2025, da Federagdo Mundial da Obesidade, estima-se que, até
2030, cerca de 1,1 bilhdo de adultos viverdo com obesidade (World Obesity Federation,
2025). No Brasil, dados divulgados em 2024 pelo Sistema de Vigilancia Alimentar e
Nutricional (SISVAN), do Ministério da Satde, indicam que 34,66% da populacdo
apresenta algum grau de obesidade.

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) define sobrepeso ¢ obesidade como o
acimulo anormal ou excessivo de gordura corporal capaz de prejudicar a saide (OMS,
2025). O Indice de Massa Corporal (IMC) é a métrica mais utilizada para estimar a massa
corporal total e é obtido ao dividir o peso corporal (kg) pelo quadrado da altura em metros
(m?). Segundo a OMS, individuos com IMC entre 18.5 ¢ 24,9kg/m? sio considerados
eutréficos; enquanto valores de IMC >25kg/m* indicam sobrepeso; e >30kg/m?
classificam obesidade. Essa, por sua vez, ¢ subdividida em: grau I (30-34,9 kg/m?), grau
1T (35-9,9kg/m?, e grau III (>40kg/ m?) (Tabela I) (OMS, 2025). Embora seja util para
avaliar adiposidade em grande escala, essas métricas nao refletem a complexidade celular,

metabolica e inflamatdria que caracteriza a obesidade.

Tabela I - Classificacio da obesidade segundo a OMS

Classificacio IMC (KG/ M?)
Abaixo do Peso < 18,5
Eutréfico 18,5-249
Sobrepeso 25,0-29.9
Obesidade >30,0
Graul 30-349
Grau II 35-399
Grau I1I >40,0

Apesar da defini¢do relativamente simples, a obesidade ¢ uma doenga cronica,
multifatorial e neurocomportamental originada pelo desequilibrio energético, decorrente

de uma ingestdo caldrica superior ao gasto energético (Izquierdo-Torres et al. 2022). A
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interagdo entre estilo de vida, habitos alimentares, baixos niveis de exercicio fisico,
fatores genéticos e epigenéticos, contribui para a complexidade da obesidade. Pesquisas
que englobaram 57 estudos prospectivos evidenciaram que IMCs na faixa de 30-35 kg/m?
estao ligados a uma diminui¢do de 2 a 4 anos na expectativa média de vida, enquanto
aqueles entre 40-45 kg/m? podem reduzir em 8 a 10 anos, um efeito semelhante ao do
consumo de tabaco (Prospective Studies Collaboration et al., 2009). Esses dados sdo
corroborados por pesquisas recentes, que reforcam a obesidade como um dos
determinantes de mortalidade precoce (Bansal, Jin, 2023; Ullah & Tamanna, 2025).
Embora constitua uma condigao por si s6, a obesidade também agrava e predispde
os individuos a uma ampla gama de doengas, incluindo diabetes tipo 2, doengas
cardiovasculares, doenga renal cronica, disturbios musculoesqueléticos, infecgdes e
diversos tipos de canceres (Safei ef al., 2021; Bliiher, 2019; Heymsfield et al., 2017).
Dentre essas doencas, o cancer se destaca por sua magnitude e impacto global,

justificando uma analise especifica de sua relagdo com a obesidade.

2.2. Obesidade e cincer

O cancer foi a segunda principal causa de morte no mundo no ano de 2023 (GBD
2023 Cancer Collaborations, 2025) e uma parcela substancial da carga global de cancer ¢
atribuivel a fatores de riscos conhecidos, como predisposicdo genética, exposi¢do a
radiag¢do ionizante, uso de tabaco, infecgoes, dieta ndo saudavel, consumo de alcool,
sedentarismo e outras exposi¢des ambientais. Somando-se a esses fatores, a obesidade
também se coloca como um fator de risco estabelecido para varias doengas malignas
(Lauby-Secretan et al., 2016).

Segundo a OMS, o cancer refere-se a um grupo de doengas caracterizadas pelo
crescimento celular desordenado, com capacidade de invadir tecidos vizinhos e
disseminagdo a orgaos distantes, fenomeno conhecido como metastase (OMS, 2025).
Dados divulgados pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC), vinculada
a OMS, indicam que, em 2022, foram registrados 20 milhdes de novos casos de cancer,
dos quais 9,7 milhdes resultaram em 6bito. As projecdes para 2050 apontam um aumento
de 77% na incidéncia da doencga, com o total de novos casos superando 35 milhdes (IARC,
2024).

Evidéncias robustas, corroboradas pela IARC, indicam que o excesso de peso ¢

responsavel por cerca de 4-8% de casos de cancer no mundo e estd associado ao
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desenvolvimento de pelo menos 13 tipos distintos de cancer (Figura 1). Esses englobam
o cancer de es6fago (adenocarcinoma), estobmago (carcinoma), pancreas, vesicula biliar,
figado, intestino (c6lon e reto), rins, mamas, ovario, endométrio, meningioma, tireoide e
mieloma multiplo (Lauby-Secretan et al., 2016). Além de aumentar o risco de
desenvolvimento de cincer, a obesidade também esta relacionada a piora de progndstico.
Uma revisdo sistematica com meta-analise, analisou 203 estudos e mais de 6,3 milhdes
de pacientes, e demonstrou que individuos com obesidade apresentam risco 14% maior
de mortalidade global, 17% maior de mortalidade especifica por cancer e 13% maior risco

de recidiva tumoral (Petrelli et al., 2021).

Meningioma
Tireoide

Ad = Mama
enoca,rc-lnoma (posmenopausa)
esofigico
Mieloma Multiplo Figado

Vesicula Biliar

Rim
Cancer gastrico
proximal
Endométrio PR
Colorretal
Ovario

Figura 1 - Canceres associados ao sobrepeso e a obesidade

Fonte: Adaptado - Instituto Nacional do Cancer (NIC - NIH), 2025
https://visualsonline.cancer.gov/details.cfm?imageid=11876

A relagdo entre obesidade e cancer ¢ multifacetada e decorre de uma rede complexa
de mudangas moleculares e fisiologicas interconectadas, ainda pouco compreendidas.

Para compreender a diversidade genotipica e fenotipica dos diversos tipos de canceres,
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Hanahan e Weinberg (2000) propuseram as Marcas do Cancer (do inglés, Hallmarks of
cancer) que englobam caracteristicas cruciais adquiridas pelas células durante o processo
de transformag¢do maligna. Atualmente, sdo descritas quatorze marcas, entre as quais dez
tém sido diretamente relacionadas a obesidade: potencial replicativo infinito, evasao de
supressores tumorais, resisténcia a morte celular, sinalizagdo proliferativa sustentada,
angiogénese, capacidade de invasdo e metdstase, reprogramacdo do metabolismo
energético, evasdo do sistema imune, inflamacdo pro-tumoral e instabilidade genomica
(Harris et al., 2022).

Dentre essas marcas associadas a obesidade, diversos mecanismos celulares e
metabolicos contribuem diretamente para a promocao tumoral. De forma integrada, o
excesso de gordura corporal propicia o desenvolvimento e sustentacio de um
microambiente inflamatorio e o tecido adiposo, funcionando como um 6rgdo visceral,
comecga a liberar adipocinas, proteinas sinalizadoras que regulam processos metabolicos
e inflamatorios, de maneira ndo controlada, aumentando a infiltragdo de células imunes e
resisténcia insulinica, entre outros fatores (Iyengar et al., 2016; Clemente-Suarez et al.
2023; Giudetti, 2023; Deng et al., 2016).

Adicionalmente, alteracdes no metabolismo de lipideos aumentam &4cidos graxos
livres e alteram o equilibrio do colesterol, o que auxilia na proliferagao, sobrevivéncia e
metastase de células cancerosas. Hormonios como leptina e adiponectina alterados na
obesidade controlam processos importantes, como multiplicacdo, morte celular
programada, angiogénese e defesa imune. Além disso, o excesso de gordura promove
hipoxia, estresse no metabolismo, mudangas na matriz extracelular e acelera o
crescimento de tumores (Pasquarelli-do-Nascimento et al., 2022; Doerstling, O'Flanagan,
Hursting, 2017; Li & Xu, 2022).

Os dois maiores estudos sobre IMC e o risco de multiplos tipos de cancer
compreendem um estudo de 2014, com 5 milhdes de adultos do Reino Unido, € um estudo
de 2024, com 4,1 milhdes de individuos na Suécia, com registro de cerca de 200.000 e
mais de 330.000 casos incidentes de cancer durante o acompanhamento, respectivamente
(Bhaskaran et al., 2014; Sun et al., 2024). Apesar de potentes em termos populacionais os
estudos dependem quase apenas de medidas antropométricas simples, como IMC.

Em estudos experimentais, muitos trabalhos se concentram na explicagdo de
mecanismos especificos ou de moléculas particulares, como os que analisam o papel do
estresse oxidativo, adipocinas ou citocinas inflamatorias (Wlodarczyk & Nowicka, 2019;

Kim-Hyeok, Lee, 2024). Essa abordagem segmentada reflete tanto a complexidade
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inerente das interacdes entre obesidade e cancer, quanto a dificuldade de utilizar
metodologias integrativas que consigam capturar varios niveis bioldgicos ao mesmo

tempo.

2.3. Abordagens Omicas como ferramentas para estudar associacées entre

cancer e obesidade

Nas ultimas décadas, os experimentos que utilizam abordagens 6micas tém ganhado
destaque na literatura cientifica. Sua importancia reside na capacidade de integrar
informacdes em diferentes niveis bioldgicos e na possibilidade de obter uma visao global
e integrada, revelando como moléculas, vias e interacdes colaboram para sustentar a
dindmica celular e metabolica (Misra et al., 2019).

A metabolomica ¢ o estudo sistémico dos metabdlitos gerados durante processos
biologicos em células, tecidos e organismos (Lydic, & Goo, 2018). Esses sdo classificados
como moléculas de baixa massa molar (<1000 Da), e os niveis desses metabolitos nos
sistemas biologicos refletem a resposta final as alteragdes decorrentes de fatores
genéticos, ambientais, patoldgicos ou de intervengdes terapéuticas (Fiehn, 2002).

Dentro dessa area, duas principais abordagens se destacam: metabolomica alvo (do
inglés, targeted metabolomics) e metabolomica global (do inglés, wuntargeted
metabolomics). A analise alvo €, em geral, guiada por hipoteses e ndo pela criagdo delas.
Nessa abordagem, o pesquisador analisa um conjunto previamente definido de
metabolitos, de forma a confirmar ou refutar mudancas especificas. Por outro lado, a
metabolomica global procura estudar o maior nimero possivel de metabolitos da amostra,
sem selecdo anterior (Belinato et al., 2019). Devido a isso, essa abordagem ¢
frequentemente usada como estratégia para comparar amostras em diferentes estados
bioldgicos, exposi¢des, condigdes clinicas, o que auxilia na descoberta de vias
metabolicas alteradas e na criagdo de novas hipoteses (Patti, Yanes, Siuzdak, 2012).

A lipidomica, por sua vez, ¢ um subcampo da metabolomica que se concentra no
estudo dos lipideos, suas estruturas, fungdes e interacdes (Lydic & Goo, 2018).

Os lipideos possuem uma estrutura Unica e propriedades biologicas variadas,
estando envolvidos no metabolismo energético, composi¢do de biomembranas,
sinalizagdo celular, dentre outras atividades (Van-Meer, 2005).

Diante disso, as pesquisas na area oncoldgica tém recorrido as Omicas para
identificar biomarcadores ou assinaturas metabolicas capazes de contribuir para o

diagnostico, prognostico e tratamento dos canceres. Como exemplo, Larkin e
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colaboradores (2022) conseguiram distinguir individuos com céancer daqueles sem a
doenga, em um estudo de coorte misto com sintomas inespecificos, por meio de andlises
metabolomicas. De forma semelhante, Shi et al. (2023) identificaram diferentes perfis
metabodlicos entre criancas com meduloblastoma e outras formas de tumores
intracranianos, o que fornece uma base para a identificacao de marcadores de diagnostico
precoce e novas estratégias terapéuticas.

De modo adicional, células cancerigenas apresentam alteragdes especificas no
metabolismo lipidico. Alteragdes em vias relacionadas a acidos graxos, acido palmitico,
linoleico, acilcarnitinas e colesterol ja foram identificadas em diferentes tipos de cancer,
0 que contribui para a sustentacdo do microambiente tumoral (Chen et al., 2009; Adams
et al., 2009; Mihali et al., 2010; Ha et al., 2012). De maneira equivalente, as dmicas tém
sido aplicadas para compreender a complexidade metabdlica da obesidade.

Zhong e colaboradores (2023) demonstraram que fenotipos metaboldmicos
associados ao maior IMC aumentam o risco de desfechos de doencgas cardiovasculares ¢
oculares e que, ainda, grupos que apresentavam metabolitos relacionados a obesidade
tinham um risco maior de mortalidade e morbidade do que aqueles com metabolitos de
satide normais. Corroborando esses achados, Kliemann et al. (2021) identificaram em
seus estudos que a obesidade estd associada a uma assinatura metabolica distinta, o que
compreende alteracdes nos niveis de aminoacidos e lipideos especificos, e que estd
positivamente relacionada ao cancer colorretal e ao cancer de endométrio.

Apesar desses avancos, 0s mecanismos que conectam o eixo obesidade-cancer
ainda ndo sdo totalmente compreendidos. Estudos antropométricos e experimentais
apresentam algumas limitagdes importantes, que incluem o ajuste limitado para
potenciais vieses, como tabagismo, infeccdes recentes, historico familiar de céncer,
diferentes niveis de atividade fisica entre os participantes, e a dependéncia de dados
autorreferidos de peso e altura, o que pode mascarar o real valor do IMC, levando a uma
classificagdo equivocada. Além disso, a integracdo simultanea de metabolomica e
lipidomica permanece pouco explorada, apesar do potencial para revelar mecanismos
biologicos mais amplos.

Trabalhos desenvolvidos previamente pelo nosso grupo analisaram perfis
metabolomicos e lipidomicos de individuos eutroficos e com obesidade, incluindo
estratificacOes adicionais por sexo e grau de obesidade, o que permitiu identificar
alteracdes relevantes associadas ao excesso de gordura corporal e que possuem relagdo

com cancer (Marques et al., 2025). Entretanto, a populacdo com obesidade foi avaliada
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como um grupo unico, sem distincdo entre individuos com ou sem comorbidades
metabolicas, varidvel que pode modificar significativamente o risco € 0s mecanismos
biologicos relacionados ao cancer.

Nos ultimos anos, surgiu o conceito de obesidade metabolicamente saudavel, que
descreve individuos que sao classificados como obesos devido ao IMC > 30 kg/m?, mas
que ndo exibem comorbidades associadas como hipertensdo, dislipidemia ou resisténcia
insulinica (Ahmed & Mohammed, 2025). Pesquisas apontam que mais de 30% de
individuos com obesidade se encaixam nessa categoria (Wani et al., 2024). Uma revisao
sistematica e meta-analise conduzidas por pesquisadores da IARC demonstraram que
individuos classificados como metabolicamente nao saudaveis com sobrepeso ou
obesidade possuem maior risco de desenvolver qualquer tipo de cancer, e um risco muito
mais alto de desenvolver cancer relacionado a obesidade, quando comparados com
individuos eutréficos metabolicamente saudaveis (Mahamat et al., 2024).

Esses achados reforcam a importancia de integrar medidas de adiposidade com
indicadores de disfun¢do metabolica para identificar individuos com maior risco de
cancer. Diante desse cendrio, o presente trabalho tem como objetivo contribuir com novos
insights sobre o eixo obesidade-cancer ao analisar trés grupos: sem obesidade, com
obesidade e com obesidade associada a comorbidades, integrando analises metaboldmica
e lipidomica global para capturar a heterogeneidade metabdlica da obesidade e sua

possivel relagdo com o processo de tumorigénese.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar e comparar os perfis metabolomico e lipidémico no soro de individuos sem
obesidade, com obesidade e com obesidade associada a comorbidades, investigando se as
alteragdes observadas apresentam relagdo com vias metabdlicas e moléculas associadas

ao cancer.

3.2. Objetivos especificos

o Caracterizar a populagdo estudada quanto as varidveis demograficas e
antropométricas, incluindo idade, sexo e IMC;

e Avaliar diferengas globais no perfil lipidomico e metabolomico entre individuos sem
obesidade, com obesidade e com obesidade associada a comorbidades (hipertensao
arterial, diabetes mellitus, hipercolesterolemia), utilizando analises multivariadas e
univariadas;

e Investigar a associacdo entre a abundancia dos lipideos/metabolitos diferencialmente
expressos ¢ o indice de massa corporal;

e Avaliar se o sexo biologico impacta os perfis metaboldmico e lipidomico dentro da
populagdo estudada;

e Explorar se os diferentes graus de obesidade (Grau I e Grau II) nos grupos com

obesidade influenciam os perfis metabolomicos e lipidomicos investigados.



25

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Recrutamento dos voluntarios

As amostras de soro dos voluntarios com e sem obesidade foram obtidas por meio
do Ambulatorio de Endocrinologia e Cirurgia Bariatrica do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia (Autorizacdo CEP-UFU Anexo 9.1) durante o
periodo de 2021 a 2022. Foram utilizadas as amostras de 36 voluntarios, sendo 12 sem
obesidade (NO), 12 voluntarios com obesidade (OB) e 12 voluntarios com obesidade
associada a comorbidades (OBC) tais como diabetes mellitus, hipertensdo arterial e
hipercolesterolemia.

Os critérios de inclusdo para voluntarios com obesidade (OB ¢ OBC) foram:
individuos com obesidade tipo I e II (IMC entre 30-39,9 kg/m?), pessoas que nao
realizavam mais de 150 minutos de atividade fisica por semana, valor de referéncia
adotado pela OMS para estabelecimento do quadro de sedentarismo, individuo que ndo
tivesse historico de cancer na familia (parente de primeiro grau). Os critérios de inclusao
para o grupo sem obesidade foram: participantes sem obesidade (IMC entre 18,5kg/m? e
24,9kg/m?) que ndo realizavam mais de 150 minutos de atividade fisica por semana, sem
historico de cancer na familia (parente de primeiro grau) e que ndo possuiam doencas
cronicas metabodlicas associadas (diabetes mellitus, hipertensdao arterial e
hipercolesterolemia) e nem faziam uso de substancias como tabaco.

Os critérios de exclusdo para ambos os grupos foram: menores de 18 anos com
diagnostico prévio de cancer, episddios de infecgdes recentes, doencas inflamatorias
cronicas, doencas neurodegenerativas, uso de anti-inflamatorios, portadores de sindromes
genéticas, uso de tabaco, alteragdes cognitivas e individuos pos-baridtrica. As medidas de
IMC foram acessadas por meio da pesagem de cada individuo e medi¢@o de sua altura.

O Termo de Consentimento (Anexo 9.2) foi obtido de todos os participantes antes
do inicio de sua participagdo no estudo. De cada participante, previamente em jejum,
foram coletados 12 mL de sangue em tubos com gel separador, sendo as amostras
centrifugadas a 3.400 rpm por 15 minutos. O soro foi aliquotado em microtubos de 1,5 e

2 mL e armazenado a —80 °C.

4.2. Metabolomica
A analise metabolomica foi realizada em amostras de soro de cada voluntario

seguindo a metodologia descrita por Marques, M. E. et al. (2025). Dessa forma, para a
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extracdo de metabolitos, 1.000 uL de metanol (J.T. Baker®, Avantor Performance
Materials, S.A., México) foram adicionados a 100 pL de soro e homogeneizados em
vortice. O material foi centrifugado por 15 minutos a 13.000 g, e o sobrenadante foi
transferido para outro microtubo e submetido a um concentrador a vacuo por 60 minutos
(GeneVac™ miVac Duo Concentrator, Fisher Scientific®). O material foi ressuspendido
em 400 pL de metanol e filtrado através de um filtro de 0,22 pm.

A anélise por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massa (HPLC-MS) foi realizada em um sistema HPLC (modelo Agilent Infinity 1260)
acoplado a um espectrometro de massa Q-TOF de alta resolugdo (modelo Agilent® 6520
B) com fonte de ionizacao por eletropulverizagao (ESI). Os pardmetros cromatograficos
foram os seguintes: Coluna Agilent Poroshell C18, didmetro interno de 2,1 mm,
comprimento de 5 cm, particulas de 2,7 um, com a fase movel composta por agua
acidificada com 4cido formico (0,1% v/v) (A) e metanol (B), usando o gradiente: 2% B
(0 min), 98% B (0-6 min), 98% B (6-12 min), a uma temperatura do forno da coluna de
35 °C. Os parametros de ionizag¢ao foram: pressao do nebulizador a 25 psi, gas de secagem
a 8 L/min a uma temperatura de 220 °C e tensdo capilar de 4,5 kV. Para a fragmentacao,
a formula ((Slope)\*(m/z)/ 100 + Offset) foi usada para selecionar a energia de colisdo,
com os valores adotados de inclinacdo 3 e desvio 5. As amostras foram adquiridas em
modo positivo, com os dados armazenados nos modos centréide e perfil (m/z 55 - 1500).
O volume de inje¢ao foi de 4 pL.

O processamento dos dados foi realizado utilizando o software MassHunter
Qualitative v. 10.0, onde os dados brutos foram submetidos a um método de extragao
automatica utilizando a ferramenta “Find by Auto MS/MS” para extrair os espectros de
massa dos compostos (Figura 2). Os metabolitos foram identificados utilizando a base
de dados METLIN 2019 (incluida no software Agilent Mass Profiler Professional)
considerando valores MS em alta resolugdo com um erro <10 ppm e uma pontuagao total
de 90%. Os dados foram exportados com uma extensao CEF.

O software Agilent Mass Profiler Professional v. B.13.1.1 foi usado para filtrar e
analisar os compostos moleculares extraidos. Os filtros usados foram abundancia absoluta
minima igual a 5.000 contagens e todas as cargas permitidas. Os pardmetros de analise
foram uma tolerancia de tempo de retengao de 0,15 min; e uma janela de massa de 15
ppm + 2 mDa.

4.3. Lipidomica
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Para compreender as alteragcdes no perfil lipidomico dos pacientes que ocorrem
devido a obesidade, foi realizada uma avaliagdo dos lipideos sintetizados
diferencialmente entre as diferentes condi¢des. Conforme descrito por Marques, M. E. et
al. (2025), foram coletadas aliquotas de 100 uL de soro de cada voluntario, as quais foram
adicionados 200uL de diclorometano ¢ 100 uL de metanol (da Silva Junior et al., 2025).
O material foi homogeneizado, mantido a temperatura ambiente por 30 minutos e
centrifugado por 10 minutos a 13.000xg. A fase organica foi coletada, transferida para um
novo tubo e submetida a um concentrador a vacuo por 60 minutos a 40 °C (GeneVac™
miVac Duo Concentrator, Fisher Scientific®). As amostras foram ressuspendidas em 50
uL de diclorometano e transferidas para frascos.

A andlise foi realizada em um instrumento Agilent Technologies modelo 7890B
acoplado a um detector de massa (MSD 5977B) com injetor automatico. A coluna
utilizada foi a coluna cromatografica capilar DB-5HT (30 m x 250 pm x 0,25 pm), modo
de ionizacdo por impacto eletronico (EI), fonte de ions de 70 eV, com bomba de alto
vacuo e analisador quadrupolo. As condigdes cromatograficas utilizadas foram
temperatura do injetor de 290°C; hélio de alta pureza a uma vazao constante de 1,2 mL
min-1 como gas transportador; inje¢des de 6 pL. A temperatura inicial de 80 °C aumentou
para 300 °C a uma taxa de 6 °C/min e foi mantida por 12 min. A temperatura foi alterada
para 350 °C a 25 °C/min, totalizando 50,67 min de analise.

Para compreender as alteragdes no perfil lipidomico, foram utilizadas as seguintes
condi¢des de espectrometria de massa: as temperaturas da fonte quad MS e MS foram de
150 °C e 280 °C, respectivamente. O modo de aquisi¢do ocorreu na faixa de m/z 50-550,
com um limite de contagem de 150 e um atraso do solvente de 4 minutos.

O software Agilent MassHunter Unknowns Analysis foi usado para processar os
cromatogramas. O método usado foi a deconvolugdo de picos, com uma janela de
extracdo entre m/z 0,3 e m/z 0,7 e um limite de 25%, com uma pesquisa na biblioteca
NIST17 e uma pontuacao de identificagdo acima de 75% para extrair os espectros de

massa € conversao para extensao.
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Figura 2 - Esquema metodologico aplicado ao longo estudo para obtengdo dos dados
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4.4. Processamento de dados

A etapa de anotagcdo e classificagdo dos lipideos foi realizada utilizando as
plataformas MetaboAnalyst 6.0 e LIPID MAPS Structure Database, com o objetivo de
obter informagdes estruturais, categorizagdo por classe lipidica e associacdo aos
respectivos identificadores HMDB (Human Metabolome Database). Para os
metabolitos/lipideos identificados nessas bibliotecas, foi realizada analise de frequéncia
de superclasses entre os grupos NO, OB, OBC.

Para garantir maior consisténcia estatistica e reduzir o impacto de valores ausentes,
foi aplicado um filtro de presenga minima de 75% em pelo menos um dos grupos
experimentais. Analises multivariadas sdo tradicionalmente utilizadas para tratar dados
omicos, dessa forma, foram aplicados métodos ndo supervisionados, como analise de
componentes principais (PCA) e, métodos supervisionados, como analise discriminante
por minimos quadrados parciais (PLS-DA). O desempenho do modelo PLS-DA foi
considerado adequado com base nos valores de R?, Q? e acuracia, de acordo com critérios
previamente estabelecidos para estudos metabolomicos e lipidomicos, que reconhecem
Q? superiores a 0,3 como aceitaveis em dados biologicos complexos, especialmente em
estudos com tamanho amostral limitado, desde que confirmados por testes de permutagao
(Triba et al., 2015; Szymanska et al., 2012; Westerhuis et al., 2008).

Para analises univariadas, foi aplicado primeiramente o teste de Shapiro-Wilk para
averiguar normalidade de dados. Todos os dados apresentaram distribuicdo nao
paramétrica e assim, foi realizado o teste de Kruskal-Wallis para avaliar diferencas
globais entre os trés grupos. Para a identificagdo das diferengas especificas entre os
grupos, foi aplicado o pos-teste Dunn e os valores de significancia obtidos foram
ajustados pelo método de False Discovery Rate (FDR) Benjamini & Hochberg, com o
objetivo de controlar o nimero de falsos positivos de multiplas comparagdes inerentes a
analise metabolomica/lipidomica (Alka et al.,, 2022). Como critério adicional de
relevancia bioldgica, utilizou-se um limiar de fold change > 2 ou < 0,5, correspondendo
a variacdes de pelo menos duas vezes entre os grupos comparados, de modo a selecionar
apenas as alteragdes de maior magnitude entre os grupos avaliados. O FC foi calculado
como a razdo entre as médias de abundancia dos grupos comparados (grupo OB-
OBC/grupo NO; grupo OBC/grupo OB) e expresso em escala loga.

Além da comparacao global entre os trés grupos principais (eutroficos, obesos e
obesos com comorbidades), foram conduzidas andlises estratificadas para investigar se o

sexo biolodgico ou o grau de obesidade influenciavam o perfil lipidico/metabolémico
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encontrado dentro de cada grupo. No grupo OB, foram realizados dois conjuntos de
comparagdes: (1) feminino versus masculino; e (2) obesidade grau I versus obesidade
grau I1. No grupo OBC, foram aplicadas as mesmas comparagdes. Para o grupo NO, foi
avaliada apenas a diferenca entre os sexos. O teste de Mann—Whitney U foi aplicado nas
analises estratificadas dentro dos grupos (Figura 3).

A correlagdo entre o IMC e os metabdlitos/lipideos diferencialmente significativos
foi avaliada por meio do coeficiente de Spearman. A forga das correlagdes foi interpretada
de acordo com os critérios propostos por Cohen (1988) e Mukaka (2012), considerando
valores de p entre 0,10-0,29 como fracos, 0,30-0,49 como moderados ¢ >0,50 como
fortes.

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando os softwares JASP 0.95.4,
GraphPad Prism 8.0 e o RStudio, que permitiram a execu¢do dos testes, ajustes de
multiplas comparagdes, calculo de fold change (FC) e visualizacdo grafica dos resultados.

Além disso, a identificacdo de compostos quimicos estatisticamente significativos
foi confirmada considerando espectros MS de alta resolugdo com um erro <10 ppm, bem
como espectros MS/MS para comparar o perfil de fragmentagdo. Foram utilizadas as
bases de dados HMDB, PubChem e Metabolomics Workbench, juntamente com artigos
da literatura relevantes.

As varidveis descritivas continuas, tais como idade e indice de massa corporal
(IMC), foram representadas por média + desvio padrdo. O nivel de significancia
estatistica foi estabelecido em 95% (a = 0,05), sendo valores de p < 0,05 considerados
estatisticamente significantes, enquanto valores 0,05 <p < 0,10 foram interpretados como

indicativos de tendéncia (#).
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n lipideos/metabdlitos identificados nas amostras

Filtro 75% de presenca em
um dos grupos

n identificados no HMDB e n
no Lipid Maps

Andlise de frequéncia de

n lipideos/metabdlitos restante

superclasses entre os
grupos NO, OB, OBC

Kruskall-Wallis

FoldChange > 2 ou <0,5

P6s hoc Dunn: Corregao

FDR
NO x OB
| Up
n lipideos/metabdlitos Down

NO x OBC OB x OBC
Up Up
Down Down

Lipideos/Metabolitos significantes + FoldChange

|

n lipideos/metabdlitos

Analise estratificada dentro de cada grupo para os n
lipideos/metabolitos (estatistica: Mann-Whitney)

Grupo NO: Grupo OB:
FxM FxM
GI x GII

Grupo OBC:
FxM
Gl x GII

Figura 3 - Esquema Geral Processamento de Dados. NO: sem obesidade; OB: obesidade; OBC: obesidade
associada a comorbidade. F: sexo feminino. M: sexo masculino. GI: grau de obesidade I. GII: grau de

obesidade II.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacio da populacio

A populacao estudada foi composta por 36 individuos, distribuidos igualmente entre
os grupos sem obesidade (NO), obesidade (OB) e obesidade com comorbidades (OBC),
com 12 participantes em cada grupo. A média de idade foi de 35,50 + 6,34 anos no grupo
NO, 40,83 + 12,58 anos no grupo OB e 43,75 £+ 9,04 anos no grupo OBC. Nao foram
observadas diferengas estatisticamente significativas na idade entre os grupos NO, OB e
OBC (ANOVA, p =0,1215).

A distribui¢do por sexo foi equilibrada nos grupos NO e OB, ambos com 50% de
individuos do sexo masculino e 50% do sexo feminino. No grupo OBC, observou-se uma
maior propor¢do de mulheres (58,3%) em relagdo aos homens (41,7%). O IMC médio no
grupo NO foi de 22,73 + 1,64 kg/m?, no grupo OB foi de 34,81 + 3,58 kg/m? e 34,61 +
2,91 kg/m? no OBC. Entre os individuos com obesidade, 41,7% do grupo OB e 50% do
grupo OBC foram classificados como obesidade grau I, enquanto 58,3% do grupo OB ¢
50% do grupo OBC apresentaram obesidade grau II.

A hipertensao arterial foi a doenga mais prevalente nos individuos do grupo OBC,
com todos os participantes apresentando a doenga (100%). Enquanto 50% apresentaram
diabetes mellitus e 41,7% hipercolesterolemia. Nenhuma outra comorbidade foi relatada

pelos participantes.

Tabela II - Caracterizacio da populacio estudada

CARACTERISTICA NO OB OBC
Idade 35,50 + 6,34 40,83 £ 12,58 43,75+9,04
Sexo — Masculino n (%) 6 (50%) 6 (50%) 5 (41,7%)
Sexo — Feminino n (%) 6 (50%) 6 (50%) 7 (58,3%)
IMC (kg/m?) 22,73 + 1,64 34,81 +3,58 34,61 £2,91
Obesidade Grau I, n (%) - 5(41,7%) 6 (50%)
Obesidade Grau II, n (%) - 7 (58,3%) 6 (50%)
Hipertensdo Arterial, n (%) - - 12 (100%)
Diabetes mellitus, n (%) - - 6 (50%)

Hipercolesterolemia, n (%) - - 5 (41,7%)
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5.2. Metabolomica
5.2.1. A superclasse lipideos e moléculas relacionadas a lipideos representaram a
maior propor¢do em todos os grupos
O ensaio metabolomico detectou 468 metabolitos expressos no soro dos
participantes, identificados no banco de dados METLIN. Desses 468, apenas 187
(39,95%) foram classificados em diferentes classes de compostos usando o banco de
dados HMDB. Graficos de pizza foram construidos com a distribuicdo de frequéncia
referenciando a superclasse desses metabolitos identificados (Figura 4). A anélise das
proporgdes de lipideos por superclasse mostrou que a superclasse de lipideos e moléculas
relacionadas a lipideos foi a mais abundante em todos os grupos, representando
aproximadamente 39,9% nos individuos do grupo sem obesidade (NO), 38,2% nos
individuos com obesidade (OB) e 38,2% nos individuos com obesidade e comorbidade
(OBC). As superclasses acidos organicos e derivados e compostos organoheterociclicos
apresentaram frequéncias menores e variagdes discretas entre os grupos, com valores de
9,8% e 13,3% no grupo NO, 13,6% e 15,5% no grupo OB, e 12,2% ¢ 11,4% no grupo

OBC, respectivamente.

SEM OBESIDADE (NO) OBESIDADE (OB)

OBESIDADE COMORBIDADE (OBC) Lipideos e moléculas relacionadas a lipideos

Acidos organicos e denvados
Compostos organoheterociclicos
Benzenoides

Acidos graxos e derivados
Esfingolipidios

Compostos organicos oxigenados
Compostos organicos nitrogenados
Fenilpropandides e poliquetideos
Glicerofosfolipidios

Nucleosideos, nucleotideos e analogos
Lignanas, neolignanas e compostos relacionados
Alcaloides e derivados

Compostos organohalogenados

mm Esterois

3

Figura 4 - Percentagens de superclasses de metabolitos no soro sanguineo dos grupos estudados.
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5.2.2. Os metabdlitos que mais contribuiram para a discrimina¢do nos modelos
multivariados entre os grupos pertencem majoritariamente a superclasse de lipideos

O filtro de presenga minima de 75% em pelo menos um dos grupos resultou na
selecao de 62 metabolitos. As analises multivariadas e univariadas subsequentes foram
realizadas considerando esse conjunto de lipideos.

A andlise de PCA foi empregada como abordagem nao supervisionada para avaliar
a variabilidade global dos dados metabolomicos e identificar possiveis padrdes de
agrupamento entre os grupos experimentais. Os componentes principais 1 e 2 explicaram
cerca de 30,2% da variancia total dos dados. Os scores plot do PCA ndo evidenciaram
separagdo clara entre os grupos, sendo observada ampla sobreposi¢do entre os individuos

(Figura 5).
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1e+08
I

NO
4 0B
® OBC

Py

5e+07
]

0e+00
]
L -

PC 2 (8.9 %)

-be+07
1

-1e+08
]

T T T T T T
-3e+08 -2e+08 -1e+08 Qe+00 1e+08 2e+08

PC 1(21.3 %)

Figura 5 - Grafico dos resultados da Analise de Componentes Principais (PCA). Plotagem dos escores
discriminando os perfis metabolicos em amostras de soro entre individuos sem obesidade (elipse verde),
com obesidade (elipse azul) e obesidade com comorbidades (elipse vermelha).

Em seguida, foi realizada a analise supervisionada por PLS-DA com o objetivo de
investigar a capacidade de discriminacao entre os grupos a partir da informacao de classe.

Os scores plot do PLS-DA indicou uma tendéncia de separacdo parcial entre os grupos
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(Figura 6a). Entretanto, a avaliagdo do desempenho do modelo, verificada por validagao
0,68, Q*

capacidade preditiva limitada (Figura 6b). Adicionalmente, o teste de permutacdo

cruzada, demonstrou valores de R? 0,39 e acuracia de 0,41, indicando

(n=1000) nao evidenciou desempenho superior ao esperado ao acaso (p = 0,8), ndo

sustentando a significancia estatistica do modelo (Figura 6c¢).
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Figura 6 - Analise PLS-DA baseada no perfil lipidomico dos grupos. (a) PLS-DA Scores Plot: Distribuigdo
dos individuos nos componentes principais (Component 1 ¢ Component 2), mostrando separagdo entre ndo
obesos (NO, verde), obesos (OB, azul) e obesos com comorbidades (OBC, vermelho). (b) Avaliagdo do
modelo PLS-DA: Comparagdo de desempenho em fun¢do do niimero de componentes, considerando
Acurécia (Accuracy), R? e Q2. O asterisco indica o melhor nimero de componentes selecionado para o
modelo. (¢) Teste de permutagdo: Distribuigdo das estatisticas de permutagdo para avaliar a significancia
do modelo. A linha vermelha indica a estatistica observada (p = 0,8), sugerindo que o modelo ndo tem
desempenho significativo em relag@o ao acaso.

A andlise de importincia das variaveis no modelo, baseada no vetor dos escores
VIP (importancia da variavel na projecdo), identificou as variaveis que mais contribuiram
para a constru¢ao do modelo. Os 15 metabdlitos com maiores valores de VIP foram
considerados como os principais contribuintes para a varidncia observada no modelo
supervisionado (Figura 7a). Considerando a auséncia de validacao estatistica do PLS-DA,
os resultados de VIP score foram utilizados de forma descritiva, com posterior integracao

as andlises univariadas. Os metabolitos identificados pertencem majoritariamente a

1
09
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superclasse de lipideos e moléculas relacionadas a lipideos, acidos organicos e derivados

e compostos organicos oxigenados (7b).

O
@ \;O X &

Mexiletine e (NN
Oleoyl sarcosi @ [ [ |
24-Nor-52-chol ° [ (W] |
12-0x0-10Z-oct ® [ |
2,5-Dichloro-4 °® [ ] | =4

Cymoxanil @ ..D
17-phenyl trin @ -.D
6-Oxocativic a @ .D.

Glycerol tripr @ .D.
Tricoccin S3 o [ | I
PE-Cer(d14:1(4 ® _[H]
PS(P-20:0/18:0 ® [ [ |
Undecylprodigi (] .D.
PS(P-20:0/160 | @ [ [
17-Octadecynoi @ ..[:l
I I I
1.5 2.0 25
VIP scores

Lipideos e moléculas relacionadas a lipideos
Compostos organicos oxigenados
Benzenoides

Compostos organo-heterociclicos

Acidos organicos e seus derivados
Compostos organicos nitrogenados

Figura 7 - Metabolitos que mais contribuiram para a discriminagdo entre os grupos (a) e as superclasses
predominantes (b).
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5.2.3. Onze metabdlitos apresentaram diferengas significativas entre os grupos

Um total de onze metabolitos apresentaram diferengas significativas entre os grupos
(Kruskall Wallis — Dunn + FDR). A Figura 8 mostra o heatmap dos metabolitos
aumentados e diminuidos em cada grupo. A letra (a) representa a média para cada grupo:
sem obesidade, obesidade e obesidade comorbidades; a letra (b) representa os valores

individuais para cada lipideo de todos os participantes em cada grupo.

®

Pentadecyl] acetate

Tricocem 83

PS(P-20:0/16:0)
Annosquamosin B
3b-Hydroxy-6b-angeloyloxy-7
N-3-oxo-tetradec-7(Z}-enovl
Oleovyl sarcosimne

Gly Phe

6-Oxocativic acid
17-Octadecvnoic Acid
(3S.5R.6R)-3.5-dihydroxy-6-7-didehydro
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@ Sem Obesidade (NOQ)  Obesidade (OB)  Obesidade Comorbidade (OBC)
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6-Oxocativic acid IIIIIIIIIII I I
17-Octadecynoic Acid IIIIIIIIIII IIII I
(38 5F_6R)-3 5-dihydroxy-6, 7-didehydro IIIIIIIIIII IIII I
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Figura 8 - Analises de diferentes niveis de metabolitos.(a) Heatmap do valor médio dos metabolitos
diferencialmente expressos nos grupos NO, OB ¢ OBC. (b) Heatmap dos valores individuais dos
metabolitos diferencialmente expressos nos grupos.

Um conjunto de metabdlitos apresentou maior abundancia no grupo NO, com
reducdo nos grupos com obesidade, incluindo Annosquamosin B, Tricoccin S3 e Oleoyl
sarcosine, com esse padrdo observado tanto na comparacdo NO vs OB quanto NO vs
OBC. O metabdlito N-3-oxo-tetradec-7(Z)-enoyl-L-homoserine lactone também
apresentou redu¢do nos grupos obesos, embora com tendéncia estatistica nas
comparagdes NO vs OB e NO vs OBC (q = 0,06). Em contraste, diversos metabolitos
apresentaram redug¢do no grupo NO, indicando maior abundancia associada a obesidade.
Entre eles, destacam-se Pentadecyl acetate e 3[-Hydroxy-6f-angeloyloxy-7(11)-
eremophilen-12,8f-olide, cujas diferencas foram observadas nas comparagdes
envolvendo o grupo NO. O dipeptideo Gly Phe apresentou alteragdo apenas na
compara¢do NO vs OB. Adicionalmente, PS(P-20:0/16:0) e 6-Oxocativic acid exibiram
tendéncia de aumento no grupo OB (q = 0,06). O metabolito /7-Octadecynoic Acid
apresentou aumento em ambos 0s grupos com obesidade, com tendéncia estatistica na

comparac¢ao NO vs OBC (q = 0,0533). Por fim, (3S,5R,6R)-3,5-dihydroxy-6, 7-didehydro-
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5,6-dihydro-12"-apo-f-caroten-12"-al apresentou tendéncia de diferenga apenas entre os

grupos OB e OBC (q =0,0521).

Na comparagdo direta entre os grupos OB e OBC nao foram observadas alteragdes

metabolicas relevantes. Embora alguns compostos tenham apresentado diferencas

estatisticas ou tendéncia, essas variagdes nao foram acompanhadas por mudancas

biologicamente expressivas. O Pentadecyl acetate, por exemplo, apresentou tendéncia

estatistica nessa comparagdo (q = 0,0656), porém com baixo valor de FC, indicando

variacao de pequena magnitude. De forma semelhante, o dipeptideo Gly Phe apresentou

diferenca estatistica entre OB ¢ OBC (q = 0,0384), mas nao apresentou FC relevante,

reforgando que, apesar da significancia estatistica, essas alteracdes nao refletem

mudangas substanciais na abundancia dos metabolitos entre os grupos com obesidade.

Tabela III - Metabélitos diferencialmente expressos entre os grupos

METABOLITO Comparacio p-value g-value (FDR) log2FC Direcao
NO X OB 0.0001 0.0002 **=* 1,65462 I NO
Pentadecyl acetate NO X OBC 0.0305 0.0457 * 1,48702 I NO
OB X OBC 0.0656 0.0656 # -0,1676 -
NO X OB 0.0218 0.0328 * -1,5297 T NO
Tricoccin S3 NO X OBC 0.0046 0.0138 * -2,1346 1T NO
OB X OBC 0.5891 0.5891 -0,6049 -
NO X OB 0.0231 0.0693 # 1,14274 I NO
PS(P-20:0/16:0) NO X OBC 0.1798 0.2696 0,96798 -
OB X OBC 0.3523 0.3523 -0,1748 -
NO X OB 0,0184 0.0275 * -1,5916 1T NO
Annosquamosin B NO X OBC 0,0145 0.0275 * -1,5947 T NO
OB X OBC 0,9310 0.9310 -0,0031 -
NO X OB 0,0219 0.0329 * 1,25136 I NO
3b-Hydroxy-6b-
angeloyloxy-7(11)- NO X OBC 0,0044 0.0131 * 1,75316 | NO
eremophilen-12,8b-
olide
OB X OBC 0,5770 0.5770 0,5018 -
NO X OB 0,0463 0.0695 # -1,167 T NO
N-3-oxo-tetradec-7(Z)- NO X OBC 0,0359 0.0695 # 11,1699 1 NO
enoyl-L-Homoserine
lactone
OB X OBC 0,9165 0.9165 -0,0028 -
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METABOLITO Comparacio p-value g-value (FDR) log2FC Direcio

NO X OB 0,0067 0.0100 * -1,617 T NO

Oleoyl sarcosine NO X OBC 0,0060 0.0100 * -2,1524 T NO
OB X OBC 0,9736 0.9736 -0,5353 -

NO X OB 0,0160 0.0384 * 1,00333 I NO
Gly Phe NO X OBC 0,8601 0.8601 0,40518 -
OB X OBC 0,0256 0.0384 * -0,5981 -

NO X OB 0,0270 0.0601 # 1,32208 I NO

6-Oxocativic acid NO X OBC 0,0400 0.0601 # 1,32161 I NO
OB X OBC 0,8745 0.8745 -0,0005 -

NO X OB 0,0004 0.0013 ** 3,1996 I NO

17-Octadecynoic Acid NO X OBC 0,0355 0.0533 # 2,97425 I NO
OB X OBC 0,1560 0.1560 -0,2253 -
NO X OB 0,1189 0.1783 0,92438 -

(3S,5R,6R)-3,5-

dihydroxy-6,7- NO X OBC 0,0173 0.0521 # 1,07272 I NO

didehydro OB X OBC 0,4126 0.4126 0,14834 -

Metabolitos diferencialmente abundantes entre os grupos sem obesidade (NO), obesidade (OB) ¢ obesidade com
comorbidades (OBC). Sdo apresentadas as comparagdes parcadas com valores de p (Kruskall + Dunn), q (FDR) e fold
change em log2. As setas indicam aumento (1) ou redugéo (|) da abundancia lipidica no grupo comparado em relagédo
ao grupo controle ou com obesidade quando comparado OB x OBC. Comparagdes destacadas em negrito indicam

diferengas estatisticamente significativas. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,01; 0,05 < #p < 0,10 (tendéncia).

5.2.4. Sete metabdlitos apresentaram correlagoes significativas com o IMC

A andlise de correlacdo de Spearman revelou associacdes significativas entre o IMC
e metabdlitos especificos identificados na andlise metabolomica. Entre os onze
metabolitos avaliados, sete apresentaram correlagdes estatisticamente significativas e

dois apresentaram tendéncia (Tabela 1V).
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Tabela IV - Correlacio IMC e abundancia dos metabélitos

Metabdlito p de Spearman p-value CORRELACAO
Pentadecyl acetate 0,5986 0,0001 *** FORTE
Tricoccin S3 -0,3315 0,0483* MODERADA
PS(P-20:0/16:0) 0,1741 0,3098 -
Annosquamosin B -0,3823 0,0214** MODERADA
Soadoyawloloy oam oo MODERADA
N-3-oxo-tetradec-7(Z)-enoyl- 03185 0,05834 MODERADA
L-Homoserine lactone
Oleoyl sarcosine -0,5048 0,0017** FORTE
Gly Phe 0,3216 0,0558# MODERADA
6-Oxocativic acid 0,2740 0,1059 -
17-Octadecynoic Acid 0,5060 0,0016** FORTE

(3S,5R,6R)-3,5-dihydroxy-6,7-
didehydro-5,6-dihydro-12'- 0,3722 0,0254* MODERADA
apo-beta-caroten-12'-al

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; 0,05 < *p < 0,10

Foram observadas correlagdes positivas fortes entre o IMC e Pentadecyl acetate (p
= 0,5986; p = 0,0001) e 17-Octadecynoic Acid (p = 0,5060; p = 0,0016). Correlagdes
positivas moderadas foram identificadas para os metabolitos 3b-Hydroxy-6b-
angeloyloxy-7(11)-eremophilen-12,8b-olide (p = 0,4524; p = 0,0056) e (3S,5R,6R)-3,5-
dihydroxy-6,7-didehydro-5,6-dihydro-12'-apo-beta-caroten-12'-al (p = 0,3722; p =
0,0254), enquanto Gly Phe (p = 0,3216; p = 0,0558) apresentou tendéncia de correlacdo
positiva moderada. Esses dados indicam aumento da abundéancia desses lipideos em
individuos com maior IMC.

Em contrapartida, Oleoyl sarcosine apresentou correlacdo negativa forte com o
IMC (p = —0,5048; p = 0,0017), sugerindo redu¢do de sua abundancia conforme o
aumento do IMC. Adicionalmente, Tricoccin S3 e Annosquamosin B exibiram correlagao
negativa moderada (p= —0,3315, p= —0,3823, respectivamente), enquanto N-3-oxo-
tetradec-7(Z)-enoyl-L-Homoserine lactone apresentou tendéncia a correlagdo negativa

moderada (p =—0,3185; p=0,0583). Os metabolitos PS(P-20:0/16:0) e 6-Oxocativic acid
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ndo apresentaram correlagdo significativa com o IMC. Em conjunto, esses resultados
indicam que alteragcdes no IMC estdo associadas a mudangas especificas no perfil

metabolomico.

5.2.5. Analises Intragrupos

As andlises intragrupos foram realizadas com o objetivo de investigar possiveis
diferengas no perfil metabolomico identificado em fung¢do do sexo bioldgico e do grau de
obesidade, considerando separadamente cada grupo experimental.

No grupo controle (NO), a estratificacdo por sexo ndo revelou diferengas
estatisticamente significativas na abundancia dos metabolitos analisados, conforme
indicado pelo teste de Mann—Whitney. Em contraste, nos grupos com obesidade (OB) ¢
obesidade associada a comorbidades (OBC), apenas o metabdlito PS(P-20:0/16:0)
apresentou variagdes relacionadas ao sexo. No grupo OB, observou-se uma tendéncia a
diferenca estatistica (p = 0,0930), com maior média de abundancia nos individuos do sexo
feminino. Por outro lado, no grupo OBC, foi identificada diferenca estatisticamente
significativa (p = 0,0146), caracterizada por maior abundancia desse metabdlito nos
individuos do sexo masculino.

Adicionalmente, a andlise intragrupos considerando o grau de obesidade ndo
evidenciou diferengas significativas na abundancia dos compostos avaliados em nenhum

dos grupos com obesidade.

5.3. Lipidomica

5.3.1. A superclasse lipideos e moléculas relacionadas a lipideos representaram a
maior propor¢do em todos os grupos

O ensaio lipidomico detectou 874 lipideos expressos no soro dos participantes,
identificados no banco de dados METLIN/NIST17. Desses 874, apenas 88 (10,06%)
foram classificados em diferentes classes de compostos usando o banco de dados HMDB.
A Figura 9 apresenta a distribuicdio de frequéncia da superclasse dos lipideos
identificados. Compostos pertencentes a superclasse de lipideos e moléculas relacionadas
a lipideos representaram a maior propor¢ao em todos os grupos, com maior prevaléncia
no grupo controle (46,6%), seguido pelo grupo obeso com comorbidades (40,8%) e pelo
grupo obeso sem comorbidades (33,9%). Os grupos com obesidade apresentaram maior
frequéncia de compostos pertencentes a superclasse de benzenoides em comparagdo ao

grupo controle. Observou-se ainda maior proporcao de acidos organicos e seus derivados
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no grupo obeso com comorbidades em relagdo aos grupos obeso sem comorbidades e

controle.

SEM OBESIDADE (NO) OBESIDADE (OB)

OBESIDADE COMORBIDADE (OBC)
Lipideos e moléculas relacionadas a lipideos
Hidrocarbonetos

Compostos organicos oxigenados
Benzenoides
Compostos organo-heterociclicos

Acidos organicos e seus derivados

Compostos organicos nitrogenados

Figura 9 - Percentagens de superclasses de lipidos no soro sanguineo dos grupos estudados

5.3.2. Os lipideos que mais contribuiram para a discriminagdo entre os grupos
pertencem majoritariamente a superclasse de lipideos

O filtro de presenga minima de 75% em pelo menos um dos grupos resultou na
selecdo de 44 lipideos. As analises multivariadas e univariadas subsequentes foram
realizadas considerando esse conjunto de lipideos.

A andlise nao supervisionada por PCA foi aplicada, primeiramente, para explorar
correlagdes entre os grupos. Os dois primeiros componentes principais explicaram
conjuntamente 21,1% da variancia total dos dados (PC1 = 12,2% e PC2 = 8,9%) (Figura
10). De acordo com a analise dos graficos de escores por PCA, houve uma tendéncia de
separacao entre os grupos ao longo do PC1 e observou-se ainda sobreposigao parcial entre
os grupos, indicando que, embora existam diferencas globais no perfil lipidico, parte da
variabilidade é compartilhada entre as condigdes analisadas. Em seguida, a analise PLS-
DA foi empregada e seu score plot bidimensional demonstrou uma discriminacdo mais

evidente em comparagdo a PCA, com tendéncia de separagdo principalmente entre o
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grupo controle e os grupos com obesidade, enquanto se observou maior proximidade

entre os grupos obeso e obeso com comorbidades (Figura 11a).
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Figura 10 - Grafico dos resultados da Analise de Componentes Principais (PCA). Plotagem dos escores
discriminando os perfis lipidicos em amostras de soro entre individuos sem obesidade (elipse verde), com
obesidade (elipse azul) e obesidade com comorbidades (elipse vermelha).

O desempenho do modelo PLS-DA foi avaliado por validagdo cruzada,
apresentando valores elevados de R? (0,8029), indicativos de bom ajuste do modelo aos
dados, e valores moderados de Q? (0,6162), sugerindo capacidade preditiva adequada. A
acuracia global do modelo foi considerada satisfatoria (0,7238), (Figura 11b). A robustez
da discriminagdo foi confirmada por testes de permutacao (n=1000), nos quais a acuracia
de predigdo apresentou p significativo (p =0,032), indicando que a separagdo observada

ndo ocorreu ao acaso (Figura 11c).
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Figura 11 - Analise PLS-DA baseada no perfil lipidomico dos grupos. (a) PLS-DA Scores Plot: Distribuigédo
dos individuos nos componentes principais (Component 1 ¢ Component 2), mostrando separagdo entre ndo
obesos (NO, verde), obesos (OB, azul) e obesos com comorbidades (OBC, vermelho). (b) Avaliagdo do
modelo PLS-DA: Comparagdo de desempenho em fun¢do do niimero de componentes, considerando
Acuréacia (Accuracy), R? e Q2 O asterisco indica o melhor numero de componentes selecionado para o
modelo. (c) Teste de permutagdo: Distribui¢do das estatisticas de permutagdo para avaliar a significincia
do modelo. A linha vermelha indica a estatistica observada (p = 0,032), sugerindo que o modelo tem
desempenho significativo em relag@o ao acaso.

A analise de importancia das variaveis no modelo, baseada no vetor dos escores
VIP (importancia da varidvel na projecdo), permitiu identificar os lipideos que mais
contribuiram para a discriminacdo entre os grupos. Considerando o critério de VIP > 1,
foram selecionados os principais compostos responsaveis pela separacdo observada
(Figura 12). Esses lipideos pertencem majoritariamente a superclasse de lipideos e
moléculas relacionadas a lipideos, refor¢ando sua relevancia na diferenciagdo dos perfis
lipidomicos associados a obesidade e a presenca de comorbidades metabdlicas. Os
lipideos destacados pelo VIP score foram posteriormente priorizados nas analises

univariadas e de correlagdo com o indice de massa corporal.
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Figura 12 - Lipideos que mais contribuiram para a discriminacdo entre os grupos (a) e as superclasses

predominantes (b).

5.3.3. Oito lipideos apresentaram diferengas significativas entre os grupos

Um total de oito lipideos apresentaram diferengas significativas entre os grupos

(Kruskall Wallis — Dunn + FDR). A Figura 13 mostra o heatmap dos lipideos aumentados

e diminuidos em cada grupo. A letra (a) representa a média para cada grupo: sem

obesidade, obesidade e obesidade comorbidades; a letra (b) representa os valores

individuais para cada lipideo de todos os participantes em cada grupo.
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Figura 13 - Analises de diferentes niveis de metabolitos.A. Heatmap do valor médio dos metabdlitos
diferencialmente expressos nos grupos NO, OB e OBC. B. Heatmap dos valores individuais dos metabdlitos
diferencialmente expressos nos grupos.
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Observou-se aumento significativo de octyl tetracosyl ether, hexadecanoic acid,

2-hydroxy-1-(hydroxymethyl), e glycidyl palmitate tanto em individuos obesos (OB)

quanto em obesos com comorbidades (OBC) quando comparados ao grupo sem

obesidade (NO), conforme indicado pelos valores positivos de 1og2FC e q (FDR) < 0,05

(Tabela III). Em contraste, lipideos como octadecanenitrile, octocrylene, 1-Undecene, 7-

methyl- e dibutyl phthalate apresentaram redugao relativa nos grupos OB e/ou OBC em

relacdo ao NO, refletida por valores negativos de log2FC. Comparacdes diretas entre OB

e OBC mostraram menor numero de diferengas significativas, com apenas os lipideos

octocrylene e octadecane apresentando redug@o no grupo OBC, sugerindo que a principal

distingdo metabdlica ocorre entre individuos sem obesidade e aqueles com obesidade,

independentemente da presenca de comorbidades.

Tabela V - Lipideos diferencialmente expressos entre os grupos

Lipideo Comparacgio p-valor q (FDR) log2FC Direcio
NO x OB 0,0001 0,0004*** 1,8898 | NO
Octyl tetracosyl ether NO x OBC 0,0006 0,0009*** 2,1049 | NO
OB x OBC 0,7088 0,7088 0,2151 -
Hexadecanoic acid, NO x OB 0,0003 0,0008*** 3,2460 I NO
(hy dioi_fy‘ri;‘e’i‘gyll)e thyl NO x OBC 0,0032 0,0047%* 3,3346 | NO
ester OB x OBC 0,4841 0,4841 0,0886 -
NO x OB 0,2013 0,2870 -0,3827 -
Octadecanenitrile NO x OBC 0,0191 0,0574" -1,2036 1T NO
OB x OBC 0,2870 0,2870 -0,8208 -
NO x OB 0,3906 0,3906 -0,5479 -
Octocrylene NO x OBC 0,0002 0,0007*** -2,6760 1 NO
OB x OBC 0,0046 0,0069** -2,1281 1 OB
NO x OB 0,0004 0,0006** -2,4086 1 NO
1Ur‘;de‘:§‘;?e 7 NO x OBC 0,0002 0,0006%%* 3,2632 1 NO
OB x OBC 0,8570 0,8570 -0,8546 -
NO x OB 0,2487 0,2487 -0,5744 -
Dibutyl phthalate NO x OBC 0,0033 0,0100* -2,2345 1 NO
OB x OBC 0,0746 0,1119 -1,6601 -
NO x OB 0,5491 0,5491 0,0490 -
Octadecane NO x OBC 0,0677 0,1015# -1,1851 -
OB x OBC 0,0153 0,0458* -1,2341 1 OB
) ) NO x OB 0,0012 0,0018+* 3,1918 I NO
Glycidyl palmitate
NO x OBC 0,0004 0,0013** 3,4529 I NO

OB x OBC 0,7783 0,7783 0,2611
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Lipideos diferencialmente abundantes entre os grupos sem obesidade (NO), obesidade (OB) e obesidade
com comorbidades (OBC). Sdo apresentadas as comparagdes pareadas com valores de p, q (FDR) e fold
change em log2. As setas indicam aumento (1) ou redu¢ao (|) da abundéncia lipidica no grupo comparado
em relag@o ao grupo controle ou com obesidade quando comparados OB x OBC. Comparacdes destacadas
em negrito indicam diferengas estatisticamente significativas. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,01; #0,05 <
p <0,10 (tendéncia).

5.3.4. Seis lipideos apresentaram correlagoes com o IMC

A analise de correlagdo de Spearman revelou associagdes significativas entre o
indice de massa corporal (IMC) e lipideos especificos identificados no perfil lipidomico.
Entre os oito lipideos avaliados, seis apresentaram correlagdes estatisticamente
significativas (Tabela IV).

Foram observadas correlagdes positivas fortes entre o IMC e Octyl tetracosyl ether
(p=0,6030; p=10,0001), Hexadecanoic acid, 2-hydroxy-1-(hydroxymethyl)ethyl ester (p
=0,6032; p=0,0001) e Glycidyl palmitate (p = 0,5725; p = 0,0003), indicando aumento

da abundancia desses lipideos em individuos com maior IMC.

Tabela VI - Correlacio IMC e abundéncia dos lipideos

Lipideo p de Spearman p-value CORRELACAO
Octyl tetracosyl ether 0.6030 0,0001 % FORTE
Hexadecanoic acid,
2-hydroxy-1-
0,6032 0,0001 *** FORTE
(hydroxymethyl)ethyl ester ’ ’
Octadecanenitrile 02759 0,1034 -
Octocrylene
—0,4293 0,0090** MODERADA
1-Undecene, 7-methyl 0.6262 <0,000] %% FORTE
Dibutyl phthal
ibutyl phthalate 03336 0,0468* MODERADA
Octadecane 02042 0,2322 _
lycidyl palmitat
Glycidyl palmitate 0,5725 0,0003%%* FORTE

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001

Em contrapartida, 1-Undecene, 7-methyl apresentou correlacdo negativa forte com
o IMC (p = —0,6262; p < 0,0001), sugerindo reducdo de sua abundincia conforme o
aumento do IMC. Adicionalmente, Octocrylene exibiu correlagdo negativa moderada (p=

—0,4293; p = 0,0090, enquanto Dibutyl phthalate apresentou correlagdo negativa
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moderada (p = —0,3336; p = 0,0468). Os lipideos Octadecanenitrile e Octadecane nao
apresentaram correlagdo significativa com o IMC. Em conjunto, esses resultados indicam

que alteragdes no IMC estdo associadas a mudancas especificas no perfil lipidico.

5.3.5. Analises Intragrupos

As andlises intragrupos foram realizadas com o objetivo de investigar possiveis
diferengas na abundancia dos lipideos significativos em funcdo do sexo bioldgico e do
grau de obesidade, considerando separadamente cada grupo experimental.

No grupo controle, a analise por sexo revelou diferenga significativa para o lipidio
1-Undecene, 7-methyl, que apresentou maior abundancia em individuos do sexo feminino
em relacdo ao masculino (Mann Whitney, p = 0,0390). Adicionalmente, esse composto
foi um dos que exibiram correlacdo negativa forte com o IMC (Tabela IV). Considerando
que o IMC médio das mulheres foi inferior ao dos homens (21,99 vs. 23,45), observa-se
consisténcia entre a diferenca por sexo e a associagdo inversa entre a abundancia do
lipidio e o IMC.

No grupo obeso sem comorbidades (OB), ndo foram detectadas diferengas
estatisticamente significativas na abundancia dos lipideos analisados entre os sexos. Em
relagdo ao grau de obesidade, foi observada uma tendéncia estatistica para o lipidio
Octocrylene, com maior abundancia em individuos com obesidade grau I em comparagao
ao grau II (Mann Whitney, p = 0,0619). De forma consistente, na analise de correlacdo, o
Octocrylene apresentou correlagdo negativa moderada com o IMC, indicando redugao
dos niveis do composto com o aumento do IMC.

No grupo obeso com comorbidades (OBC), observou-se diferenca
estatisticamente significativa entre os sexos para dois lipideos. O composto Hexadecanoic
acid, 2-hydroxy-1-(hydroxymethyl)ethyl ester apresentou maior abundéincia no sexo
masculino em comparacdo ao feminino (Mann Whitney, p = 0,0467). De forma
semelhante, o lipidio Glycidyl palmitate também exibiu maior abundancia nos individuos
do sexo masculino (Mann Whitney, p = 0,0177). Nao foram observadas diferencas
significativas na abundancia dos lipideos avaliados quando os individuos desse grupo

foram estratificados de acordo com o grau de obesidade.
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6. DISCUSSAO

A distingdo entre obesidade metabolicamente saudavel e obesidade
metabolicamente nao saudavel tem sido amplamente explorada na literatura como uma
tentativa de explicar a heterogeneidade metabodlica observada em individuos com IMC
elevado. Stefan e colaboradores (2018) discutem que individuos com obesidade
metabolicamente saudavel apresentam menor resisténcia a insulina e niveis reduzidos de
inflamacao sistémica quando comparados aos metabolicamente nao saudaveis;
entretanto, esse fenotipo tende a ser transitdrio, com uma propor¢do significativa de
individuos convertendo para obesidade metabolicamente nao saudavel ao longo do
tempo. Corroborando esses achados, Bliither (2020) reforca que a protegdo metabolica
conferida pelo estado metabolicamente saudavel ¢ transitoria.

Os resultados do presente estudo reforcam que os fendtipos metabolicamente
saudavel e ndo saudavel ndo representam estados completamente distintos, mas sim
diferentes pontos de um processo continuo de transi¢do metabdlica na obesidade. Essa
perspectiva foi sustentada pela analise metaboldmica, que ndo evidenciou diferencas
significativas entre os grupos com obesidade. De forma complementar, a abordagem
lipidomica corroborou esse achado, uma vez que as analises multivariadas de PCA e PLS-
DA revelaram sobreposicdo entre os individuos obesos, em consondncia com o0s
resultados das andlises univariadas. Resultados semelhantes aos observados tém sido
descritos na literatura.

Cheng et al. (2021), ao compararem individuos com obesidade metabolicamente
saudavel e obesidade metabolicamente nao saudavel por meio de analises metabolomicas
globais, ndo identificaram separagdo metabolica consistente entre os subgrupos. De forma
complementar, Petersen et al. (2024) demonstraram que, embora individuos com
obesidade apresentem alteragcdes metabodlicas significativas quando comparados a
individuos eutroficos, as diferencas entre obesidade com e sem comorbidades
metabodlicas sdo sutis e frequentemente insuficientes para caracterizar assinaturas
metabolicas distintas.

Parte da dificuldade em separar os dois grupos pode decorrer da falta de critérios
uniformes e suficientemente rigorosos para definir obesidade metabolicamente saudavel,
uma vez que estudos utilizam diferentes combinacdes de marcadores clinicos,
bioquimicos e antropométricos para estratificacdo dos grupos (Caleyachetty et al., 2017,

Bliiher, 2020). Consequentemente, individuos classificados como metabolicamente
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saudaveis em um estudo podem apresentar perfis metabdlicos compardveis aqueles
definidos como ndo saudaveis em outro, refletindo um espectro continuo de disfuncgio
metabodlica ao invés de categorias claramente separadas. Essa heterogeneidade
metodoldgica limita a identificagdo de assinaturas metabolomicas ou lipidomicas
distintivas e sugere que abordagens com critérios mais rigidos e padronizados seriam
necessarias para reduzir a variabilidade dentro dos subgrupos e aumentar a capacidade de
discriminagdo metabolica entre eles.

No que se refere a assinatura metabolomica identificada no estudo, observou-se que
um conjunto de metabolitos, incluindo Annosquamosin B, Tricoccin S3, N-3-oxo-
tetradec-7(Z)-enoyl-L-homoserine lactone, 6-Oxocativic acid, Pentadecyl acetate, Oleoyl
Sarcosine e 3B-Hydroxy-6B-angeloyloxy-7(11)-eremophilen-12,8B3-olide, pode ser
interpretado predominantemente como reflexo de exposi¢des dietéticas ou ambientais, de
metabolitos secundarios de produtos naturais ou de interagcdes hospedeiro—microbiota,
considerando sua natureza quimica e origem bioldgica descritas na literatura, ndo estando
diretamente associado a vias metabolicas centrais da inflamag¢do cronica ou da
carcinogénese relacionadas a obesidade.

Evidéncias de estudos metabolomicos populacionais indicam que muitos
metabolitos detectados refletem principalmente a dieta e a atividade da microbiota,
contribuindo para diferencas individuais no metaboloma, sem ligacdo direta com
processos patoldgicos cronicos (Scalbert et al., 2014). No contexto dos metabolitos
predominantemente dietéticos e ambientais identificados neste estudo, Wild et al. (2012)
e Rappaport (2016) ressaltam que a obesidade pode alterar a biodisponibilidade, a
distribuicao sistémica e o acimulo dessas moléculas, uma vez que o tecido adiposo atua
como um compartimento dindmico de armazenamento para compostos lipofilicos. Esse
mecanismo pode, a0 menos em parte, explicar a maior abundancia observada de
compostos lipofilicos como Pentadecyl acetate e 3B-Hydroxy-6B-angeloyloxy-7(11)-
eremophilen-12,8B-olide nos grupos com obesidade, bem como suas correlacdes
positivas com o IMC.

Metabolitos derivados de produtos naturais, como Annosquamosin B, Tricoccin S3
e 3B-Hydroxy-6B-angeloyloxy-7(11)-eremophilen-12,83-olide, tém sido amplamente
descritos como marcadores de ingestdo alimentar ou de biotransformagao hepatica de
fitoquimicos, cuja presenca no plasma reflete mais o padrdo dietético e a capacidade
metabolica individual ( Rothwell et al., 2013). A Annosquamosin B, por exemplo, ¢ um

diterpenoide de origem vegetal (4nnona squamosa), que apresentou maior abundancia no
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grupo sem obesidade (NO) em comparagdo aos grupos com obesidade (OB e OBC) (Sun
et al., 2012). Estudos anteriores indicam que dietas ricas em fitoquimicos, especialmente
terpenoides, estdo associadas a perfil anti-inflamatério e protecdo contra estresse
oxidativo, efeitos que poderiam contribuir para a manuten¢do de um estado metabolico
saudavel (Slavin & Lloyd, 2012; Scalbert et al., 2005).

O Gly-Phe ¢ um dipeptideo composto por glicina e fenilalanina, pertencente a classe
dos peptideos bioativos circulantes, que podem derivar de proteinas dietéticas,
degradacao proteica enddégena ou metabolismo microbiano intestinal (Korhonen &
Pihlanto, 2006; Nielsen et al., 2024). Dipeptideos tém sido implicados em regulagdo de
sinalizacdo celular, efeitos antioxidantes e modulacdo do sistema imunologico, embora
seu papel especifico em obesidade humana ainda ndo seja totalmente caracterizado
(Meleti et al., 2025; Pihlanto & Korhonen 2003). No presente estudo, Gly-Phe apresentou
aumento no grupo OB em comparagdo ao grupo NO, sem diferencas entre NO x OBC
além de correlagdo positiva com IMC.

Entre os metabolitos com maior relevancia biolodgica, destaca-se o aumento do
acido 17-octadecynoico (17-ODYA). Trata-se de um 4cido graxo insaturado nao
endogeno ao metabolismo humano, frequentemente identificado em ambientes
patolégicos com presenga bacteriana ou em tecidos humanos associados a estados
inflamatoérios (Altaie et al., 2021; Li et al., 2022). Evidéncias indicam que sua presenca
estd associada a modulagdo da sinalizagdo celular relacionada a ativagdo de macréfagos
e a expressdo de citocinas pro-inflamatodrias, sugerindo um envolvimento na manuten¢ao
de microambientes inflamatorios.

Em estudos conduzidos por Altaie et al., (2021), analises metabolomicas
comparativas de lesdes periapicais identificaram o 17-ODYA associado a microambientes
inflamatorios caracterizados por maior expressdo de citocinas pro-inflamatorias, como
IL-1B, IL-6 e IL-8, bem como por um perfil compativel com polarizacao de macréfagos
para o fenotipo M1. Esses achados foram corroborados por Li et al., (2022), refor¢ando a
associacao do 17-ODYA com estados inflamatorios ativos.

No presente estudo, a maior abundancia de 17-ODYA nos grupos com obesidade
(g= 0,0013 OB e g= 0,0533 OBC) sugere que este metabolito pode refletir um
microambiente metabdlico pré-inflamatorio, potencialmente contribuindo para a
inflamacao cronica de baixo grau caracteristica da obesidade. A correlagdo positiva forte

entre 17-ODYA e IMC apoia a ideia de que esse metabolito se relaciona com adiposidade
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e estresse metabolico sistémico estabelecendo um elo funcional entre obesidade,
inflamacao e potenciais vias pro-tumorais.

O PS(P-20:0/16:0) ¢ um fosfatidilserina plasmaléide, um lipidio de membrana que
atua na manutenc¢ao da integridade celular, sinaliza¢ao apoptotica, regulacao inflamatodria
e funcao mitocondrial (Kimura et al., 2019; Bozelli et al., 2021). O PS(P-20:0/16:0) foi o
unico metabolito que apresentou diferencga associada ao sexo, sendo mais abundante em
individuos do sexo masculino dentro do grupo OBC. Curiosamente, no grupo OB, houve
uma tendéncia de maior abundancia em mulheres, o que pode sugerir que fatores sexuais,
possivelmente relacionados a distribuicao de gordura, perfis hormonais ou diferengas na
composicao lipidica de membranas, influenciam a regulacao desse lipidio em contextos
de obesidade com diferentes perfis metabdlicos (Karastergiou et al., 2012; Palmer &
Clegg, 2015). Além disso, PS(P-20:0/16:0) apresentou tendéncia de aumento apenas na
comparagdo NO x OB, sem diferencas significativas entre NO x OBC, indicando que
alteragdes nesse lipidio podem ocorrer precocemente na progressao da obesidade, antes
da manifesta¢do de comorbidades metabolicas.

O composto  (3S,5R,6R)-3,5-dihydroxy-6,7-didehydro-5,6-dihydro-12"-apo-f3-
caroten-12'-al ¢ um derivado oxidativo de p-caroteno, pertencente a classe dos
apocarotendides, conhecidos por desempenharem papéis importantes na regulacdo de
estresse oxidativo, sinalizagdo celular e modulagdo da inflamacao. Esses metabolitos
podem atuar como precursores de moléculas bioativas que regulam receptores nucleares,
incluindo PPARs e RXRs, influenciando a diferenciacdo adipocitaria, metabolismo
lipidico e sensibilidade a insulina (Zechner et al., 2012; Bohn et al., 2023). Este derivado
carotenoide apresentou tendéncia de aumento no grupo com obesidade associada a
comorbidade (q = 0,051), e correlagdo moderada com o IMC (p = 0,3722; p = 0,0254).

Além da caracterizagdo da assinatura metabolomica, o presente estudo buscou
identificar a assinatura lipidomica associada aos diferentes grupos avaliados. A
predominancia de lipideos entre as varidveis que mais contribuiram para a discriminacdo
entre os grupos, aliada ao fato de que as moléculas com maiores VIP scores em ambas as
analises se concentraram majoritariamente na superclasse de lipideos, reforca o papel
central do metabolismo lipidico na fisiopatologia da obesidade.

Evidéncias crescentes indicam que lipideos ndo atuam apenas como componentes
estruturais, mas também como mediadores ativos de sinalizagdo celular, inflamacao
cronica e remodelagcdo do microambiente tumoral (Beloribi-Djefaflia et al., 2016; Rohrig

& Schulze, A., 2016). Perfis lipidicos alterados na obesidade tém sido associados a
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promocao da proliferacdo celular, evasao da apoptose, estresse oxidativo e alteracdes
epigenéticas, processos centrais na carcinogénese (Nieman et al., 2011; Peck & Schulze,
2019).

No presente estudo, foram identificados 8 lipideos que apresentaram abundancia
diferente entre os grupos. Dentre os compostos detectados, octadecanenitrile, dibutyl
phthalate e octadecane apresentaram menor abundancia no grupo com obesidade
associada a comorbidades (OBC) em comparagdo ao grupo sem obesidade (NO),
enquanto 1-undecene-7-methyl mostrou-se reduzido em ambos os grupos com obesidade.
Essas alteragdes refletem a correlagdo negativa observada com o IMC, moderada para
dibutyl phthalate (p —0,3336) e forte para 1-undecene-7-methyl (p —0,6262), indicando
que a redugdo desses lipideos acompanha o aumento do IMC. Em contraste, octyl
tetracosyl ether, hexadecanoic acid e glycidyl palmitate apresentaram maior abundancia
nos dois grupos com obesidade, em concordancia com suas correlagdes positivas com o
IMC. Octocrylene e octadecane foram os tinicos compostos que diferiram entre os grupos
com obesidade, estando em menor abundancia no grupo com comorbidades associadas.
E,octocrylene, por sua vez, apresentou correlacdo negativa moderada.

Octadecanenitrile, dibutyl phthalate, octadecane, 1-undecene-7-methyl e
octocrylene podem ser interpretados predominantemente como marcadores de exposicao
ambiental e de contato com produtos industriais ou de uso cotidiano. Compostos alifaticos
de cadeia longa, nitrilas, éteres e hidrocarbonetos saturados sdo frequentemente
associados a plésticos, cosméticos, combustiveis fosseis e poeira indoor, sendo
amplamente descritos em estudos de biomonitoramento humano e analises ambientais
(Weschler, 2009; Sifakis et al., 2017; Lim, 2020).

A redugdo sistémica desses compostos, observada principalmente no grupo com
obesidade associada a comorbidades, pode refletir processos de redistribuicao e possivel
sequestro no tecido adiposo, que atua como um reservatorio dinamico de contaminantes
lipofilicos em contextos de expansao e disfuncao adiposa (Sifakis et al., 2017; Hauser &
Calafat, 2005; Hatch et al., 2008; Wassenaar et al., 2017). Nesse sentido, Neel & Sargis,
(2011), propdoem que a obesidade, quando acompanhada de inflamacdo cronica e
altera¢des metabolicas, pode modificar a biodisponibilidade sistémica de desreguladores
enddcrinos e outros xenobidticos, tanto por acumulo tecidual quanto por alteracdes no
metabolismo e na liberacao desses compostos para a circulagao.

O aumento do octyl tetracosyl ether nos grupos com obesidade pode estar associado

a sua elevada lipofilicidade e maior estabilidade metabolica, favorecendo sua ligacao a
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lipoproteinas e outras matrizes lipidicas circulantes, frequentemente aumentadas nesse
estado metabolico (Després, 2012; Stadler & Marsche, 2020). Além disso, éteres
alquilicos de cadeia longa tendem a ser menos suscetiveis a biotransformagao enzimatica
do que ésteres, o que pode reduzir sua depuracao sistémica em individuos obesos (Zanger
& Schwab, 2013; Brill et al., 2017).

Dois lipideos derivados do 4cido palmitico emergiram como marcadores
discriminantes entre os grupos, com aumento significativo nos individuos com obesidade:
o Hexadecanoic acid, 2-hydroxy-1-(hydroxymethyl)ethyl ester, correspondente a um
monoacilglicerol (monopalmitina), ¢ o Glycidyl palmitate, um éster glycidil de acido
graxo saturado. Ambos apresentaram correlagdo positiva forte com o IMC, indicando
associacdo direta com adiposidade, e maior abundancia em individuos do sexo masculino,
possivelmente refletindo diferencas sexuais na distribuicdo de gordura visceral e
metabolismo lipidico (Karastergiou et al., 2012; Santosa & Jensen, 2015; Palmer &
Clegg, 2015).

A literatura indica que a monopalmitina pode influenciar vias metabolicas, inclusive
potencializando a ligacdo do endocanabinoide 2-AG aos receptores CB1/CB2, com
efeitos sobre sinalizag@o inflamatodria e regulagdo energética (Alhouayek et al., 2014; Di
Marzo & Matias, 2005). Nos experimentos conduzidos por Cété et al., (2007), foi
demonstrado que niveis circulantes de endocanabinoides se correlacionam com
adiposidade abdominal e fatores de risco metabdlico, indicando que alteragdes nesse
sistema em individuos com obesidade podem influenciar vias inflamatorias e resisténcia
a insulina.

O glycidyl palmitate, detectado em maior abundancia nos mesmos grupos, ¢
frequentemente encontrado como contaminante durante o processamento de Oleos e
gorduras vegetais (EFSA, 2016). Durante a digestdo gastrointestinal, esse composto pode
ser convertido em glicidol, uma substancia considerada mutagénica e com potencial de
contribuir para processos de carcinogénese (EFSA, 2016; Cheng et al., 2017). Além disso,
acidos graxos saturados e seus metabodlitos podem contribuir para um microambiente que
favorece proliferacdo celular, angiogénese e evasdo imune, além de promover estresse
oxidativo e disfun¢do mitocondrial, potenciais mecanismos de oncogénese associada a
obesidade (Koundouros & Poulogiannis, 2020; Pascual et al., 2017).

A presenca elevada desses lipideos pode refletir ndo apenas alteragdes endogenas
no metabolismo lipidico em estados de obesidade, mas também exposi¢do a dietas ricas

em alimentos ultra-processados, ricos em gorduras saturadas e compostos potencialmente
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nocivos (Ofori et al., 2024; Moradi et al., 2021). Ademais, estes dois lipideos podem ser
indicadores tteis das alteragdes integradas na relagdo entre obesidade, inflamacdo e
possiveis vias pro-tumorais.

Em sintese, o presente estudo evidencia que a obesidade esta associada a alteragdes
em metabolitos e lipideos com reconhecida atividade biologica, especialmente aqueles
relacionados a vias inflamatorias, estresse oxidativo e remodelacdo lipidica, como o 17-
Octadecynoic Acid, o PS(P-20:0/16:0), o Hexadecanoic acid, 2-hydroxy-1-
(hydroxymethyl)ethyl ester e o glycidyl palmitate, todos correlacionados positivamente
com o IMC. Embora nao tenha sido identificado um perfil lipidomico exclusivo da
obesidade associada a comorbidades na populacao estudada, os achados sugerem que as
alteracdes observadas refletem um padrao compartilhado de disfungcdo metabodlica
presente em diferentes estagios da obesidade. Nesse contexto, os resultados
metaboldmicos e lipidomicos fortalecem a discussao do eixo obesidade—cancer ao indicar
a presenga de um ambiente metabdlico sist€émico caracterizado por inflamagdo cronica,
estresse oxidativo e remodelagdo lipidica, condi¢cdes amplamente descritas como
promotoras da inicia¢do e progressao tumoral.

Entre as limitacdes do trabalho, destacam-se o tamanho amostral reduzido e a
auséncia de controle detalhado sobre fatores dietéticos e ambientais dos voluntarios e,
dados sobre massa gorda. Além disso, a definicao dos grupos baseou-se majoritariamente
IMC, uma ferramenta amplamente empregada em estudos epidemioldgicos, mas que
apresenta limitagdes ao nao capturar com precisdo a distribuicdo da gordura corporal.

A inclusdo de medidas complementares, como indicadores de adiposidade total e
central, circunferéncia da cintura, razao cintura-quadril e percentual de gordura corporal,
bem como de pardmetros bioquimicos como niveis de LDL, HDL, colesterol total e
triglicerideos, poderia ter proporcionado uma caracterizagdo metabdlica mais completa
dos individuos avaliados. Ainda assim, essa limitagdo ndo compromete a validade dos
resultados obtidos, uma vez que o IMC permanece um marcador consolidado e relevante
para a estratifica¢do do risco relacionado a obesidade em estudos populacionais.

Ademais, estudos futuros devem contemplar a manipulagdo isolada desses
metabolitos/lipideos em modelos celulares e animais, a fim de avaliar suas respostas
metabolicas, inflamatérias e pro-tumorais. Isso permitiria compreender mais
detalhadamente seu papel na obesidade e em mecanismos relacionados ao cancer, além
de possibilitar a avaliacdio de seu potencial como biomarcadores para essas duas

condig¢des de relevancia global para a satide publica.
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7. CONCLUSAO

A andlise integrada dos perfis metabolomico e lipidomico do soro de individuos
sem obesidade, com obesidade ¢ com obesidade associada a comorbidades permitiu
identificar alteracdes metabdlicas consistentes associadas ao IMC elevado. As
abordagens multivariadas e univariadas evidenciaram que a obesidade esta relacionada a
um remodelamento metabodlico sistémico, refletido principalmente em mudangas no
metabolismo lipidico, no balango redox e em vias associadas a inflamagao cronica e ao
estresse oxidativo.

A estratificagdo da populacdo em trés grupos mostrou-se relevante para explorar a
heterogeneidade metabolica da obesidade, ainda que ndo tenha sido identificado um perfil
metaboldmico ou lipidomico exclusivo da obesidade associada a comorbidades. Esse
achado sugere que muitas das alteragdes observadas emergem ao longo da progressao da
obesidade e podem estar presentes mesmo antes do estabelecimento clinico de disfungdes
metabolicas mais graves, reforcando a ideia de um continuum metabolico.

Dentre as moléculas diferencialmente expressas, um conjunto restrito de
metabolitos e lipideos destacou-se por apresentar maior atividade biolodgica e consisténcia
entre as andlises, configurando-se como os principais candidatos a sustentar a hipotese
central do estudo. E, em conjunto, os resultados fortalecem a hipotese de que a obesidade
contribui para alteracdes metabdlicas sistémicas capazes de dialogar com mecanismos

centrais da carcinogénese, contribuindo para o entendimento do eixo obesidade—cancer.
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9. ANEXOS
9.1. Autorizacao CEP/UFU

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADODS DA EMENDA

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

Pesquisador: Renata Graciele Zanon

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 45440821 2 0000.5152

Instituigao Proponente: Instituto de Ciéncias Biomedicas

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Mumero do Parecer: 4 944 853

Apresentagio do Projeto:

*Para o estudo, serao recrutados de 43 pacientes portadores de obesidade grau | & 30 pacientes naoc
obesos nao obesos, considerando estudo de BRATTI, 2017, O grupo dos portadores de obesidade sera
reprezentada 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 Uberandia (HC-UFU) e oufros setores relacionados, cujo o responsavel 2 o Prof. Dr. Ricardo
Rodrigues. Essa coleta sera realizada pelo profissional que comuments reafiza a puncao venosa de sangue
na devida unidade e posteriormente este sera repassado para o Laboratorio de Morfologia e Cultura Celular
(LAMOC) da Universidade Federal de Uberandia (LIFU), cuja a responsavel & a Profa Dra Renata Graciele
Zanon. Antes do procedimento, todos os participantes serac questionados a fim de preencher uma ficha de
avaliacao, onde sera averiguado 22 05 MEeSmos 32 encaixarad nos oitencs de inclusao e alem disso, antes
gue ¢ procedimento seja realizado, o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) sera
apresentado, explicado e devidamente assinado pelo participante. De cada paciente recrutado, sera
coletado 30ml de sangue acondicionados assepticamente em dois tubos de ensaio estersiz de 15 ml. Uma
vez que o material tenha sido coletado, as amostras serao levadas ao Laboratono de Morfologia e Cultura
Celular {(LAMOC), onde ocorrera a separacac do plasma e soro; os experimentos serao realizados,
utilizando linhagens de celulas tumorais com meio de cultura



cefular DMEM suplementade com 10 % de soro de individuos CB e CT (BRATTI, 2017). Sera realizado
analises a fim de detectar os niveis de especies reativas de oxigenio (ROS5), como POLLONI et al_, 2019.
Detectar quebras no DNA, como SILVA et al, 20ME. Introducas de biomarcadores de genotoxicidade por
ensaio de micronucleo, como FENECH et al., 2003. Monitoramento de viabilidade cefular, considerando as
indicacoes de uso do Kit, vinde pelo fabricante. Avaliacao a capacidade migratona, como MOCELLIN et al.,
2016. E, marcacao de p65, Bel2, Ki-67, GFAP e |BA por western blotting, conforme descrito por
BERBERICH et al., 1999. O soro derivado dos pacientes sera inativado a 560C por 30 minutcs para todos
05 expenmentos.”

Dbjetivo da Pesquisa:

Ohistivo Primaric;

Estudar a influéncia do soro de portadores de obesidade grau 1, no desenvolvimento & na progressao das
caracteristicas malignas em trés linhagens celulares de glioblastoma (T98G, A172 2 U-37TMG) de origem
humana, in vitro.

Ohijetivo Secundario:

Verificar se o soro de pacientes obesos grau | possui a capacidade de fazer com que, celulas normais
adguiram um perfil tumoral; detectar especies reativas de oxigénio intracelular (ROS) por ensaio DCFDA;
datectar quebras no DNA pela técnica de TUNEL; dosar niveis de instabilidade genética por analise de
microndcleos; monitorar viabilidade celular; avaliar a capacidade migrataria; marcar peS, B2, Ki-67, GFAP
e |BA por western blotting.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

s Ascos decomentes do projeto 230 minimos umMa Vez que os pacientes somente realizardo o procedimanto
de coleta do soro (sangue), caso ja seja uma indicagdo prévia do Ambulatdrio de Endocrino & Cirurgia
Barigtrica do HC-UFLU, no entanto, com isso, pode haver um emmo na coleta & por consequéncia, um edema
no local. Alem que, pode existir a chance de identificago do individuo, por isso iremos frabalhar com
codigos para que este risco seja reduzido.

Benaficios:

O beneficio decomente do projeto serd cbtengio de informacdes relacionadas & compreensio de fatores
envolvendo a associacdo dos canceres de sistema nervoso central & obesidade. Acreditamos ser de suma
importdncia, analisarmos =2, o paciente portader de obesidade, & mais susceptivel ao desenvolvimento
progressao de caracteristicas malignas nas culturas de
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glioblastornas, gerando novas perspectivas de prevengio e terapéutica.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Emenda proposta:

Modificagdo 1 (alteragdo na ficha de avaliagdo, TCLE e acréscimo de 3 quesiionarios)

Inicialmente, nossa pesquisa contava que, o pacients recrutado seria “submetido 4 uma ficha de avaliagdo™,
contendo uma media de 21 perguntas, & cerca da sua salde e habitos de vida; para responder tal ficha
serig necessano que o mesmo, tivesse aproximadamente 10 minutos de disponibilidade™.

Apos indicage de uma consultoria estatistica, foi sugerido gue, a devida ficha de avaliacio seja preenchida
por meio de dados coletados pelo prontuario eletrdnico, anteriormente ao contato com o paciente. Com
excecao apenas, dos dados que ndp forem encontrados no prontuario. Alem disso, essa ficha soffeu uma
medificacdo de, aproximadamente 21 questies, para 24 questdes (pagina 2, pagina 9 e anexo contendo o
TCLE), considerando que, grande parte dos dados sdo enconfrades comuments nos prontudrios; nao
haveria grande modificagdes no tempo de aplicagde, se necessario.

Foi sugerido tambem gue, a obtengdo de informagdes com relagao a qualidade de vida, rotina de atividade
fizica e guestdes socicecondmicas sejam coletadas por meio de questionarios validados e usualmente
utilizados para pesquisas. Com izso, poderiames enriquecer o frabalho com dados mais abrangentes do
publico recrutado para a pesquisa.

Apos discussdo com o responsavel pelo Ambulatorio de Endocrino e Cirurgia Bariatrica do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal de Uber&ndia (HC-UFU), foi levantado a possibilidade de coletar os dados
de tais guestionarios {sugeridos para inclusdo) na “sala de espera”. Foi informado que, considerando a
grande demanda do ambulatorio, os pacientes normalmente chegam cedo, passam por um setor de triagem,
retomam a sala de espera e posteriormente, passam pela consulta. Uma vez ja tendo visto o prontugno e
identificado gue este paciente se encaixa nos critérios do estudo, abordaria o mesmo durante o periodo de
espera; neste periodo, seria feito o convite para participar do projeto e as devidas explicagbes & cerca de
seu objelivo; caso seja do interesse do sujeito participar, o TCLE seria apresentado & as perguntas dos
guestionarios realizadas.

Oz questiondrics acrescentados serjo;

1. Versdo brasileira do guestionano de qualidade de vida — SF — 36: Questdes relacionadas a salde,
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a forma como se sente e sobre sua capacidade de desempenhar as atividades habituais. Contendo 11
guestdes, algumas com sub-perguntas (altemnativa 1, 2, 3, 4 e S ou a, b, ¢, d e ), todas fechadas.

2. Cuestionario de atividade fisica hahitual de Bascke: O questiongrio Bascke mostrou-s2 um instrumento
pratico para avaliar a atividade fisica habitual, aliando rapidez na aplicabilidade e facilidads no entendimento
para as respostas, sendo indicado para estudos epidemiclogicos no Brasil. Este instrumento & composto por
16 questdes e abrange trés componentes da atividade fizica: 1) atividades fisicas ocupacionais (01 a Q8);
2) exercicios fisicos praficados durante o tempo de lazer (09 a Q12); e 3) afividades fisicas durante o tempo
de lazer e atividades fisicas de locomogio, excluindo exercicios fisicos (213 a @16). Contendo 16 questbes;
sendo apenas 2 guesties abertas.

3. Questiondrio socioecondmico: Na literatura conzultada ndo encontramos nenhum um questionario
validado, para guestdes socicecondmicas. Portanto, modificamos o “Questionario Socioecandmico
EMCCEJA 2013". Contendo 13 guesties de miltiplas escolhas.

Modificacdo 2 (reajuste da quantidade de mil de sangue & ser colstado por paciente: Devido & alguns
estudos mais aprofundados, incialmente serd necessario a coleta de apenas 10 ml de sangue 2 ndo 30 mi
como consta no projeto submetido anteriormente (pagina 2, pagina 9 2 anexo contendo o TCLE).

Modificagio 3 (acréscimo de mals um quesito de exclusio no grupo de participantes obesos): Os critérios de
inclusdo para pacientes obesos serdo_ . e pacientes cirurgia pos-bariatrica (paginag 17).

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:
Foram apresentados.

Conclusdes ou Pendéncias & Lista de Inadequagies:
Diante do exposto e de acordo com as atibuigdes definidas na Resolugio CNS n® 466 de 2012 e na Morma
Operacional n® 001 de 2013 do CNS, manifesta-se pela aprovatio da emenda de pesquisa proposta.

Consideragies Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

74



75

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacio
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES _BASICAS 181424 23/08/2021 Aceito
do Projeto B _E1 pdf 23:09:03
Outros Ementa_Detalhada.docx 23082021 |Matalia Femreira Silva | Acsito

30252
Outros Ficha_de Avaliacao_ docx 23082021 |Matalia Femreira Silva | Acsito
23:01:54
TCLE ! Termos de | TCLE.docx 23/08/2021 |Natalia Ferreira Silva | Aceito
Aszentimenta / 230137
Jusiificativa de
Auséncia
Outros Questionario_Sociceconomico.docx 23/08f2021 |Natalia Ferreira Silva | Aceito
2254756
Outros Questionaric_de_atvidade_Fisica_Habit| 23/08/2021 |Matalia Ferreira Silva | Aceito
ual de Baecke doex 2235415
Outros SF_36.docx 23082021 |Matalia Ferreira Silva | Acsito
22-53:40
Projeto Detathado /| Projeto.docx 23082021 |Matalia Fermeira Silva | Aceito
Brochura 22-50:07
| Investigador
Outros Pendencias docx 18/05/2021 | Matalia Ferreira Silva | Acsito
150
Outros Curriculo_Lattes_dos_Pesquisadores.do| 0%04/2021 |Natalia Ferreira Silva | Aceito
Cx 15:40:07
Declaracao de Declaracao_da_Instituicao_Coparticipan| 0304/2021 |Natalia Ferreira Silva | Aceito
Instituicio e te pdf 15:36:17
Infraestrutura
Outros Termo_de_Compromisso_da_Equipe E| 0904/2021 |Natalia Ferreira Silva | Acsito
xecuiors. pdf 15:36:05
Fotha de Rosio Folha de Rosto pdf 05910472021 [Natalia Ferreira Silva | Acsito
15:33:56

Situagio do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:

M&o

UBERLANDIA, 31 de Agosto de 2021

Assinado por:

Karine Rezende de Oliveira

{Coordenadoria))
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9.2. Termo de Consentimento
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

O Sr (a) esta sendo convidado (a) para participar da pesquisa intitulada “Uso do soro de obesos no estudo in vitro do
desenvolvimento e progressdo de canceres cerebrais™, sob a responsabilidade dos pesquisadores Prof* Dr* Renata
Graciele Zanon, Prof. Dr. Ricardo Rodrigues e Natalia Ferreira Silva.

Nesta pesquisa nos estamos buscando estudar a influéncia do soro de obesos no desenvolvimento e na progressdo das
dos canceres cerebrais.

O Termo/registro de Consentimento Livre e Esclarecido sera obtido pelo pesquisador Prof. Dr. Ricardo Rodrigues,
anteriormente ao inicio da coleta de dados em um momento pré-determinado onde sera devidamente esclarecido a
finalidade do projeto.

Na sua participagdo, vocé sera submetido a algumas questdes a cerca da sua saude, habitos de vida e condigoes
socioecondmicas; para responder tais questdes sera necessario que vocé tenha disponibilidade de aproximadamente 30
minutos. Posteriormente, serd feita a coleta de 10ml de sangue, que se realizard somente uma vez, durante seu
acompanhamento no Ambulatério de Endodcrino e Cirurgia Bariatrica do Hospital de Clinicas da Universidade Federal
de Uberlandia (HC-UFU) e outros setores relacionados. Essa coleta seré realizada pelo profissional que comumente
realiza a punc¢do venosa de sangue na devida unidade e posteriormente este serd repassado para o Laboratério de
Morfologia e Cultura Celular (LAMOC) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), cuja a responsavel ¢ a Prof*
Dr* Renata Graciele Zanon, para realizagdo de outras analises.

Em nenhum momento vocé sera identificado. Os resultados da pesquisa serdo publicados e ainda assim a sua identidade
sera preservada.

Vocé ndo tera nenhum gasto e ganho financeiro por participar na pesquisa. Havendo algum dano decorrente da
pesquisa, vocé tera direito a solicitar indeniza¢do através das vias judiciais (Coédigo Civil, Lei 10.406/2002,
Artigos 927 a 954 e Resolucio CNS n° 510 de 2016, Artigo 19).

Os riscos consistem na possibilidade de identificacdo do mesmo no momento da coleta de dados, porém sua identidade
sera preservada quando os resultados da pesquisa forem publicados. Os beneficios serdo com relagdo a obtengdo de
informagdes relacionadas a compreensao de fatores envolvendo a associag@o dos canceres de sistema nervoso central
¢ a obesidade.

Vocé ¢ livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem nenhum prejuizo ou coagao.
Uma via original deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficara com vocé.

Qualquer duvida a respeito da pesquisa, vocé podera entrar em contato com: Prof* Dr* Renata Graciele Zanon ou
Natalia Ferreira Silva no enderego: Av. Amazonas, 1777-1867 - Umuarama, Bloco 2A, Departamento de Anatomia
Humana, Uberlandia - MG, 38405-302 e com o Prof. Dr. Ricardo Rodrigues, no Ambulatorio de Endocrino e Cirurgia
Bariatrica do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU).

Para obter orientacdes quanto aos direitos dos participantes de pesquisa acesse a cartilha no link:
https://conselho.saude.gov.br/images/comissoes/conep/documentos/Cartilha_Direitos_Eticos 2020.pdf.

Podera também entrar em contato com o CEP - Comité de Etica na Pesquisa com Seres Humanos na Universidade
Federal de Uberlandia: Av. Joao Naves de Avila, no 2121, bloco A, sala 224, Campus Santa Monica — Uberlandia —
MG, CEP: 38408-100; fone: 34-3239-4131. O CEP e um colegiado independente criado para defender os interesses
dos participantes das pesquisas em sua integridade e dignidade e para contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro
de padrdes éticos conforme resolugdes do Conselho Nacional de Saude.

Uberlandia,  de de 2022

Q@um"a@mdem z;\u@_; Q;@Q%Roblﬁéueg Jodeltion Somecan Seluo

Assinatura dos pesquisadores

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apos ter sido devidamente esclarecido.

Participante da pesquisa
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