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RESUMO

Evidéncias demonstram uma associa¢do entre 0 aumento dos niveis de estresse cronico e o
desenvolvimento de diferentes patologias, promovendo um desgaste do organismo que acelera
a taxa de declinio das fungdes fisioldgicas levando a senescéncia celular. A possibilidade de
identificar potenciais biomarcadores em estagios iniciais de exposicdo a condi¢Ges adversas e
acompanha-los ao longo da progressdo clinica, podem torna-los ferramentas extremamente
uteis no esclarecimento de diversas desordens. As sequéncias finais dos cromossomos,
denominadas telémeros, representam um novo biomarcador de senescéncia celular. Sao
responsivos a mudangas ambientais e parecem ter um papel essencial no ajuste das respostas
fisiologicas e socioambientais. O encurtamento dos telémeros ao longo do ciclo vital esta
associado a diferentes variaveis de estilo de vida, estresse oxidativo ou psicolégico e doencas
cronicas, sugerindo que o comprimento dos teldomeros pode ser reconhecido como um bom
indicador do estado geral de salde e da idade bioldgica dos individuos. Dessa forma, o
objetivo desse estudo foi padronizar e estabelecer uma técnica para a determinacdo do
comprimento relativo de telémeros por gPCR (através da razdo T/S), a partir de trés tecidos
diferentes, e validar a técnica em trés desordens diferentes em relacdo a suas respectivas
populacbes controle. A analise dos resultados demonstrou que foi possivel padronizar a
deteccdo do comprimento relativo de telémeros em leucécitos e em células mononucleares de
sangue periférico (PBMC), baseado na técnica de gPCR. Utilizamos amostras de trés coortes
diferentes para validar nossa padronizagcdo de gPCR. Na primeira coorte ndo observamos
diferencas no comprimento de teldmeros em leucécitos de criancas ex-prematuras e seus
controles (teste Mann-Whitney, P = 0,5219). Todavia, criancas portadoras de asma severa
apresentaram telébmeros de leucdcitos significativamente mais curtos que as criangas
portadoras de asma leve ou do grupo controle (teste Kruskal-Wallis, P = 0,0426). Ainda,
detectamos um encurtamento significativo de telomeros entre o grupo asma severa, quando
comparadas ao grupo controle e ao grupo asma leve (pds-teste de Dunn, P < 0,05). Além
disso, observamos uma diminuicdo do comprimento de telomeros em PBMC de adultos
portadores de obesidade severa e o seu grupo controle (teste Mann-Whitney, P = 0,0006).
Esse efeito foi significativo e se manteve presente apds ajuste para idade (teste Mann-
Whitney, P = 0,026). Também observamos uma correlacdo inversa significativa entre a o
comprimento de teldmeros e a idade de individuos portadores de obesidade (r = -0,4108, P =
0,0116) e o IMC de ambos os grupos (r = -0,4174, P = 0,0005). De acordo com a analise dos
resultados desse estudo, em consondncia com dados obtidos na literatura, é possivel inferir
que teldmeros podem se tornar uma importante ferramenta para auxiliar em estudos sobre as
bases moleculares do desenvolvimento de diversas patologias, com a finalidade de elucidar os
mecanismos que possam acelerar o processo de envelhecimento.

Palavras-chave: Comprimento de telémeros; gPCR; biomarcador; senescéncia celular, ex-
prematuros, asma, obesidade.
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ABSTRACT

Evidences demonstrate an association between increased levels of chronic stress and
development of various pathologies, promoting damage to the organism which accelerates the
decline of physiological functions leading to cellular senescence. The ability to identify
biomarkers in early stages of exposure to adverse conditions and accompany them along
clinical progression can make them extremely useful tools to elucidate several disorders.
Telomeres, the ends of linear chromosomes, represent a new biomarker of cellular
senescence. They are responsive to environmental changes and appear to play an essential
role in the setting of physiological and social responses. The telomere shortening over the life
cycle is associated with different lifestyle variables, oxidative or psychological stress and
chronic diseases, suggesting that telomere length can be recognized as a good indicator of
general health and biological age of individuals. Thus, the aim of this study was to establish a
technique to detect relative telomere length by qPCR (T/S ratio) from three different tissues
and validate the technique in three different disorders in relation to their respective controls.
The results demonstrated that it was possible to standardize the detection of the relative
telomere length in leukocytes and in PBMC using a gPCR-based method. We used samples
from three different cohorts to validate our g°PCR. We didn't observed a difference in telomere
length in leukocyte from ex-preterm children and control (Mann-Whitney test, P = 0.5219).
The severe asthma group had significantly shorter telomeres when compared to the control
and mild asthma group (Kruskal-Wallis test, P = 0,0426) and . There was a significant
difference when severe asthma were compared to diferenca significativa entre o grupo asma
severa, quando comparada ao asma leve (teste pos-hoc de Dunn, P < 0,05). We also observed
a significant difference in telomere length in PBMC in adults with obesity when compared to
controls (Mann-Whitney test, P = 0.0006). This effect was still present, and remained so after
adjustment for age (Mann-Whitney test, P = 0.026). We also observed a significant inverse
correlation between the telomere length and adults with obesity (r = -0.4108, P = 0.0116), and
BMI in both groups (r = -0.4174, P = 0.0005). According to the analysis of this study and in
line with data from the literature, we can infer that telomeres might become important tools to
support studies on the molecular basis of the development of various diseases, in order to
elucidate mechanisms that might accelerate the aging process.

Keywords: Telomere length; gPCR; biomarker; cellular senescence, ex-preterm, asthma,
obesity.
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LISTA DE ABREVIATURAS

8-0xoG 8-oxoguanina

aTL Comprimento absoluto de telémeros
pb Pares de base

EDTA Acido etilenodiaminotetracético

Flow-FISH  Hibridizagéo fluorescente in situ por citometria de fluxo

DDR Resposta ao dano no DNA

DKC1 Proteina disquerina

DNA Acido desoxirribonucleico

DPBS Solugéo salina tamponada com sulfato de Dulbecco
kb Quilobases

IMC indice de massa corporal

M1 Estagio 1 de mortalidade

M2 Estagio 2 de mortalidade

p21 Inibidor da atividade de cinases dependentes de ciclina
p53 Supressor tumoral p53

PBMC Células mononucleares de sangue periférico

PCR Reacdo em cadeia da polimerase

PNA Peptideo de &cido nucleico

pRb Proteina de retinoblastoma

PRINS Primed in situ

gPCR Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real
Q-FISH Hibridizacdo fluorescente quantitativa in situ
RNA Acido ribonucleico

ROS Espécies reativas de oxigénio

rTL Comprimento relativo de teldmeros

STELA Anélise do comprimento Unico de telémeros
TCAB1 Proteina da telomerase acesséria ao corpo Cajal-1
TCLE Termo de consentimento livre e esclarecido

TR RNA molde da telomerase

TERT Transcriptase reversa da telomerase

TRF Fragmentos de restricdo terminais

T/S Razdo entre comprimento de teldmeros e copias do gene copia unica



1. INTRODUCAO

1.1. TELOMEROS

1.1.1. Historico

A possibilidade da presenca de estruturas especializadas no final dos cromossomos
surgiu em 1938, quando Herman Muller observou, durante sua pesquisa com moscas de
frutas, que raios X eram capazes de causar quebras nos cromossomos, e que essas quebras
ocasionalmente se fusionavam, porém as extremidades dos cromossomos nunca Sse
fusionavam (Muller 1938). Simultaneamente, em um estudo independente, Barbara
McClintock observou um processo semelhante em cromossomos dicéntricos de milho
(MCCLINTOCK, 1939). A concluséo natural foi que as extremidades eram de alguma forma,
protegidas por alguma estrutura, denominado por Muller de teldmeros (do grego telos, fim, e
meros, parte).

Leonard Hayflick demonstrou em 1961, que células dipl6ides possuiam um potencial
proliferativo in vitro limitado, de forma que as células ndo eram capazes de sofrer divisdes
indefinidamente. O momento em que as células cessavam seu ciclo foi, pela primeira vez,
denominado como estado senescente (HAYFLICK; MOORHEAD, 1961). Anos mais tarde,
estudos sobre a replicacdo do &cido desoxirribonucleico (DNA) de Jim Watson (WATSON,
1972) e de Alexey Olivnikov (OLOVNIKOV, 1971) revelaram particularidades do processo
de replicacdo do DNA, corroborando a teoria da senescéncia proposta por Hayflick.

Em 1978, Elizabeth Blackburn e Joe Gall observaram, durante o sequenciamento do

DNA do genoma macronuclear do protozoario ciliado Tetrahymena, a repeticdo em tandem
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do hexdmero TTGGGG sintetizado no sentido 5°—3° de diversas moléculas de DNA
(BLACKBURN; GALL, 1978).

A partir da descoberta dos telomeros, varios estudos surgiram com a intencdo de
investigar a funcdo dessa estrutura cromossomal. Em 1982, Jack Szostak comprovou a
conservacao dos teldmeros ao longo da evolucédo das espécies, demonstrando que a adi¢ao da
sequéncia telomérica de Tetrahymena ao DNA de levedura previamente linearizado, impedia-
Ihe de voltar a sua estrutura circular apds a recombinacdo. Dessa forma definiu-se uma das
funcBes dos telémeros como estruturas especializadas responsaveis por evitar ou impedir a

fusdo cromossomo-cromossomo (SZOSTAK; BLACKBURN, 1982).

1.1.2. Estrutura e funcdo dos telémeros

Hoje em dia, sabe-se que teldmeros sdo complexos nucleoproteicos localizados nas
extremidades de cada cromossomo (Figura 1). Sdo constituidos por uma sequéncia de
nucleotideos em tandem ndo codificante, tipicamente consistindo em repeti¢cbes ricas em
guanina na extremidade 3°’OH do DNA, denominada como fita-G (STEWART; WEINBERG,
2006). A fita complementar (extremidade 5° do DNA) é rica em citosina, € denominada como
fita-C. A fita-G ¢ sintetizada no sentido 5°—3’, sendo mais longa (cerca de 150-200
nucleotideos) que a fita complementar — em razao da saliéncia no final 3°OH de fita simples

(KAZDA et al., 2012) (Figura 2A).
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Telédmero

Figura 1. Composi¢do do cromossomo eucaridtico e localizacéo dos teldmeros. Adaptado de (NILSSON, 2014).

O numero de repeticdes da sequéncia telomérica varia amplamente entres as espécies,
apresentando alta conservacdo de sua sequéncia em organismos eucariotos (NELSON;
SHIPPEN, 2012) desde 4,5 repeti¢cbes G4T,4 no ciliado Oxytricha nova, até 350-500 pares de
base (bp) em Saccharomyces cerevisiae. Em mamiferos, a sequéncia de nucleotideos dos
telomeros € formada pelo hexamero TTAGGG, sendo que 0 numero de repeticdes também é
variavel (Figura 2B). Em humanos, o nimero de repeti¢des pode variar entre 10-15 quilobases
(kb), e em roedores, o nimero de repeticdes € maior, entre 20-50 kb (NANDAKUMAR,;
CECH, 2013).

Telébmeros tém a funcdo de proteger o genoma contra a degradacdo nucleolitica,
recombinacdo espontanea, eventos de reparo que ocasionem fusdo cromossdmica e rearranjo
das quebras de fita dupla da sequéncia de DNA (SHAMMAS, 2011), além de auxiliar no
posicionamento cromossomal e regular a capacidade replicativa celular (MEEKER et al.,

2002), conferindo estabilidade cromossémica e manutencdo da homeostase genémica.
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A ,
Saliénciadafita-G

A

Fita-G 5’ TTAGGG 3!
Fita-C 3’ AATCCC 57

Volta-T

5" TTAGGG
3’ AATCCC

Figura 2. Estrutura dos telémeros de mamiferos. A) Caracterizacdo da saliéncia da fita-G, em relacéo a fita-C.
B) A interacdo da sequéncia telomérica com as proteinas do complexo Shelterin estabilizam a formacéo da
volta-T e volta-D, impedindo o reconhecimento da saliéncia da fita-G como quebra de fita simples . Adaptado

de (O'SULLIVAN; KARLSEDER, 2010).

1.1.2.1. Replicagdo telomérica

O genoma de organismos eucariotos é composto por moléculas lineares de DNA que
se condensam, em associacdo com histonas, formando cromossomos individuais — a
morfologia e 0 nimero de cromossomos geralmente séo espécie-especificos (ZHDANOVA,
MININA 1U; RUBTSOV, 2012). A fim de manter e preservar o genoma original durante a
proliferacéo, a célula tem de executar um mecanismo de replicacdo completo dos teldmeros,

impedindo que sejam reconhecidos como quebras de DNA — originando cromossomos
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dicéntricos por recombinacao génica. Por outro lado, se os telémeros ndo séo completamente
replicados, parte de alguns genes vitais podem ser perdidos a cada divisdo celular (FOULADI
et al., 2000).

A enzima DNA polimerase utiliza a fita molde de DNA para sintetizar a molécula
filha complementar sempre no sentido 3’—5” do DNA. Devido ao processo de replicacdo
celular ser semiconservativo, telémeros de organismos eucariotos terminam com protrusdes
em ambas as extremidade 3°’OH dos cromossomos (HUG; LINGNER, 2006).

Dessa forma, o processo de duplicacdo de DNA ndo é homogéneo. A fita continua
(leading strand), que se estende no sentido 5°—3’ durante o processo de formagdo da bolha
de replicacdo (originada pela atividade de helicases), € duplicada continuamente. Ja a fita
descontinua (lagging strand), que se estende no mesmo sentido, é duplicada no sentido oposto
a formacdo da bolha de replicacéo, resultando em uma replicacdo descontinua — sintetizando a
nova fita em pequenos fragmentos de DNA a partir do anelamento de varios iniciadores de
acido ribonucleico (RNA), que se alongam gerando fragmentos de nucleotideos, denominados
fragmentos de Okasaki. Esses fragmentos comecam a ser sintetizados apds a bolha de
replicacdo atingir uma extensdo razoavel, contribuindo para a replicacdo tardia da fita
descontinua (lagging). Os iniciadores de RNA sdo sistematicamente degradados e
substituidos por fragmentos de DNA pela atividade da enzima exonuclease 5°—3” (ZAHA,
FERREIRA; PASSAGLIA, 2011; BONATO, 2004). Porém, a maquinaria de replicacdo do
DNA gera uma protrusido na extremidade 3’OH da fita descontinua ao final do processo, pela
incapacidade da DNA polimerase replicar completamente a fita descontinua, uma vez que o
fragmento de Okasaki ndo possui molde, ocasionado pela formacdo de um gap, apos a
degradacéo do iniciador de RNA (CHAI et al., 2006) (Figura 2A).

Esse processo celular natural denominado problema final de replicagdo foi descrito

primeiramente por Jim Watson, o qual percebeu a perda progressiva de nucleotideos na
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extremidade 3’OH dos cromossomos, a cada divisdo celular (WATSON, 1972). O namero de
nucleotideos que é removido a cada divisdo celular ndo é constante, uma vez que depende de
alguns fatores, como a posicao e o tamanho da sequéncia de nucleotideos do Gltimo iniciador
de RNA que serve como molde para o inicio da sintese da nova fita de DNA, além do tempo

de extensdo da nova sequéncia (WELLINGER, 2014).

1.1.3. Marcador de idade bioldgica

Dessa forma, o processo natural de encurtamento da sequéncia telomérica pode
representar o ritmo do processo de envelhecimento, podendo ser comparado a um “relogio
mitotico”, refletindo a histdria proliferativa celular (SHAMMAS, 2011). Essa definicéo
sugere que o comprimento de telémeros poderia ser considerado um marcador de idade
bioldgica alternativo, tanto a nivel celular quanto sistémico, refletindo o organismo. Dessa
forma, o encurtamento acelerado da sequéncia telomérica poderia ser denominado como um
potencial biomarcador relacionado a aceleracdo do processo de envelhecimento (BUTT et al.,
2010).

A homeostase da estrutura telomérica é espécie-dependente e tecido-especifica,
variando sua taxa de encurtamento com a idade e entre 0s cromossomos de um mesmo
individuo (FORSYTH; WRIGHT; SHAY, 2002). Durante o desenvolvimento embrionério de
vertebrados, o comprimento dos teldmeros se mantém constante na maioria dos tecidos pela
acdo da enzima telomerase. Entretanto, apds o nascimento, telébmeros de células somaticas
sofrem encurtamento progressivo, a cada divisao celular, devido ao silenciamento da enzima
(MONAGHAN; HAUSSMANN, 2006). Alguns tecidos, como celulas de mucosa intestinal e
células de sangue periférico tém alto nivel de renovacdo, acarretando em uma alta taxa de

proliferacéo celular, contribuindo para o encurtamento acelerado de seus telémeros. Ja tecidos
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com menor taxa de renovacdo, como cérebro e células musculares, apresentam comprimento
de teldmeros mais estaveis (TAKUBO et al., 2002).

A perda sucessiva de nucleotideos a cada replicacdo celular € um processo fisiologico.
Porém, ao atingir um comprimento critico, induz sinais de resposta ao dano ao DNA (DDR),
resultando na saida da célula do ciclo celular e induzindo a cascata de senescéncia celular
(PRESCOTT et al., 2012). A parada do ciclo celular ¢ estabilizada por sinais que ativam as
vias metabolicas do gene supressor tumoral p53, induzindo a transcri¢cdo de gene inibidor da
atividade de cinases dependentes de ciclina (p21). A transcricdo do gene p21 ativa 0 oncogene
proteina de retinoblastoma (pRb), limitando o mecanismo proliferativo, denominado estagio 1
de mortalidade (M1) (GOMEZ et al., 2012). Embora as células permanecerem
metabolicamente ativas, elas ndo continuam seu ciclo proliferativo, adquirindo caracteristicas
apoptoticas (SHAY; WRIGHT, 2005). Ao alcancar o estdgio M1, as células previnem a
propagacdo de mutagénese, impedindo o desenvolvimento tumoral (STEWART,;
WEINBERG, 2006). Dessa forma, a capacidade das células somaticas proliferarem até
atingirem um fendtipo senescente, iniciando a transcricdo de genes que estimulariam a cascata
apoptética, deu origem ao termo Limite de Hayflick (SHAY; WRIGHT, 2000).

Todavia, a célula pode retomar sua taxa proliferativa pela supressao da via metabdlica
do gene p53, inativando a parada de seu ciclo, evitando a entrada no estagio senescente M1
(BURNS; RICHTER, 2008). Dessa forma, as células adquirem capacidade proliferativa
ilimitada, de modo que seus telébmeros encurtem até atingir um momento critico, incapazes de
proteger a extremidade dos cromossomos, resultando no surgimento de anomalias
cromossémicas, como fusdo de quebras de fitas de DNA e pontes de anafase. Nesse ponto, as
células alcancam o estagio 2 de mortalidade (M2), apresentando altas taxas de apoptose

decorrentes da instabilidade genémica (ZOU et al., 2009) (Figura 3).
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Figura 3. Encurtamento de telomeros controla a capacidade proliferativa de células somaticas. Adaptado de

(LONDONO-VALLEJO, 2004).

1.1.3.1. Telomerase

No inicio da década de 1970, Olovnikov levantou a hipdtese de que uma enzima
especial poderia ser capaz de compensar a perda de nucleotideos resultantes do problema final
de replicacdo (OLOVNIKOV, 1971). Essa enzima, denominada telomerase, foi descoberta em
1987 por Greider e Blackburn (GREIDER; BLACKBURN, 1987). A telomerase é uma
enzima com atividade transcriptase reversa especializada, responsavel pela sintese de novo do
DNA telomérico, sendo o principal mecanismo fisiologico pelo qual as células de mamiferos
estendem a sequéncia de seus teldmeros. Em humanos, a telomerase adiciona a repeti¢cdo do

hexamero TTAGGG a saliéncia 3’OH da fita-G, ao final dos cromossomos. (HUKEZALIE;

WONG, 2013).

21



O ndcleo catalitico da telomerase € um complexo ribonucleoproteico composto por
uma subunidade polipeptidica transcriptase reversa da telomerase (TERT), e um RNA molde
da telomerase (TR), a qual pertence a familia de RNA’s ndo codificantes (RUBTSOVA et al.,
2012). A atividade da telomerase age como uma resposta ao encurtamento de telémeros
associado com a replicacéo celular e eventos de degradacdo ao DNA (BLACKBURN, 2001).
Além disso, o complexo da telomerase contém varios componentes adicionais que asseguram
a atividade in vivo da enzima. As proteinas do complexo Shelterin estdo intimamente ligadas a
regulacdo da enzima, como a interacdo de TIN2 com TPP1, recrutando a atividade da
telomerase. Depois disso, o dimero formado pelas proteinas TPP1 e POTL1 se alinha a enzima,
a fim de auxiliar na extensdo da sequéncia telomérica em determinados momentos do ciclo
celular. Outras proteinas também podem associar-se ao complexo, regulando a sua atividade
(GALLARDO et al., 2011). O complexo da telomerase também contém a proteina disquerina
(DK1) ligante ao RNA, que interage com dominios especificos de RNA’s ndo codificantes,
como no complexo da telomerase, conferindo estabilidade a estrutura (MATERA; TERNS;
TERNS, 2007).

A biogénese e a maturacdo do complexo da telomerase, formado por suas duas
principais subunidades, ocorrem por uma série de associacfes com proteinas e dominios
especificos no corpo Cajal (RUBTSOVA et al.,, 2012) — que sdo organelas nucleares
altamente  conservadas  especializadas na  maturacdo de  ribonucleoproteinas
(NANDAKUMAR; CECH, 2013). Ao final da maturacéo, a subunidade TR possui um molde
para extensdo dos telémeros de 451 nucleotideos (EGAN; COLLINS, 2012). Apds a
montagem da holoenzima funcional, as proteinas TIN2 e TPP1 do complexo Shelterin sdo
responsaveis pelo recrutamento da telomerase até a regido 3’OH da fita-G (Figura 4),
processo facilitado pela proteina da telomerase acessoria ao corpo Cajal-1 (TCAB1),

localizada no corpo Cajal (EGAN; COLLINS, 2012).
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Figura 4. A biogénese do complexo da telomerase inicia no corpo Cajal, em associacdo com a proteina TCABL.
A holoenzima é constituida por duas subunidades, uma enzima transcriptase reversa (TERT) e um componente
de RNA molde (TR). A estrutura telomérica é estabilizada pelo complexo Shelterin, composto por seis proteinas

com afinidade a sequéncia. Adaptado de (ARMANIOS; BLACKBURN, 2012).

A principal atividade da telomerase garante o alongamento dos telémeros dependente
de RNA. O ciclo catalitico da telomerase é composto de varias etapas sequenciais. Uma
repeticdo TTAGGG ¢ adicionada apds a ligacdo do substrato. O produto resultante pode
dissociar-se do sitio ativo da enzima, ou ser submetido a translocacdo, seguido de
alongamento (AUTEXIER; LUE, 2006). Além disso, tem sido demonstrado que o complexo
formado por POT1 e TPP1 pode interagir com a telomerase, inibindo sua atividade quando se
liga a regido 3’OH terminal da subunidade TR (WANG, J. et al., 2007).

A telomerase ndo é ativa em todas as células, embora a subunidade TR esteja presente
no citoplasma de todas as células, enquanto a subunidade TERT esta presente em alguns tipos

celulares, encontrada principalmente nas mitocondrias (RUBTSOVA et al., 2012).
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Em mamiferos, a telomerase esta ativada em células embrionarias, e 0 comprimento
dos teldmeros se mantém a um nivel constante, acarretando em um poder de divisdo ilimitado.
Células-tronco embrionarias sdo caracterizadas por possuirem uma atividade reduzida da
telomerase, permitindo uma compensacdo parcial do encurtamento de seus telémeros. As
células somaticas sdo, geralmente, caracterizadas pela auséncia da atividade da telomerase,

implicando em uma capacidade proliferativa limitada (RUBTSOVA et al., 2012) (Figura 3).

1.1.3.1.1. Associacdo com doengas em mamiferos

O comprimento dos telomeros, a atividade da enzima telomerase e a associagdo das
proteinas do complexo Shelterin ao DNA telomérico sdo fatores fundamentais na
fisiopatologia das doengas humanas. Doengas relacionadas com a idade e sindromes de
envelhecimento precoce sdo caracterizadas por acarretarem encurtamento acelerado de
telébmeros, podendo comprometer a viabilidade das células. Dessa forma, uma série de
estratégias terapéuticas se baseia na manutencdo do comprimento de telémeros e no
mecanismo de acdo da telomerase (BLASCO, 2005).

A disqueratose congénita (DC) é uma doenca hereditéria rara, caracterizada pela triade
pigmentacdo reticulada da pele, distrofia ungueal e leucoceratose em mucosas, além de
alteracOes neuroldgicas, pulmonares e esqueléticas. A faléncia medular é a principal causa de
morte. A DC foi a primeira patologia para a qual se estabeleceu um papel inequivoco causal
entre disfuncdo telomérica e o desenvolvimento da doenca (MITCHELL; WOOD; COLLINS,
1999). Analises moleculares revelaram mutacdes no gene da disqueratose congénita 1 (dkcl),
que codifica para a proteina disquerina (DKC1), componente essencial da maquinaria de
replicacdo do complexo telomérico. As mutagdes resultam na diminui¢do da atividade da

telomerase e no encurtamento de telémeros (BLASCO, 2005). Outras doengas, como a
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anemia aplasica e a fibrose pulmonar idiopatica, estdo associadas a mutacGes nas duas
subunidades TERT e TR, e tém como consequéncia a deficiéncia na atividade da telomerase.
Anemia aplasica é caracterizada pela pancitopenia sanguinea devido a hematopoiese
insuficiente e medula dssea apresentando déficit de células, além de altas quantidades de
células de gordura. AberracBes cromossomais, COmo Monossomia No cromossomo 7 S&do
frequentes nessa doenca. Ja a fibrose pulmonar idiopatica € uma doenca letal progressiva
crbnica caracterizada por dispneia, escarros — principalmente devido a danos aos alvéolos. O
encurtamento progressivo dos teldmeros causa uma renovacdo celular acelerada levando a
senescéncia celular prematura, especialmente de células epiteliais alveolares (KONG; LEE;
WANG, 2013).

Embora a DC, a anemia aplasica e a fibrose pulmonar idiopatica sejam doencas
aparentemente diferentes com diversas manifestacbes clinicas, todas elas apresentam a
caracteristica de teldmeros encurtados. Ainda, a observacdo de que individuos com fibrose
pulmonar idiopatica com mutagdes na subunidade da TERT induzem manifestac@es clinicas
progressivas e mais severas, como anemia aplasica e DC nas gerac@es subsequentes, ilustra o
conceito de doengas agrupadas no “Espectro da Sindrome Telomérica” (ARMANIOS;
BLACKBURN, 2012). Assim, fen6tipos heterogéneos sdo causados pelos mesmos defeitos
moleculares ou mutacbes subjacentes nos genes do complexo telomérico.

O encurtamento acelerado de telémeros tem sido relacionado a diversas sindromes
metabolicas e inflamat6rias, como doengas cardiovasculares (SANDERS et al., 2012),
aterosclerose, diabetes mellitus, (SALPEA; HUMPHRIES, 2010), entre outras. Tais doengas
sofrem modulacdo por diversos fatores externos, como estresse oxidativo e inflamacao
sistémica, acarretando no encurtamento da sequéncia telomérica (KONG et al., 2013).

Estudos demonstram que fatores associados ao estilo de vida, como tabagismo

(SALIHU et al., 2015), alcoolismo (PAVANELLO et al., 2011), exposicdo a poluicéo
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ambiental (ZHANG et al., 2013), ingestdo de bebidas agucaradas (LEUNG et al., 2014),
obesidade (KIM et al., 2009), status socioeconémico (NEEDHAM et al., 2012), bem como
outras doencas associadas a inflamacdo crbnica, além de eventos de estresse biogquimico
(COLUZZI et al., 2014) ou psicologico (CHAE et al., 2014) influenciam diretamente na satde
e na expectativa de vida dos individuos, podendo potencialmente acelerar a taxa de
encurtamento dos teldmeros, aumentar o risco de desenvolver certos tipos de cancer, e o ritmo
de envelhecimento, levando a senescéncia ou morte celular (SHAMMAS, 2011) (Figura 5).

O reflexo da exposicdo a situaces adversas sobre o comprimento de teldmeros pode
ser detectado ainda na infancia. Estudos demonstram associagdo entre encurtamento dos
telomeros e a ocorréncia de obesidade infantil (BUXTON et al.,, 2011), além de estar
relacionados com o baixo nivel socioeconémico (NEEDHAM et al., 2012), e exposi¢cdo a
estresse psicolégico (DRURY et al., 2012). Em um estudo longitudinal, que acompanhou
criancas expostas a violéncia durante cinco anos, houve persisténcia do encurtamento de
telémeros, sugerindo que eventos no inicio da vida podem causar alteracdo cronica,
aumentando o risco de doengas na idade adulta (SHALEV et al., 2013). Estudos demonstram
que a ruptura prematura de membranas esta relacionada com o encurtamento de telémeros de
leucdcitos ja no periodo fetal (MENON et al., 2014; MENON et al., 2012). Além disso, ha
evidéncias de que eventos adversos ainda durante a gestacdo podem estar associados a
teldmeros mais curtos no recém-nascido (ENTRINGER et al., 2013), e em adultos jovens

(ENTRINGER et al., 2011) (Figura 5).
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Figura 5. Mapa conceitual do estudo de comprimento de teldmeros e morte celular. IGF-1 = Fator de
crescimento semelhante a insulina tipo 1; SASP = Fendtipo secretor associado ao estado senescente; DCV =
Doencas cardiovasculares; DM = Diabetes mellitus; DND = Doengas neurodegenerativas; SES = Status

socioeconémico. Adaptado de (GLEI et al., 2014).

1.1.4. Determinacdo do comprimento de telémeros

A descoberta de que o encurtamento da sequéncia telomérica esta associado com
muitas condicBes de saude, e que a estrutura molecular pode ser alterada em funcdo das
exposicdes socioambientais, tém ressaltado a necessidade do desenvolvimento de métodos
precisos e objetivos a fim de quantificar o comprimento dos teldmeros. Sendo assim,

maultiplas técnicas tém sido desenvolvidas para a analise e monitoramento do encurtamento de
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telomeros, de forma que o estudo sobre a homeostase da sequéncia telomérica tornou-se uma
importante ferramenta na elucidacdo do processo de envelhecimento (MONTPETIT et al.,
2014).

A quantificacdo do comprimento dos telémeros pode ser realizada de varias formas.
Entretanto, as diversas técnicas apresentam vantagens e limitagdes, as quais devem ser
ponderadas no planejamento do desenho experimental. Uma importante limitacdo reside no
fato de que em uma determinada célula humana somatica em metafase existem 92 telémeros,
cada um com um comprimento unico. Todavia, a maioria das técnicas disponiveis analisa uma
populacdo de células heterogéneas e ndo uma unica populacdo celular, de forma que o
resultado reflete uma medida heterogénea da média de uma populacdo de teldmeros nas

células analisadas.

1.1.4.1. Southern Blot

O primeiro método para quantificacdo absoluta média do tamanho de telémeros
proposto foi baseado na técnica de Southern Blot, adaptado para deteccdo da distribuicdo do
comprimento de fragmentos de restricdo terminais (TRF) (KIMURA et al., 2010).

Nessa técnica, 0 DNA € digerido por enzimas de restri¢do e separado por diferenca de
peso molecular por eletroforese, seguido de hibridizacdo radioativa com sonda especifica para
a sequéncia telomérica em membrana de nitrocelulose. Dessa forma, o tamanho dos
fragmentos de restricdo terminais dos telémeros € quantificado por densitometria. Contudo, a
dificuldade de obtencdo de DNA fragmentado — tendo em vista 0 peso molecular elevado e a
viscosidade do DNA — bem como a grande quantidade de material genético necessario para
executar a técnica (na ordem de microgramas), levou os pesquisadores a estabelecer técnicas

alternativas de determinagdo do comprimento de teldmeros (LIN; YAN, 2005).
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Além disso, quando a analise é realizada em tecidos, ha perda de informacéo, visto
que a deteccdo ndo € individual — combinando diferentes tipos celulares, ndo permitindo
estabelecer o nimero exato de repeticGes teloméricas, devido a concomitante deteccdo de
regides subteloméricas (em razdo da atividade das enzimas de restri¢do), que sdo altamente
variaveis (MONTPETIT et al., 2014).

Outra desvantagem do método TRF, assim como de outros métodos de deteccdo de
telomeros, é que a analise final fornece a média do comprimento de telémeros de cada
amostra — no caso de humanos em condi¢des normais, 92 telémeros provenientes de 23 pares
de cromossomos, — ndo proporcionando informacgdes individuais do comprimento de cada
cromossomo (MONTPETIT et al., 2014).

Embora considerada padréo ouro, seu processo altamente laborioso é visto como outra
grande limitacdo. Assim, o nimero de amostras que podem ser analisadas para a execucdo de

estudos epidemioldgicos torna-se limitado.

1.1.4.2. Q-FISH, Flow-FISH e PRINS

Hibridizacdo fluorescente quantitativa in situ (Q-FISH) é uma técnica citogenética
baseada na quantificacdo da sequéncia telomérica por microscopia de fluorescéncia,
utilizando um peptideo de &cido nucleico (PNA) composto pelos nucleotideos
3’(CCCTAA),5’, especifico para hibridizar com a sequéncia dos telébmeros. Essa técnica
utiliza as caracteristicas fisicas dos PNA’s, no que se refere a suas baixas forcas ibnicas,
sendo capazes de se anelar com a fita complementar do DNA telomérico, quantificando a
sequéncia alvo individualmente de cada cromossomo durante a metafase do ciclo celular

(BAERLOCHER et al., 2006).
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A técnica de determinacdo do comprimento dos telomeros por Q-FISH foi adaptada
para analise de células em suspensdo por citometria de fluxo (RUFER et al., 1998). Esse
método foi utilizado para demonstrar o encurtamento do DNA telomérico em células
nucleadas sanguineas humanas nos primeiros anos de vida, a fim de demonstrar que a taxa de
erosdo dos telémeros de linfocitos era maior, em comparacao com granuldcitos (RUFER et
al., 1999). A técnica de hibridizacdo fluorescente in situ por citometria de fluxo (Flow-FISH)
também foi utilizada para estudar o comprimento de telémeros de leucocitos de babuinos
durante seu envelhecimento (BAERLOCHER et al., 2003), entre outros estudos.

AdaptacBes posteriores aperfeicoaram a técnica, incluindo a automacdo parcial do
procedimento de andlise, como inclusdo de células com tamanho previamente estabelecido de
telomeros, permitindo analises comparativas com outros grupos celulares. A analise
multicolor automatizada da técnica de Flow-FISH é amplamente utilizada, devido a sua
sensibilidade, na determinacdo do comprimento médio de teldmeros em células humanas do
sistema imune (BAERLOCHER; LANSDORP, 2003). Ao longo do tempo, essa técnica
comecou a ser utilizada na identificagdo de pacientes portadores de diversas doengas
resultantes de anomalias hereditéarias relacionadas a genes da enzima telomerase. Porém, a
maior limitacdo da técnica é em relacdo a quantidade de material genético necessario para a
quantificacdo da sequéncia telomérica, inviabilizando o uso dessa técnica em estudos
epidemioldgicos (LY et al., 2005).

A técnica de Flow-FISH utiliza, além de um PNA especifico para hibridizar com
teldmeros, uma sonda conjugada a um marcador fluorescente, que hibridiza quantitativamente
a sequéncia telomérica (DERRADJI et al., 2005). A sonda de PNA hibridiza especificamente
com o DNA telomérico em uma interacdo mais estavel que a re-hibridizacdo das fitas
complementares de DNA (LAUZON et al.,, 2000). Com a padronizacdo da técnica no

citometro de fluxo, é possivel definir (através da quantidade de sondas hibridizadas na
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sequéncia do DNA alvo) o comprimento de teldmeros em unidades de base. Além disso, essa
técnica permite que o tamanho dos teldmeros seja estimado excluindo as regides
subteloméricas, indicando a sensibilidade de técnica (SALDANHA; ANDREWS;
TOLLEFSBOL, 2003).

Uma variacao da técnica FISH foi recentemente desenvolvida, denominada primed in
situ (PRINS), com a finalidade de substituir a sonda de PNA convencional por uma marcagédo
por nucleotideos fluorescentes, e posterior amplificacdo da sequéncia alvo por técnicas
moleculares com iniciadores para sequéncia de telémeros (MONTPETIT et al., 2014).

Existem na literatura poucos trabalhos utilizando essa metodologia.

1.1.4.3. Hibridization Protection Assay

E um teste enzimatico baseado em uma técnica por emissdo de sinal
quimioluminescente. O método que envolve a compara¢do por uma razdo entre repeticdo da
sequéncia telomérica e a sequéncia de repeticbes do elemento Alu — utilizando uma sonda
DNA-especifica. A maior vantagem dessa técnica é sua velocidade, além de ndo requerer
grandes quantidades de DNA ultrapuro. A limitacdo do método é justamente em relacdo a
interpretacdo dos resultados, uma vez que ha grande variacdo do tamanho e o nimero de

repeti¢des do elemento Alu entre os individuos (MONTPETIT et al., 2014).

1.1.4.4. Quantificagdo da saliéncia 3°’OH de fita simples

Além de metodos baseados na quantificacdo do tamanho total da sequéncia telomérica,
também se desenvolveu um método especifico para medir a saliéncia 3°’OH de fita simples, na

extremidade dos telémeros. Esse método utiliza varias técnicas de deteccdo, como ensaios de
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hibridizacdo da fita-G, microscopia eletrénica da saliéncia de fita simples, oligonucleotideos
especificos para a sequéncia telomérica, nucleases especificas para DNA de fita dupla, entre
outros (ZHAO et al., 2008). Essa técnica se baseia no estudo estrutural da sequéncia
telomérica, tendo diferentes aplicagdes, quando comparada as técnicas convencionais
(MONTPETIT et al., 2014).

Porém, uma restricdo dessa técnica € a relativa ineficiéncia das nucleases para a
remogao da saliéncia 3’OH de fita simples, ndo permitindo detectar com precisdo a sequéncia
de DNA correspondendo a por¢do final da estrutura telomérica (CIMINO-REALE et al.,
2001). Além disso, a existéncia de pequenas saliéncias também pode ser proporcional ao
namero de células que tenham entrado a senescéncia celular (STEWART et al., 2003), de
forma que os resultados ndo séo claros a respeito de que a presenca de saliéncias curtas
significa um lento encurtamento dos telébmeros ou abundéncia de células senescentes

(NAKAGAWA; GEMMELL,; BURKE, 2004).

1.1.45. PCR em tempo real

A fim de superar barreiras, como a quantidade de DNA gendmico (gDNA) e a
necessidade de padronizar técnicas de triagem de alto rendimento (high-throughput
screening), foram desenvolvidas técnicas baseadas na amplificacdo da sequéncia de teldmeros
a partir de uma pequena quantidade de gDNA pela técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase em tempo real (qgPCR). Essa técnica permite que a sequéncia de interesse
(amplicon), definida por um par de oligonucleotideos iniciadores de DNA, seja duplicada a
cada ciclo. A reacdo consiste em trés etapas de 20-40 ciclos, denominadas desnatura¢do do
DNA, anelamento das sequéncias iniciadoras a sequéncia alvo a ser amplificada, e extensao

ou polimerizacdo pela enzima Tag DNA polimerase. Ao final da reagdo o produto final (ou
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amplicon) pode ser quantificado, geralmente por meio da deteccdo de fluorescéncia de um
fluoréforo intercalante de DNA de fita dupla. Durante a reacédo, a quantidade de fluorescéncia
emitida é mensurada, permitindo que a quantidade inicial do material genético possa ser

calculada (DING; CANTOR, 2004).

1.1.45.1. Quantificacao relativa

Em 2002, Richard Cawthon desenvolveu uma técnica baseado em gPCR para a
quantificacdo das sequéncias dos telomeros. Cawthon desenvolveu uma estratégia molecular
capaz de resolver uma grande limitacdo para a deteccdo de sequéncias teloméricas, devido a
natureza repetitiva da sequéncia a ser amplificada. O autor desenhou oligonucleotideos
iniciadores com extremidades 5 ndo complementares com a sequéncia alvo, seguidas de 31
(oligonucleotideo direto) ou 33 bases (oligonucleotideo reverso), que hibridizam parcialmente
com a sequéncia alvo (Figura 6) (CAWTHON, 2002).

A quantificacdo do comprimento relativo dos teldmeros (rTL) é obtida através de duas
reacfes de qPCR para cada amostra, sendo uma para amplificacdo da sequéncia telomérica
(T) e outra para amplificacdo da sequéncia de um gene de cdpia Unica (S, single copy gene) -
gene normalizador definido como controle de amplificacdo, capaz de permitir o calculo do
namero de copias de genoma por amostra. Dessa forma, a razdo T/S é calculada a fim de obter
um valor que se correlaciona com o comprimento médio dos telémeros da amostra, em
relacdo a uma populacédo de estudo (CAWTHON, 2002).

A metodologia desenvolvida por Cawthon (CAWTHON, 2002) é, atualmente, a
técnica de quantificacdo do comprimento de telébmeros mais utilizada na pesquisa clinica

epidemioldgica (MONTPETIT et al., 2014).
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Figura 6. Anelamento dos iniciadores a sequéncia do DNA gendmico no primeiro ciclo do PCR. A) Os

iniciadores podem hibridizar em qualquer regido parcialmente complementar do DNA, em direcdo ao

centrdmero (direto) ou ao final do cromossomo (reverso). Para ambos os iniciadores, a sexta base sempre é

incompativel com a sequéncia telomérica. B) Hibridizac8o entre si, dos iniciadores, formando dimero. A

incompatibilidade da regifio 3’ de cada iniciador ndo forma uma ligagéo estavel entre si (diferentemente da

ligacdo dos iniciadores & sequéncia telomérica), impedindo a Taq DNA polimerase inserir novos nucleotideos,

alongando a sequéncia. Adaptado de (CAWTHON, 2002).

1.1.45.2. Quantificacdo absoluta

Uma adaptacdo da técnica de PCR para deteccdo do comprimento de telémeros foi

desenvolvida por O’Callaghan e Fenech, definido como comprimento absoluto de telémeros

(aTL). Essa metodologia baseia-se na técnica proposta previamente por Cawthon, porém, os

resultados sdo quantificados baseados na utilizacdo de uma curva padrdo. A curva padrdo é

estabelecida através de diluicbes seriadas de um oligbmero padrdo composto por 14

repeticdes da sequéncia TTAGGG (em um total de 84pb de comprimento), capaz de fornecer
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uma estimativa do comprimento, em pares de bases, da sequéncia telomérica da amostra

(O'CALLAGHAN; FENECH, 2011).

1.1.46. STELA

Tendo em vista que um pequeno numero de telémeros criticamente curtos pode servir
como sinal para desencadear a cascata de senescéncia celular, levando a apoptose, alguns
estudos podem se beneficiar de uma técnica capaz de detectar o comprimento individual de
telomeros (ABDALLAH et al., 2009).

Dessa forma, Baird e colaboradores adaptaram o método de deteccao de teldmeros por
PCR e desenvolveram a técnica de analise do comprimento Unico de telémeros (STELA) para
um subgrupo de cromossomos (BAIRD et al.,, 2003). Esse método de deteccdo utiliza
iniciadores especificos para a regido subteloméricas de cada cromossomo, permitindo alta
precisdo de quantificacdo de teldmeros. Porém, devido a complexidade da técnica, apenas um
pequeno grupo de cromossomos atinge o critério necessario para o desenho de iniciadores
especificos para sua regido subtelomérica. Além disso, em alguns casos, como a varia¢do na
taxa de encurtamento de diferentes telémeros (até atingirem um tamanho critico), essa técnica
ndo se torna uma ferramenta apta para detectar a diferenca entre esses encurtamentos
individuais (MONTPETIT et al., 2014). Outra grande limitacdo dessa técnica € seu tempo de

execucdo, tornando-se extremamente laboriosa (AUBERT; HILLS; LANSDORP, 2012).

2. JUSTIFICATIVA

O processo de envelhecimento precoce esta associado com varias patologias, algumas

com relagdo causal bem estabelecida entre disfungdo telomérica e doengas degenerativas.
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Adicionalmente, ha evidéncias de que o encurtamento telomérico, ainda que em etapas
iniciais do desenvolvimento, pode contribuir para o surgimento prematuro de processos
comumente associados ao envelhecimento. Por tal motivo, existe um crescente interesse a fim
de medir, de forma precisa e eficiente, o0 comprimento de telémeros em determinada situacéo
ou condicdo e, assim, poder associar fatores que possam contribuir com a manutencao de sua

estrutura ou com seu encurtamento fisioldgico (ou acelerado), associado a diversas condi¢des.

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVOS GERAIS

Padronizar e estabelecer uma técnica para a determinacdo do comprimento relativo de
telomeros por gPCR (através da relacdo T/S), a partir de trés tecidos diferentes — células
epiteliais da face interna da mucosa oral, leucécitos e células mononucleares de sangue

periférico.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar o comprimento relativo de telomeros (razéo T/S) em trés grupos de
individuos (criancas nascidas prematuramente, criangas portadoras de asma, e individuos
adultos portadores de obesidade severa ou moérbida) e compara-los com seus respectivos
controles;

e  Correlacionar o tamanho de teldmeros em individuos adultos portadores de obesidade

com idade e 0 IMC.
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PARTE II
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4. METODOLOGIA

4.1. DELINEAMENTO DO ESTUDO

Estudo epidemioldgico analitico observacional, de carater caso/controle.

4.2. POPULACAO EM ESTUDO

4.2.1. Criancas ex-prematuras

4.2.1.1. Critérios de inclusao

A identificacdo, selecdo e recrutamento das criancas ex-prematuras foi realizada pela
médica neonatologista Helen Zatti na cidade de Caxias do Sul, sob orientagdo do Prof. Dr.
Marcus H. Jones, da PUCRS.

Os individuos participantes desse estudo foram classificados com base no célculo da
idade gestacional materna e divididos em dois grupos — grupo caso, composto por criancas
nascidas prematuramente (< 37 semanas de gestacdo) e grupo controle, composto por criangas
nascidas a termo (> 37 semanas de gestacdo). O grupo caso foi constituido por 46 individuos
nascidos de forma prematura, hoje com idade entre 8 e 12 anos, que foram convidados —
juntamente com seus responsaveis — a participar do estudo. O grupo controle foi constituido
por 45 criangas nascidas a termo, com a mesma idade, pareadas por sexo, que concordaram —

juntamente com seus responsaveis — em participar do projeto.
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4.2.1.2. Critérios de exclusao

Foram considerados critérios de exclusdo residir, atualmente, em municipios que nao

facam parte de area de abrangéncia do estudo, e dbito.

4.2.1.3. Coleta do material bioldgico

Foi retirado, por puncdo venosa, 1mL de sangue periférico e realizado um esfregaco
na face interna da mucosa oral, a fim de obtencdo de células epiteliais da mucosa oral. O
material foi transportado refrigerado de Caxias do Sul ao Departamento de Bioquimica da

UFRGS e processado nas préximas 24 horas.

4.2.2. Asmaticos

4.2.2.1. Critérios de inclusdo

A identificacdo, selecdo e recrutamento das criancas asmaticas foram realizados pela
equipe clinica liderada pelos médicos Dr. Renato T. Stein, Dr. Marcus H. Jones e Dr. Paulo
Marcio Pitrez, do Laboratério de Fisiologia Respiratéria da PUCRS.

Os individuos foram classificados com base na avaliagdo de um questionario de
rastreamento (ISAAC fase 1), que foi enviado aos domicilios, para preenchimento pelos
responsaveis, com perguntas sobre asma. A partir das respostas, os individuos foram
identificados e classificados em trés grupos: portadores de asma (leve ou moderada), asma
severa e ndo asmaticos. O grupo caso foi composto por 123 criancas portadoras de asma leve

ou moderada, com idade entre 8 a 14 anos. O grupo controle foi selecionado na proporgéo 2:1
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(pareados com seus respectivos individuos asmaticos), composto por 73 criangas saudaveis. O

terceiro grupo foi composto por 17 criancas portadoras de asma severa, na mesma faixa etéaria.

4.2.2.2. Critérios de exclusao

A andlise dos questionarios, referentes a sintomas da funcdo pulmonar afetada, foi a

ferramenta utilizada para a decisdo do enquadramento no estudo.

4.2.2.3. Coleta do material

Foram retirados 10mL, por puncdo venosa, de sangue periférico. Desse volume, 1mL
de sangue total foi armazenado a -20°C até seu uso. O material permaneceu estocado a -20°C

pelo periodo de 18-24 meses.

4.2.3. Obesidade severa

4.2.3.1. Critérios de inclusdo

A identificacdo, selecdo e recrutamento dos individuos participantes foram realizados
pela equipe médica liderada pelo Dr. Claudio Cora Mottin e Dr. Alexandre V. Padoin, e
executada pela médica Leticia B. Alves do Centro de Obesidade e Sindrome Metabdlica
(COM) da PUCRS.

Os individuos participantes desse estudo foram classificados com base no calculo do
IMC e a avaliacdo de um questionario sobre a qualidade de vida (FACES Ill) (anexado ao

final da dissertacdo). Os individuos foram divididos em dois grupos, de acordo com a
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Organizacdo Mundial da Saude — grupo caso, composto por 39 individuos com obesidade
severa (IMC > 35,0) ou moérbida (IMC > 40,0) e grupo controle, composto por individuos
eutrdficos (18,5 > IMC > 24,99) (WHO, 2011). Individuos com idade entre 18 e 65 anos
foram recrutados no Hospital Sdo Lucas da PUCRS no periodo transoperatorio de cirurgia
bariatrica compuseram o grupo formado por portadores de obesidade. O grupo controle foi
constituido por 27 individuos sadios, com idade entre 18 e 65 anos, que realizavam exames de

rotina e que concordaram em participar do estudo.

4.2.3.2. Critérios de exclusao

Individuos postulantes ao grupo controle portadores de comorbidades associadas a
obesidade, como sindrome metabdlica, cardiopatias e doencas respiratérias, bem como
consumidores cronicos de alcool ou tabaco (ativo ou passivamente), e aqueles que tenham

sofrido de cancer foram excluidos do estudo.

4.2.3.3. Coleta do material

Apos o preenchimento dos questionarios, foi solicitado aos pacientes a permissdo para
a coleta de 10mL de sangue periférico. As coletas foram realizadas por uma equipe treinada
durante o periodo transoperatério, no ambulatério de cirurgia Bariatrica e Metabolica do
Hospital Sdo Lucas da PUCRS (COM HSL PUCRS), coordenado pelo Dr. Claudio Cora
Mottin, MD PhD (em anexo ao final da dissertagéo, a carta de permissao para a realizacdo das

coletas no COM HSL PUCRS, assinada pelo Dr. Claudio Cora Mottin).
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4.3. TECNICAS

4.3.1. Material bioldgico

4.3.1.1. Purificacao de células mononucleares de sangue periférico (PBMC)

O sangue colhido dos pacientes foi dispensado em tubos de 15 mL contendo o
anticoagulante acido etilenodiaminotetracético (EDTA), sendo homogeneizado por inversao.
Em seguida, o sangue foi cuidadosamente repassado para novos tubos de 15 mL contendo
uma fase de Histopaque®-1077 (densidade: 1,077 g/mL, Sigma Aldrich, EUA) na razdo de 1:1
e entdo, centrifugado a 400 xg por 30min, sem freio. Apds a centrifugacdo por densidade, as
PBMC foram coletadas, lavadas e ressuspendidas em solucdo salina fosfato-tamponada
Dulbecco (DPBS). O rendimento e a viabilidade celular foram determinados pela contagem
em hemocitdbmetro, com o corante Azul de Tripan (Sigma Aldrich, EUA), em um microscopio

de contraste de fase.

4.3.2. Extragdo de DNA genémico

Trés métodos diferentes de extracdo de gDNA foram utilizados durante a execugdo
desse projeto, visando comparar os métodos de extracdo na obtencdo do gDNA com alta
pureza — ou seja, com 0 minimo contaminante proteico, além de fendis e carboidratos
resultantes do processo de extracdo — e em quantidade suficiente para execucédo das analises
moleculares. A leitura da concentracdo do gDNA e a pureza — estimado pela razéo entre as
absorbancias medidas a 260 e 280nm — de todas as amostras foi realizada no aparelho

BioPhotometer Plus (Eppendorf).
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4.3.2.1. Kit de extracdo PureLink® Genomic DNA

O método de extracdo de gDNA, a partir de células epiteliais da face interna da
mucosa oral, utilizado no estudo dos ex-prematuros foi o kit comercial PureLink® Genomic

DNA Mini Kit (Invitrogen, EUA), conforme instruc@es do fabricante.

4.3.2.2. Kit de extracdo Qiagen FlexiGene DNA

O método de extracdo de gDNA, a partir de leucdcitos, utilizado nos estudos dos
pacientes asmaticos e dos ex-prematuros foi o kit comercial FlexiGene DNA Kit (Qiagen,

USA), conforme instruc@es do fabricante.

4.3.2.3. Meétodo do Fenol/cloroférmio/alcool isoamilico

O método de extracdo de gDNA, a partir de PBMC, utilizado no estudo de pacientes
com obesidade foi padronizado no nosso laboratorio, baseado na técnica de extracdo pelo
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) ja descrita (CHOMCZYNSKI; SACCHI, 1987).

Apbs purificagdo das PBMC, aliquotas de 0,5x10° células foram separadas para a
extracdo do gDNA. A extracdo do material genético foi realizada durante trés dias, sendo que
no primeiro dia as células foram lisadas com agua ultrapura do tipo Milli-Q seguido por
repetidas centrifugacOes de curta duracédo, lavadas em DPBS, e incubadas por 12-18 horas a
50°C em solucdo tamponada (constituido por 2% de Tween 20, EDTA 1mM e Tris-HCI
50mM) contendo Proteinase K (2mg/mL, Promega). No segundo dia, 800uL de

fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) (Sigma-Aldrich, EUA) foram adicionados a
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solucdo a fim de precipitar o gDNA das amostras, durante a centrifugacdo a 14.000rpm. A
fase aquosa (superior) foi coletada e incubada por 12-18 horas a -20°C em solugéo contendo
20% de acetato de sodio e 70% de alcool isopropilico. No terceiro dia, o gDNA foi

centrifugado e ressuspendido em &gua ultrapura do tipo Milli-Q e estocado a 4°C.

4.3.3. Avaliacdo do comprimento relativo de teldomeros

Para as reacdes de PCR, utilizamos 25ng de gDNA molde para a quantificacdo do rTL.
Para cada amostra foram realizadas duas reacdes PCR em tempo real, em triplicata.
Utilizamos pares de oligonucleotideos iniciadores (Tabela 1) ja publicados (CAWTHON,
2002). Estabelecemos uma curva padrdo a partir da diluicdo seriada 1:10 de uma quantidade
conhecida de um oligbmero sintético de 84 bases (84-mer), contendo a sequéncia de
nucleotideos TTAGGG repetida 14 vezes para a reacdo de amplificacdo da sequéncia de
telomeros (T) (O'CALLAGHAN; FENECH, 2011). Da mesma forma, estabelecemos um
sistema similar para a construcdo de uma curva padrdo para o gene constitutivo de copia Unica
(S). As reacOes foram realizadas utilizando a enzima Platinum® Taq DNA polymerase
(Invitrogen, EUA), no aparelho StepOnePlus™ (Applied Biosystems). A especificidade das
reacOes foi confirmada através da anlise das curvas de dissociacdo (ao final de cada reacdo).
Em todas as reagdes utilizamos dois controles em triplicata. Um controle negativo, incluido
para detectar uma possivel contaminacdo dos reagentes ou falso-positivo na auséncia do
gDNA. O segundo controle consistiu na inclusdo de uma amostra aleatoria, escolhida como
referéncia. Esse controle foi, utilizado para monitorar a variacdo interplacas e permitir obter
um fator normalizador a fim de comparar amostras de diferentes reacoes.

Os resultados referentes as amostras foram analisados somente quando a eficiéncia da

reacdo foi 80-110%, e o coeficiente de regressio linear da curva padrdo R > 0,985. As
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triplicatas com diferenca > 0,5 ciclos limiar (CT) foram descartadas e repetidas. Os resultados

foram analisados pelo calculo [2CT (telomeros)pCT (368411

, denominado razdo T/S (cada amostra
relativa & media do grupo controle) (CAWTHON, 2002), utilizando o programa StepOne™
Software v2.2.2. (Applied Biosystems). A eficiéncia da reacdo foi calculada mediante a
seguinte formula, E = (10 1" _ 1) x 100.

Para cada estudo foi calculado o coeficiente de variagcdo (CoV)= Desvio

padrdo/Média.

4.3.3.1. Reacdo para amplificacao de telédmeros (T) e do gene 36B4 (S)

Na amplificacdo da sequéncia dos teléomeros (T), o iniciador direto pode hibridizar
com qualquer trecho parcialmente complementar de 31bp disponivel ao longo da sequéncia de
DNA telomérico (orientado no sentido 5'—3') em dire¢do ao centrdmero do cromossomo. Da
mesma forma, o iniciador reverso pode hibridizar com qualquer trecho parcialmente
complementar de 33bp ao longo da fita de DNA (orientado no sentido 5'—3") em diregdo a
extremidade do cromossomo (Figura 6) (CAWTHON, 2002). Para a amplificacdo da
sequéncia telomérica, o0 programa consistiu de um passo inicial de desnaturacdo a 95°C por 10
minutos, seguido de 22 ciclos a 95°C por 15 segundos, e 54°C por 2 minutos, seguido da
curva de dissociacao.

Além da reacdo de amplificacdo da sequéncia telomérica, realizamos a amplificacdo
de um gene autossémico de copia Unica, que codifica para a fosfoproteina acida de ribossomo
PO 36B4 (RPLPO, numero de acesso NM_053275). Esse gene foi utilizado como controle
enddgeno da reacdo e determinacdo do numero de clpias de genoma por amostra. Sua
utilizacdo ja esta amplamente validada em estudos de dosagem de genes (BOULAY et al.,

1999). Para a amplificacdo da sequéncia do gene 36B4, o programa consistiu de um passo
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inicial de desnaturagdo a 95°C por 10 minutos, seguido de 30 ciclos de 95°C por 15 segundos,
e 60°C por 1 minuto, seguido da curva de dissociacéo.

A composicao da mistura, para cada amostra, foi idéntica para ambas as reacdes T e S,
e foi constituido por 0,1 x SYBR®Green (Molecular Probes, EUA), 2mM MgCl,, 0,1mM de
cada dNTP,1% de DMSO e 0,4U de Platinum® Taq DNA polymerase (Invitrogen, EUA),
com um volume final igual a 20pLL.

Para a deteccdo dos produtos amplificados utilizou-se a molécula SYBR Green
(Molecular Probes, EUA). SYBR Green é um fluor6foro intercalante com alta especificidade
por DNA de fita dupla. Quando intercalado, emite fluorescéncia e permite a deteccdo do sinal
durante a progressdo do PCR, refletindo assim a quantidade de DNA amplificado a cada ciclo,

em tempo real.

Tabela 1 Oligonucleotideos iniciadores utilizados na reagdo de PCR em tempo real.

Iniciadores Tamanho
Oligbmero
Direto (5> —> 37) Reverso (5> — 37) esperado
36B4 CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA 75pb
. GGTTTTTGAGGGTGAGGGTGAGGGTGAGG  TCCCGACTATCCCTATCCCTATCCC
Telémeros > 76pb*

GTGAGGGT TATCCCTATCCCTA

* Tamanho minimo esperado dos fragmentos da sequéncia telomérica, observados em gel de agarose, devido

a soma do tamanho dos iniciadores.

4.3.3.2.  Analise e documentacao dos géis de agarose

Todas as reacdes de qPCR foram confirmadas em gel de agarose 3%. Os produtos

amplificados foram submetidos a corrida eletroforética horizontal em solucdo tamponada
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TBE 1X (Tris, 4cido bérico, EDTA) na presenca de 1x SYBR® Safe (Invitrogen, EUA)
durante 30 minutos a 100V. Os geéis foram iluminados com luz UV (302nm) em

transiluminador e digitalmente documentados (Gelliance 200™, Perkin Elmer®, EUA).

4.4, ESTATISTICA

4.4.1. Tamanho amostral

O calculo do tamanho amostral foi realizado com base no livro Bioestatistica:
Principios e aplicacBes, de autoria de Sidia Callegari-Jacques (CALLEGARI-JACQUES,
2007). Para isso, utilizamos um calculo do n com a finalidade de comparar as médias (do

comprimento de telédmeros) de dois grupos independentes, baseado na formula:

SA2 + SBZ
n= _  Xtg+ up?
(Ha + pB)?

A formula exige uma estimativa sobre a variancia (s2) entre 0s parametros a serem
detectados. Além disso, t2 € o valor da distribuicdo t de Student para o nivel de significancia
bilateral que sera utilizado na analise dos dados (t,.q). Além disso, uz€é o valor de t unilateral
para o mesmo numero de graus de liberdade correspondentes a B, isto ¢, 1 menos o poder
desejado para o teste.

Com base em dados de outros estudos sobre a diferenga entre 0 comprimento de
teldmeros entre dois grupos, obtivemos o valor do desvio padrao e a média dos dois grupos. A

fim de encontrar uma diferenca entre o grupo controle e o grupo experimental, calculamos
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que seriam necessarios 54 individuos (27 pacientes em cada grupo), assumindo um poder

estatistico de 80% e um nivel de significancia de 5%.

4.4.2. Testes estatisticos

Os dados categéricos foram apresentados por frequéncia absoluta e relativa. As
varidveis continuas, mediante mediana e intervalo interquartil, conforme a assimetria das
varidveis. O teste Kolmogorov—-Smirnov foi realizado a fim de verificar a normalidade na
distribuicdo das amostras para cada variavel. A comparacédo entre os grupos foi avaliada pelo
teste Mann-Whitney (estudos com criancas ex-prematuras e individuos com obesidade). O
teste Kruskal-Wallis seguido pelo po6s-teste de Dunn para comparagdes multiplas foi utilizado
para verificar as diferencas entre os grupos no estudo das crian¢as com asma. A fim de obter
dados sobre uma possivel relacdo entre comprimento de telémeros e a idade dos individuos e
seu IMC, foram realizados testes de correlacdo ndo paramétricos de Spearman. Em todas as
andlises utilizou-se o programa GraphPad Prism versdo 5.0 e Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS) versdo 22.0. Todos os testes foram bidirecionais ¢ as diferengas foram

consideradas significativas com P < 0,05.

5. ETICA

Todos os procedimentos previstos foram realizados em consonancia com as diretrizes
e normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo seres humanos (Resolucdo 196/96 do
Conselho Nacional de Saude) e as diretrizes éticas internacionais para pesquisas biomédicas
envolvendo seres humanos (CIOMS 2002; HTTP://www.cioms.ch/), com cuidados especiais

para a utilizacdo da menor quantidade de material bioldgico possivel.
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Todos os individuos participantes deste estudo leram, concordaram e assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) respectivo para cada estudo, em duas vias
de igual teor (anexado ao final da dissertacdo). Foi resguardado o sigilo em torno da
identidade de cada individuo participante. Esse trabalho utilizou amostras de trés projetos de
pesquisa devidamente encaminhados e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa. O
projeto com criangas nascidas prematuramente (CAAE: 12323413.7.0000.5336) e o projeto
com criancas asmaticas (CAAE: 0026.0.002.000-10), aprovados pelo CEP da Pontificia
Universidade Catolica do Rio Grande do Sul, e o projeto com individuos portadores de
obesidade, aprovado pelo CEP da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CAAE:
26793114.0.0000.5347), sob o protocolo n° 640.817 (anexado ao final da dissertacdo) e da

Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (CAAE: 29576014.4.1001.5336).

6. TRATAMENTO DE RESIDUOS QUIMICOS E BIOLOGICOS

Todos os materiais contendo residuos bioldgicos inertes e/ou toxicos e residuos
quimicos inertes e/ou tdxicos tiveram formas de descarte distinto e transitério no laboratério,
sendo estes depois transferidos para seus respectivos destinos definitivos.

Os residuos bioldgicos foram autoclavados, acondicionados em sacos brancos e
congelados a -20°C. O material plastico descartavel, como tubos de poliestireno, ponteiras e
luvas que entrarem em contato com as células sanguineas humanas foram primeiramente
inativadas por contato com uma solucdo de 10% de hipoclorito diluido em &gua por 15
minutos e armazenados em recipiente adequado. Posteriormente, foram autoclavados e
acondicionados em sacos brancos. O recolhimento dos residuos biologicos e plasticos foi

realizado pelo servico especifico da empresa Aborgama — POA, contratada pela UFRGS.
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Os residuos quimicos foram separados adequadamente, identificados, armazenados
transitoriamente em sala destinada para este fim e recolhidos pela Central de Gerenciamento e

Tratamento de Rejeitos Quimicos (CGTRQ) da UFRGS.

7. RESULTADOS

7.1. RENDIMENTO DOS METODOS DE EXTRACAO DE gDNA

N&o foi possivel comparar diferentes métodos de extracdo nas mesmas amostras.
Porém, partindo do mesmo namero de células, o rendimento e o grau de pureza das amostras
apos a extracdo do gDNA diferenciou significativamente entre os trés tipos celulares (P >
0,0001), sendo que o maior rendimento e o maior grau de pureza foram obtidos na extracdo
do gDNA a partir de PBMC (Tabela 2), utilizando o método do fenol/cloroférmio/alcool

isoamilico.

Tabela 2. Rendimento e grau de pureza do DNA gendmico dos trés tipos celulares.

o Leucdcitos Mucosa oral ° PBMC ©
Variaveis P
(n=304) (n=91) (n=66)

Concentragdo (ng/uL),

) 232,9 (105,8-394,8) 112,2 (12,6-239,7) 532 (300,3-1.119,5) <0,0001
mediana (1Q)

Pureza (A 260/280nm)s

) 1,59 (1,51-1,68) 1,58 (1,15-1,67) 1,64 (1,6-1,7) < 0,0001
mediana (1Q)

1Q = intervalo interquartil

2= Meétodos de extracdo de DNA gendmico com o kit Qiagen FlexiGene DNA; ® = PureLink® Genomic DNA;
¢ = Fenol/cloroférmio/alcool isoamilico

Resultados expressos em mediana (intervalo interquartil)

Os resultados em negrito indicam diferenca significativa entre os grupos (teste Kruskal-Wallis, nivel de

significancia de 95%)
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7.2. PADRONIZACAO DA TECNICA DE gPCR

A fim de padronizar a concentracdo ideal de oligonucleotideos iniciadores (primers) e
otimizar a amplificacdo das sequéncias alvo, teldomeros e 36B4, foram construidas matrizes —
para 36B4 e teldmeros — formada por diferentes concentracdes dos iniciadores direto e reverso
utilizando uma amostra escolhida de forma aleatéria como referéncia durante todas as
reacOes. A matriz foi estabelecida através de uma diluicdo seriada de cada iniciador, de forma
que cinco dilui¢bes foram testadas, sendo que a maior concentracdo foi 1.125nm, e a menor
62,5nm. Além disso, para cada célula da matriz foi realizado um controle negativo, a fim de
verificar a amplificacdo de produtos inespecificos da reacdo, indicando a formacao de dimeros
de iniciadores. A escolha da concentracdo ideal de cada iniciador baseou-se na analise da
emissdo de maior fluorescéncia detectada no menor ciclo possivel na auséncia de
amplificacdo do seu respectivo controle negativo.

Apos analise dos resultados, escolhemos a concentragdo final dos iniciadores direto e
reverso de 300nM e 500nM, respectivamente. Da mesma forma, foi realizada uma reacéo
teste a partir da matriz formada por diferentes concentragdes dos iniciadores para
amplificacdo da sequéncia de teldmeros. A andlise dos resultados demonstrou que a
concentragdo ideal dos iniciadores direto e reverso foi 300nm e 1.125nm, respectivamente

(Figura 7).
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Figura 7. Matriz de iniciadores direto e reverso para padroniza¢do da concentracdo ideal dos iniciadores. A
célula da tabela hachurada em cinza representa a concentragdo escolhida dos iniciadores para o gene 36B4. A
célula da tabela hachurada em branco representa a concentracéo escolhida dos iniciadores para a sequéncia
telomérica. Os nimeros superiores indicam a concentra¢do dos iniciadores diretos, e 0s nimeros inferiores
indicam a concentracdo dos iniciadores reversos. As linhas continuas representam a diluicdo seriada dos
iniciadores diretos. As linhas pontilhadas representam a diluicdo seriada dos iniciadores reversos. [+] =
Concentracdo maxima dos iniciadores direto e reverso; [-] = Concentracdo minima dos iniciadores direto e

reverso; CN = Controle negativo (respectivo a cada célula da tabela).

Como nosso desenho experimental, e posterior andlise, inclui a comparacdo de
resultados de diferentes reacdes, escolhemos utilizar o método de andlise da curva padréao
comparativa. Para a utilizacdo desse método, € necesséria a inclusdo de uma curva padrdo em
cada reacdo, a partir da qual as amostras testes serdo interpoladas. Assim, foi realizada a curva
standard a partir da diluicdo seriada de um oligdbmero sintético (Figura 8). A partir dos dados
obtidos da equacdo da reta da curva padrdo, determinamos a eficiéncia das reacGes. ReacOes
com eficiéncia proxima a 100% indicam que o material genético duplica a cada ciclo da
reacdo de gPCR. Como esperado, a eficiéncia de nossas reagfes ficou entre 85-100%, para

todas as amplificagoes.
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Figura 8. Eficiéncia e coeficiente de regressdo linear apos estabelecimento das curvas padrdo para ambos 0s

genes. A) 36B4. B) Teldbmeros.

SYBR Green é um agente intercalante com alta afinidade por DNA de fita dupla.
Quando associado ao DNA, emite fluorescéncia. Entretanto, a fluorescéncia do SYBR Green
ndo é especifica para o produto amplificado. A fim de avaliarmos a especificidade do produto
esperado, foi necessaria a inclusdo de uma curva de dissociacdo apds a Ultima etapa de
ciclagem na reacdo de amplificacdo. Nessa etapa, programamos o termociclador para
aumentar a temperatura a uma taxa constante de 0,3°C/minuto entre 60 a 95°C. Como
esperado para o controle enddgeno 36B4, a primeira derivada da negativa da fluorescéncia em
funcdo do tempo correspondeu a um dnico pico, sugerindo a amplificacdo de um produto
unico (Figura 9A).

No caso da amplificacdo da sequencia telomérica, o pico resultante da curva de
dissociacdo ndo € estreito pela forma, sugerindo a amplificacdo de produtos adicionais (Figura

9B).
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Figura 9. Andlise das curvas de dissociacdo, ap6s amplificagdo da amostra padréo e do controle negativo.
O dnico pico demonstra a especificidade da reacdo, em ambas as reacdes. O controle negativo

permaneceu inalterado. A) 36B4. B) Teldmeros.

O resultado dos gPCR, tanto para a amplificacdo dos telémeros quanto para a
amplificacdo do controle endégeno 36B4, foi confirmado em eletroforese em gel de agarose
3%, seguida por visualizacdo sob iluminacdo UV. Nossos resultados demonstram a
amplificacdo de um produto Unico do tamanho esperado de 76pb para 0 gene 36B4 ap6s 30
ciclos. Como esperado, apds 22 ciclos de qPCR a amplificacdo dos telémeros gerou varios
produtos, formando um “padrdo escada” até cerca de 500pb, uma vez que o produto minimo
possivel de 76pb (formado pela soma do tamanho dos dois iniciadores) € esperado em numero
de copias proporcional ao tamanho do telémero disponivel para a hibridizacao do iniciador no

primeiro ciclo da reagdo de gPCR (Figura 10).
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Figura 10. Analise por eletroforese em gel de agarose 3% ap6s amplificacdo das sequéncias por PCR em tempo

real. A) 36B4. B) Teldmeros. 1 = Amostra de referéncia; 2 = Amostras investigadas; 3 = Controle negativo.

Finalmente realizamos a analise da razdo T/S nas diferentes concentracdes de DNA
gue constituiram os pontos da curva padrdo. Assim confirmamos a estabilidade na deteccdo

do comprimento de teldmeros da técnica em diferentes concentra¢des (Figura 11).

Razao T/S

I I I I L}
2.6x102 2.6x10° 2.6x10* 2.6x10° 2.6x10°

NUMERO DE COPIAS (S)

Figura 11. Estabilidade e reprodutibilidade da técnica de PCR em tempo real para amplificacdo da

sequéncia telomérica, calculada pela determinacdo da razdo T/S dos cinco pontos da curva padréo.
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7.3. VALIDACAO DA QUANTIFICACAO T/S EM DIFERENTES POPULACOES

7.3.1. Criancas nascidas prematuramente

A prematuridade estd frequentemente associada a situacbes de sofrimento fetal e
neonatal, inflamacéo e estresse oxidativo, podendo-se supor que exista risco de encurtamento
de telomeros (AUTEN; DAVIS, 2009; DAVIS; AUTEN, 2010). Nesse sentido, foram
avaliadas 91 criancas, sendo 45 criancas saudaveis e 46 criangas ex-prematuras com idade de
7 a 12 anos. A Tabela 3 mostra os dados demograficos referentes a caracterizacdo da
populacdo estudada. Os dois grupos foram comparaveis quanto a género, idade e tabagismo
materno durante a gestacdo (P > 0.05). Ainda, a idade gestacional variou de 26 a 36 semanas

e 0 peso de nascimento de 0,808kg a 1.470kg.

Tabela 3. Caracterizacdo demografica da populacdo de criangas sadias e ex-prematuras.

) Controles Ex-Prematuros
Variaveis P
(n=45) (n=46)
Género, n/total (%) 16/45 (35,5) 17/46 (37) 1,000
Idade (anos), mediana (1Q) 10,0 (9,0-11,0) 10,0 (8,8-11,0) 0,641
Peso ao nascimento (kg), mediana (1Q) 3,2 (3,1-3,4) 1,2 (1,0-1,3) <0,0001
Idade gestacional (semanas), mediana (1Q) 39,0 (38,0-40,0) 30,0 (28,0-32,0) <0,0001
Tabagismo materno na gestagéo, n (%) 7 (15,5) 7(15,2) 1,000

IQ = intervalo interquartil
Resultados expressos em nimero (percentagem) ou mediana (intervalo interquartil)
Os resultados em negrito indicam diferenca significativa entre os grupos (teste Mann-Whitney, nivel de

significancia de 95%)
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A anélise dos resultados demonstrou que ndo houve diferenca significativa na razao
T/S de leucdcitos entre 0 grupo composto por criangcas ex-prematuras e seus controles (P =
0,5219). A Figura 12 mostra a comparacdo da razdo T/S nos dois grupos. O coeficiente de
variacao entre os experimentos foi de 6,26%, baseado na variacdo da razdo T/S da amostra de

referéncia.
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Figura 12. Avaliagdo do comprimento relativo de telémeros entra criangas ex-prematuras e o grupo controle.

Né&o houve diferenca significativa entre os grupos (teste Mann-Whitney, P = 0,5219).

7.3.2. Criancas portadoras de asma

Asma é classificada como uma doenca cronica que geralmente se manifesta na
infancia. E caracterizada pela limitacdo do fluxo aéreo reversivel ou a hiper-reatividade
brénquica que (WILLIAMS et al., 2003). Devido a resposta terapéutica altamente variavel, os
tratamentos atuais, que sdo efetivos em pacientes portadores de asma leve a moderada sdo
geralmente ineficazes em pacientes que sofrem de asma severa (DARVEAUX; BUSSE,
2015).

Dados recentes de trés trabalhos evidenciam sinais de envelhecimento precoce, através

do encurtamento acelerado de telémeros, em individuos adultos portadores de doenca
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obstrutiva pulmonar cronica (KYOH et al.,, 2013) e asma (ALBRECHT et al., 2014,
BELSKY et al., 2014). Entretanto, ndo ha dados na literatura que demonstrem encurtamento
de teldmeros em criangas com asma.

Assim, foram avaliadas 213 criancas com idade de 8 a 14 anos. As criancas foram
examinadas por clinicos pneumologistas pediatras e divididas em trés grupos, de acordo ao
resultado do questionario anamnésico e dos exames clinicos e fisicos. A Tabela 4 mostra 0s

dados referentes a caracterizacdo da populacédo estudada.

Tabela 4. Caracterizacdo demografica da populagdo de criancas sadias e criangas com asma leve ou severa.

. Controles Asma leve Asma severa
Variaveis P
(n=73) (n=123) (n=17)
Género (masculino), n/total (%) 33/73 (45,2) 65/123 (52,8) 8/17 (47,6) 0,1017
Idade (anos), mediana (1Q) 11,6 (10,6-11,9) 11,3 (10,6-11,8) 9,0 (7,0-11,5) 0,2696
IMC, mediana (1Q) 18,9 (17,0-21,5) 19,0 (17,3-22,6) 19,8 (16,8-26,0) 0,8752

IQ = intervalo interquartil; IMC = indice de massa corporal (kg/m?)
Resultados expressos em nimero (percentagem) ou mediana (intervalo interquartil)
Os resultados em negrito indicam diferenca significativa entre os grupos (teste Kruskal-Wallis, nivel de

significancia de 95%)

A analise dos resultados demonstrou que houve diferenca significativa na razéo T/S de
leucdcitos entre os grupos (P = 0,0426). Nossos resultados evidenciam uma diferenca
significativa entre o grupo composto por criancas portadoras de asma severa, quando
comparadas ao grupo controle e ao grupo composto por criancas portadoras de asma leve (P <
0,05). A Figura 13 mostra a comparacdo da razdo T/S nos trés grupos. O coeficiente de
variacao entre os experimentos foi de 18,8%, baseado na variacdo da razéo T/S da amostra de

referéncia.
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Figura 13. Avaliacdo do comprimento relativo de telémeros entra criangas portadoras de asma leve, asma severa
e o grupo controle. Houve diferenca significativa (P = 0,0426) entre os trés grupos analisados. * = Diferenca

significativa (P < 0,05) entre o grupo asma severa em relacdo ao grupo controle ou o grupo asma leve.

7.3.3. Individuos adultos portadores de obesidade

A obesidade é uma desordem relacionada diretamente com a porcentagem de gordura
corporal total. Além de contribuir para o surgimento de desequilibrios metabdlicos, a
obesidade acelera os processos celulares do envelhecimento, reduzindo a expectativa de vida
(AHIMA, 2009). E frequentemente tratada como uma doenca cronica também associada a um
estado de estresse oxidativo elevado, induzindo um quadro sistémico de inflamacdo associado
a uma taxa acelerada de encurtamento de teléomeros (SOHET et al., 2009; VALDES et al.,
2005).

Foram avaliados 66 individuos adultos, sendo 45 saudaveis eutréficos sem
comorbidades e 39 individuos portadores de obesidade severa ou mérbida (IMC > 35,0). A
Tabela 5 mostra os dados referentes a caracterizacdo da populacdo estudada. O grupo

composto por adultos com obesidade apresentou significativa ocorréncia de diferentes

59



comorbidades, sendo que a mais prevalente foi dislipidemia — em 61,5% dos pacientes. Além
disso, o IMC variou de 33,71 a 74,19kg/mz2, sendo que 87,18% desses individuos possuiam
obesidade morbida (IMC > 40,0). Nao houve diferenca entre os grupos quanto a pratica de

atividade fisica.

Tabela 5. Caracterizagdo demografica da populagéo de individuos eutréficos sadios e com obesidade.

Variaveis Controles Obesos b
(n=27) (n=39)
Género (masculino), n/total (%) 11/27 (40,7) 9/39 (23,1) 0,1742
Idade (anos), mediana (1Q) 28,0 (26,0-33,0) 36,0 (32,7-41,2) 0,0006
IMC, mediana (1Q) 22,1 (20,7-23,2) 45,0 (41,4-50,2) <0,0001
Atividade fisica, n/total (%) 2127 (7,4) 0/39 (0) 0,1636
Comorbidades, n/total (%)
Sindrome metabolica 0/27 (0) 21/39 (53,8) <0,0001
Diabetes mellitus tipo 2 0/27 (0) 11/39 (28,2) 0,0019
Hipertensao arterial sistémica 0/27 (0) 21/39 (53,8) <0,0001
Dislipidemia 0/27 (0) 24/39 (61,5) <0,0001
Esteatose hepética 0/27 (0) 19/39 (48,7) <0,0001

IQ = intervalo interquartil
Resultados expressos em ndamero (percentagem) ou mediana (intervalo interquartil)

Os resultados em negrito indicam diferenca significativa entre os grupos (nivel de significancia de 95%)

A anélise dos resultados demonstrou encurtamento significativo dos telémeros (razéo
T/S) em PBMC nos individuos adultos com obesidade e seus controles (P = 0,0006). Esse
efeito permaneceu apds ajuste para a idade, considerada uma variavel confundidora (P =
0,026). A Figura 14 detalha a comparacdo da razdo T/S nos dois grupos, com ajuste para
idade. O coeficiente de variacdo entre os experimentos foi de 3,78%, baseado na variacéo da

razdo T/S da amostra de referéncia.
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Figura 14. Avaliagdo do comprimento relativo de telébmeros entra adultos portadores de obesidade severa e o

grupo controle. Houve diferenca significativa entre os grupos (teste Mann-Whitney).

Uma vez que os teldmeros sdo considerados marcadores de idade bioldgica, foi

realizado um teste de correlacdo entre o comprimento de telémeros e a idade dos individuos

participantes. Os resultados demonstram uma associagdo inversa significativa entre

comprimento de telémeros e idade nos individuos portadores de obesidade (r = -0,4108, P =

0,0116, nivel de significancia de 95%) (Figura 15A). Também foi observada associacdo

inversa significativa entre o IMC e o encurtamento dos teldmeros nos pacientes com

obesidade e individuos eutréficos (r =-0,4174, P = 0,0005) (Figura 15B).
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Figura 15. Anélise de correlagdo entre a razdo T/S e duas variaveis diferentes. A) ldade. Houve correlacéo
inversa entre a idade dos individuos obesos e a razdo T/S (r = -0,4108, P = 0,0116). N&o houve diferenca

significativa em individuos saudaveis. B) IMC. Houve correlacdo inversa entre o IMC dos participantes do

estudo de obesidade severa e a razdo T/S (r = -0,4174, P = 0,0005).
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8. DISCUSSAO

Evidéncias experimentais sugerem que o encurtamento dos telémeros, o surgimento de
DDR, e senescéncia celular resultam em um fenotipo de envelhecimento. Em humanos, a
deteccdo do comprimento relativo de teldmeros € extensivamente relacionada ao
envelhecimento e a patologias que aceleram esse fenotipo. Uma hipoOtese a cerca do
envelhecimento é de que ocorra um encurtamento abrupto logo no inicio das doencas,
sugerindo que o comprimento de telémeros pode ser um importante marcador bioldgico do
desenvolvimento das patologias (OESEBURG et al., 2010).

O esgotamento das células progenitoras e o acimulo de células senescentes pode ser
um fator decisivo na perda da homeostase tecidual, acarretando no declinio da funcéo celular,
aumentando a progressdo de doencas degenerativas, caracterizando o processo de
envelhecimento (CUI; KONG; ZHANG, 2012). O encurtamento de teldmeros tem sido
associado com diversas doengas relacionadas a idade, incluindo cancer (CHEN et al., 2015),
hipertensdo associada a inflamacdo crénica (AULINAS et al, 2015), doencas
cardiovasculares (HUNT; KARK; AVIV, 2015), entre outras. Doengas neurodegenerativas
como Parkinson (MAEDA et al., 2012) e Alzheimer (GUAN et al., 2013) ndo apresentam
aceleracdo do encurtamento de telébmeros, mas estdo associados a reducdo do numero de
teldmeros longos.

O dano oxidativo ao DNA constitui o principal dano a DNA em células humanas.
Uma das formas de dano ao DNA induzido por estresse oxidativo € a oxidacdo das bases de
Guanina do DNA gerando 8-oxoguanina (8-oxoG) (AN et al., 2015). A lesdo provocada por
8-0x0G induz mutacGes de troca de bases entre guanina e citosina por timina e adenina, e
quando ndo reparada, ha a inducdo de quebras de DNA de fita simples e duplas, acarretando

em altos niveis de instabilidade gendémica (COLUZZI et al., 2014).
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Durante o estresse oxidativo, as trocas de base provocadas pela presenca de 8-0xoG
nos teldbmeros é maior, visto que a sequéncia telomérica é rica em guanina. Nao obstante, o
reparo ao dano no DNA telomérico é limitado quando comparado a outras regides do genoma
(RHEE et al., 2011). Mutacdes 8-oxoG inibem a atividade da telomerase e dificultam a
interacdo do DNA telomérico com as proteinas do complexo Shelterin, contribuindo para a
disfuncdo dos telémeros (BAILEY; MURNANE, 2006), o desenvolvimento de eventos
genotoxicos e o surgimento de anomalias nucleares (como pontes nucleoplasmaticas)
resultantes da instabilidade cromossomal (COLUZZI et al., 2014).

A deteccdo do comprimento de telomeros em diferentes células ndo é um processo
tecnicamente simples, sendo necessaria a padronizacdo de uma técnica de alta
reprodutibilidade, quando o objetivo do estudo € sua utilizagdo em estudos epidemioldgicos.
A padronizacdo de uma técnica de alta eficiéncia capaz de mensurar a sequéncia telomérica é
0 maior obstaculo para a inserc¢éo da avaliacdo de teléomeros em estudos clinicos (BOJESEN,
2013). Dessa forma, esse estudo teve como principal objetivo estabelecer uma ferramenta
rapida e eficiente de deteccdo de teldmeros, capaz de permitir o desenvolvimento de diversos
estudos em diferentes coortes, possibilitando determinar o estado de satde dos individuos em
relacdo a aceleracdo do envelhecimento.

Ainda hoje, a anélise de quantificacdo do comprimento de telémeros por Southern Blot
(TRF) é considerado como padrdo ouro. Entretanto, muitos estudos demonstram uma
significativa correlagdo positiva entre a razdo T/S mensurada pela técnica de PCR e a técnica
de quantificacdo por restricdo de fragmentos Southern Blot (r* > 0,7) (CAWTHON, 2002;
ELBERS et al.,, 2014), demonstrando a confiabilidade e eficiéncia da avaliagdo do
comprimento de teldmeros atraves do metodo de quantificagdo por qPCR. Outra vantagem em

favor da utilizacdo de gPCR é a alta sensibilidade a qual permite o desenvolvimento de
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estudos em larga escala, com o minimo de material bioldgico necessario (30-150ng), com
baixo coeficiente de variacao entre as reacdes (MONTPETIT et al., 2014).

Embora haja uma correlacdo positiva entre a técnica de qPCR e a quantificacdo TRF, é
possivel observar valores discrepantes quanto ao comprimento de telémeros em determinados
estudos. A possivel explicacdo para esse fato € a metodologia de quantificacdo entre as duas
técnicas. Enquanto a quantificacdo TRF detecta as regiGes telomérica e subtelomérica (até as
enzimas de restricdo encontrarem um local para a clivagem), a técnica de qPCR detecta
exclusivamente a regido telomérica — composta pela sequéncia de nucleotideos TTAGGG (em
mamiferos). Dessa forma, a deteccdo de telébmeros pela técnica de qPCR proporciona
resultados mais precisos em estudos que apresentem grande variabilidade de material
biolégico (ELBERS et al., 2014).

Além disso, os métodos de deteccdo relativa de teléomeros, incluindo a mensuracao por
TRF e metodologias como FISH, normalizam os resultados utilizando regiGes do DNA que
apresentam elevado nimero de copias, seja DNA centromérico (CANELA et al., 2007) ou
repeticbes Alu (WANG, F. et al., 2013). Assim a variacdo do nimero de cOpias dessas
sequéncias entre os individuos pode levar a imprecisdo nos resultados. Ao normalizar a
quantidade de repeticGes teloméricas pela quantidade de copias de um gene de cépia Unica,
como 36B4, B-globina ou albumina, o método de gPCR diminui essa limitacdo (CAWTHON,
2002).

A literatura tem demonstrado que diferentes métodos de extracdo de DNA
(DENHAM; MARQUES; CHARCHAR, 2014), bem como estocagem e a qualidade do DNA
tém um impacto significativo na determinacdo do comprimento de telémeros pela técnica de
PCR (CUNNINGHAM et al., 2013). Nossos resultados demonstram alta qualidade do
material genético, baseado na pureza observada apos a extracdo do gDNA de leucdcitos e

PBMC. A alta variacdo da pureza do gDNA — a maioria das amostras apresentou pureza
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abaixo de 1,6, indicando contaminacdo proteica — extraido de células epiteliais da mucosa oral
pode ser uma explicacdo para a dificuldade na deteccdo do comprimento de telémeros desse
tipo celular. Além disso, um alto nivel de contaminantes quimicos como detergentes i6nicos,
ou 0 proprio dano & regido telomérica durante o processo de extracdo pode ter resultado na
ineficiéncia da técnica.

Além disso, estudos demonstram que, embora exista uma correlacdo, 0 comprimento
de teldomeros de diferentes populacdes celulares do mesmo individuo pode variar, mesmo
utilizando a mesma técnica para a deteccdo (GADALLA et al., 2010). Esse estudo permitiu a
avaliacdo do comprimento de teldmeros a partir de leucécitos e de PBMC. Os resultados
obtidos nos permitiram determinar o tipo de material biologico e seu método de extracdo a
fim de obter alta eficiéncia da técnica, tornando-a reprodutivel.

Com base nos resultados obtidos nos trés estudos utilizados para validar a
padronizacdo da gPCR, pode-se observar uma maior variabilidade no rTL dos individuos que
constituiram os grupos controle, quando comparados ao seus respectivos casos. Esse padrdo
possivelmente deve-se ao fato de que os individuos considerados como controles (saudaveis)
constituem um grupo heterogéneo, respondendo a diversos fatores — como eventos de estresse
psicossocial (ZAHRAN et al., 2015), estresse oxidativo (CHAICHOMPOO et al., 2015),
inflamac&o cronica (GLEI et al., 2014), ou outros fatores — que influenciam de forma variavel
0 comprimento de seus telémeros e que ndo foram documentados no momento da selecdo. A
baixa variabilidade do rTL dos individuos que compuseram 0s grupos caso pode estar
relacionado a prevaléncia de um conjunto de fatores especificos a manifestacdo de cada
doenca (peso ao nascimento, funcdo pulmonar, IMC, comorbidades), de forma a estabelecer
um grupo mais homogéneo, restringindo os valores do rTL a um menor intervalo.

A biologia dos tecidos utilizados nesse estudo deve ser considerada na analise dos

resultados, devido a sua variabilidade. Leucocitos séo constituidos por diferentes linhagens
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celulares (células mononucleares e polimorfonucleares), e as suas propor¢des no sangue sdo
altamente variaveis, mesmo em individuos saudaveis. As células polimorfonucleares
consistem principalmente em neutréfilos, os quais possuem uma propor¢do que varia de 40-
70% dos leucdcitos totais, tendo uma vida Util muito curta — cerca de 1-3 dias (DLOUHA et
al., 2014). Ja linfocitos, que compdem cerca de 70- 90% das células mononucleares, possuem
um tempo de vida de poucas semanas (ROTH et al., 2003).

Dessa forma, a variabilidade do comprimento de telémeros nos diferentes estudos com
criancas (ex-prematuras e asmaticas), mensurado a partir de leucocitos totais, pode ser
explicada pelos distintos tempos de vida dos diferentes tipos celulares que constituem a
populacéo de leucocitos.

Outra limitacdo que pode ser observada nesse estudo é decorrente da utilizacdo de
diferentes métodos de extracdo nos trés tipos de células utilizados, impedindo a comparacgéo
da qualidade tecido-especifica da metodologia empregada na extracdo do gDNA através dos
estudos aqui detalhados.

Embora o comprimento de telémeros possa refletir, pelo menos em parte, efeitos
relacionados a exposicOes anteriores de ordem bioldgica e emocional, os resultados desse
estudo, obtidos com a populacdo de criangas ex-prematuras, ndo qualificam o nascimento
prematuro como um possivel marcador para um mecanismo que associa condi¢@es neonatais a
processos que acelerem o envelhecimento da populagdo em geral. Um estudo anterior em uma
populagéo de adultos ex-prematuros observou que ndo houve relacéo entre 0 comprimento de
telomeros e a idade gestacional ou peso ao nascimento (KAJANTIE et al., 2012),
corroborando com os resultados obtidos nesse trabalho.

Os resultados desse estudo podem sugerir que o encurtamento dos telomeros, se
presente no inicio da vida, seria revertido durante a infancia através de mecanismos que

alonguem a sequéncia telomérica. Além disso, o efeito da prematuridade sobre telémeros

68



parece estar restrito a prematuros que apresentem ruptura prematura de membranas
amnidticas no nascimento, em comparacdo a nascimentos prematuros com membranas
intactas (MENON et al., 2012).

Encontramos telémeros encurtados em criancas portadoras de asma em leucdcitos de
sangue periférico. Esse € o primeiro trabalho na literatura que relata a presenca de telomeros
mais curtos em criangas que apresentam asma severa. Esse resultado sugere que o
comprimento de telémeros pode ser proposto como um marcador geral associado a diferentes
comorbidades, inclusive a asma. Mais ainda, nossos resultados se correlacionam com dados
recentes obtidos em adultos com asma cronica (KYOH et al., 2013). Assim um mecanismo
molecular que reflete no encurtamento acelerado de telémeros, poderia ser desencadeado pela
ocorréncia de asma severa iniciada ja na infancia e que poderia contribuir para o fenotipo de
envelhecimento precoce presente em adultos.

Além disso, estudos indicam que uma associacdo entre inflamacdo eosinofilica
sistémica parece estar envolvida durante a persisténcia da asma. Especificamente, o aumento
dos niveis de eosinofilos circulantes pode representar cerca de um ter¢o da associacdo entre
asma cronica e comprimento dos telomeros (BELSKY et al., 2014).

N&do obstante, a patogénese de muitas doengas relacionadas a idade envolve
eosinofilos (SIMON; SIMON, 2007). Assim, se a inflamag8o eosinofilica contribui para o
encurtamento de telémeros durante as fases iniciais do desenvolvimento imunoldgico inato,
teldmeros curtos também poderiam ser considerados uma caracteristica de disturbios
eosinofilicos j& presentes na infancia (BELSKY et al., 2014).

A andlise dos dados de adultos portadores de obesidade severa indica uma
significativa associagdo com o comprimento reduzido de telomeros. Os resultados obtidos
nesse trabalho podem ser corroborados com resultados de outros estudos recentes, sugerindo

que o comprimento de teldmeros pode ser um fator de risco para um aumento da adiposidade
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(NJAJOU et al., 2012). Em outro estudo, ha evidencias de que o impacto causado pelo
encurtamento acelerado dos teldmeros, devido a obesidade, pode comegar ainda na infancia.
A avaliacdo de 793 criancas entre 2 e 17 anos demonstrou uma forte associacdo entre
teldmeros curtos e a ocorréncia de obesidade (BUXTON et al., 2011).

Os mecanismos bioldgicos que elucidam a relacdo entre o encurtamento acelerado de
telomeros e obesidade tém sido alvo de varios estudos. Em roedores observou-se que o
encurtamento dos telémeros pode contribuir para a disfuncdo metabolica através do impacto
sobre a biogénese mitocondrial (SAHIN et al., 2011). Outro estudo recente acompanhou, por
12 meses, 93 individuos portadores de obesidade severa, submetidos a cirurgia bariatrica. Os
resultados demonstraram que ha reducdo no comprimento de teldmeros, quando comparados
ao grupo formado por individuos eutroficos, mas ndo foi observado efeito da cirurgia sobre a
taxa do encurtamento de telémeros (FORMICHI et al., 2014).

Por outro lado, ha diversos estudos destacando fatores de estilo de vida que estdo
correlacionados a manutencdo da sequéncia telomérica. Sendo assim, ha evidencias de que
altos niveis de escolaridade (STEPTOE et al., 2011), controle do pessimismo (O'DONOVAN
et al., 2009) e préatica de atividade fisica (CHERKAS et al., 2008) estdo relacionados a
teldmeros longos. Também ha evidéncias de que restricdo caldrica, como a ingesta de
vitamina D (RICHARDS et al., 2007), folato (PAUL et al., 2009), complexos vitaminicos
formados principalmente por vitaminas C e E (PAUL, 2011) mantém a sequéncia telomérica
longa.

Também ha& dados na literatura que demonstram evidéncias de que intervencgdes
possam reverter o encurtamento acelerado de teldmeros, baseado em programas que
provoquem a mudanca do estilo de vida dos individuos. Em um estudo acompanhando, por
trés meses, pacientes com cancer de prostata, a mudanga de estilo de vida, incluindo dieta

equilibrada, acompanhamento por terapia de grupo, atividade fisica moderada e controle dos
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niveis de estresse, contribuiu para o alongamento da sequencia telomérica, diminuindo a
aceleracao do processo de envelhecimento (ORNISH et al., 2008).

Assim, o encurtamento de telébmeros surge como um possivel biomarcador com o
potencial de elucidar novos mecanismos moleculares subjacentes no desenvolvimento de
diversas doencas. Seu potencial uso também sugere que essa informacdo possa ser utilizada
para identificar individuos com maior risco e planejar intervencgdes benéficas a fim de evitar o

surgimento da doenca em questao.

9. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Dessa forma, os resultados desse trabalho permitem concluir que:

o N&o conseguimos estabelecer comparacgdes entre os diferentes métodos de extracdo
utilizados. Entretanto, escolhemos a extracio de gDNA a partir do método do
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico pelo alto rendimento, pureza e custo reduzido;

o Foi possivel padronizar e estabelecer uma técnica para deteccdo do comprimento de
telomeros baseada em gqPCR com baixo coeficiente de variacdo e alta reprodutibilidade da
técnica;

o Foi possivel detectar o comprimento de telébmeros em leucocitos e células
mononucleares de sangue periférico;

o Foi possivel validar nossa técnica de qPCR para a determinacdo de comprimento de
teldmeros em criancas ex-prematuras, criancas asmaticas, e individuos adultos com

obesidade;
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o A partir dos resultados obtidos nesse estudo, junto com os dados referentes a variaveis
clinicas e epidemioldgicas dos individuos incluidos nesse trabalho, iniciaremos a realizagdo

de andlises multivariadas associadas ao comprimento dos telémeros.
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ANEXO A (Questionario sobre qualidade de vida FACES I11)

Questionario FACES Il

AVALIE AS ASSERTATIVAS ABAIXO, PREENCHENDO OS QUADRADOS CONFORME A ESCALA:

O NUMERO INDICAO CONCEITO QUE NA SUA OPINIAO MELHOR RESPONDE A PERGUNTA

T Renn R T R R

Quase nunca

Raramente Freqilentemente Quase sempre

w

o~

Ll

POSIGAO NA FAMILIA> MAE ( ) PAI( ) OUTRO( )

DESCREVA SUA FAMILIA ATUALMENTE:
1.

Os membros da familia pedem ajuda uns aos outros

. Seguem-se as sugestdes dos filhos na solugdo de problemas
. Aprovamos os amigos que cada um tem

. Os filhos expressam suas opinides quanto a sua disciplina

. Gostamos de fazer coisas apenas com a nossa familia

. Diferentes pessoas da familia atuam nela como lideres

. Os membros da familia sentem-se mais préximos entre si que com pessoas estranhos ‘a familia

. Em nossa familia mudamos a forma de executar as tarefas domésticas?

. Os membros da familia gostam de passar o tempo livre juntos

10. Pals e filhos discutem Juntos os castigos

11. Os membros da familia se sentem muito préximos uns dos outros

12. Os filhos tomam as decisdes em nossa familia

13. Estamos todos presentes quando compartithamos atividades em nossa famllia
14. As regras mudam em nossa familia

15. Facilmente nos ocorrem colsas que podemos fazer juntos em familia

16. Em nossa familia fazemos rodizio das responsabilidades domésticas

17. Os membros da familia consultam outras pessoas da familia para tomarem suas declsdes
18. E dificil identificar o(s) lider{es) na nossa familia

19. A unido famlllar é muito importante

20. E dificil dizer quem faz cada tarefa doméstica em nossa casa
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ANEXO B (Carta de permissédo para a realiza¢éo das coletas no COM HSL PUCRS)

Porto Alegre, 18 de Novembro de 2013

Ao Comite de Etica da UFRGS

Declaro que tenho conhecimento e autorizo a realizagdo do projeto intitulado “Determinagdo
do comprimento de telémeros em diferentes populagoes celulares de obesos mérbidos”
proposto pelos pesquisadores Lucas Kich Grun, Dra. Fatima Theresinha Costa Rodrigues Guma

e Dra. Florencia Maria Barbé-Tuana.

O referido projeto sera realizado através de coletas feitas no ambulatério de Cirurgia Baridtrica
e Metabdlica do Hospital Sdo Lucas da PUCRS (COM HSL PUCRS) sendo que as analises
genéticas do material coletado serdo feitas nos laboratérios do Departamento de Bioquimica

da UFRGS. Informo, outrossim, que estas agdes sé poderdo ocorrer a partir da apresentagao

da carta de aprovacgdo do Comite de Etica em Pesquisa da UFRGS e da PUCRS.

Atenciosamente,

A \ \

Dr. Claudio Cora Mottin, MD PhD

Chefe do COM HSL PUCRS W

Hospital Sdo Lucas da PUCRS -
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ANEXO C (Aprovacdo do Comité de Etica da UFRGS)

& UNIVERSIDADE FEDERAL DO

UWFRGS ROGRANDE DO SUL/PRO- %‘.M
universioane reperar  REITORIA DE PESQUISA -

DO RO GRANDE DD SUL

PARECER CONSUEBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Determinagdo do comprimento de telomeros em diferentes populacoes celulares de
obesos mérbidos

Pesquisador: Fatima Theresinha Costa Rodrigues Guma

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 26793114.0.0000.5347

Instituigdo Proponente: Universidade Federal do Rio Grande do Sul Instituto de Ciéncias Basicas da
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 640817
Data da Relatoria: 20/03/2014

Apresentagio do Projeto:
A obesidade é uma desordem definida pelo indice de massa corporal (IMC),

relacionada diretamente com a porcentagem de gordura corporal total. Alem de
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contribuir para o surgimento de desequilibrios metabdlicos, a obesidade acelera os

processos celulares do envelhecimento, reduzindo a expectativa de vida. Este estudo, no contexto de uma
dissertacdo de mestrado, avaliara o tamanho de teldmeros em individuos obesos.

Objetivo da Pesquisa:

Q presente projeto visa agregar aos estudos com individuos obesos dados sobre o encurtamento dos
teldmeros.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos e beneficios adequadamente apresentados.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Possui merito.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:
TCLE apresentado adequadamente

Concordancia do ambulatério de Cirurgia Bariatrica do Hospital S3o0 Lucas da PUCRS presente.

Enderego: Av. Paulo Gama, 110 - Sala 317 do Prédio Anexo 1 da Reitoria - Campus Centro

Bairro: Farroupilha CEP: 90.040-060
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3308-3738 Fax: (51)3308-4085 E-mail: etica@propesqg.ufrgs.br
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ANEXO D (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (Estudo sobre obesidade)

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de um estudo para conhecer melhor sobre o
quanto o sobrepeso afeta medidas de envelhecimento celular em pessoas com obesidade de
grau Il (obesos mérbidos) submetidos a cirurgia bariatrica no periodo transoperatorio e em
voluntarios sadios.

A obesidade mdrbida — ou obesidade de grau Il — definida pelo IMC > 40, é uma
grave condicdo cronica de salde que ndo tem uma causa Unica. Dentre os efeitos nocivos, a
obesidade tem sido associada ao maior risco de desenvolver doencas como diabetes,
hipertensdo e cancer, afetando substancialmente a qualidade de vida do portador, além de
possuirem uma expectativa de vida reduzida.

Apesar da importancia de sabermos quais sdo os efeitos da obesidade, ainda sdo
poucos os estudos que avaliaram esses efeitos sobre medidas genéticas de envelhecimento
celular.

O conhecimento dos efeitos da obesidade morbida sobre a degradagdo do DNA
durante o processo de envelhecimento celular pode trazer amplos beneficios em termos de
salde publica, no que diz respeito a criacdo de medidas que objetivem evitar e controlar o
excessivo aumento de peso da populacdo em geral, visando a prevencdo de diversas doencas
associadas a obesidade.

Antes de consentir com sua participagédo, solicitamos que vocé leia as informacdes
contidas neste termo de consentimento.

1. QUAL E OBJETIVO PRINCIPAL DO ESTUDO?

O objetivo principal deste estudo é avaliar os efeitos da obesidade mdrbida durante o
processo de envelhecimento em uma populacdo de obesos morbidos submetidos a cirurgia
bariatrica, no periodo transoperatorio, e individuos saudaveis.

2. COMO O ESTUDO SERA REALIZADO E QUAL SERA A MINHA
PARTICIPACAO NO ESTUDO?

O paciente, ou responsavel legal serdo convidados a responder perguntas que revisam
aspectos clinicos, sociais e de saude, do paciente e de seus familiares. Os pacientes serdo
convidados a responder a dois questionarios relacionados a qualidade de vida relacionada a
salde e ambiente familiar (Questionario de Qualidade de Vida-SF-36 e Questionario FACES
).

Esses questionarios serdo realizados por um entrevistador. Apos o preenchimento dos
guestionarios, sera solicitada aos pacientes a permissao para a coleta de uma amostra de
esfregaco de células da bochecha interna da boca (mucosa oral) e coleta de 1 ml de sangue do
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seu braco (sangue periférico). As coletas serdo realizadas por uma equipe treinada no periodo
transoperatério.

3. QUAIS SAO OS RISCOS E BENEFICIOS DO ESTUDO?

Ao participar do nosso estudo vocé pode auxiliar os pesquisadores a melhorar os
conhecimentos sobre a obesidade no Brasil, trazendo beneficios para a prevencédo e cuidados
para saude. Estimamos um desconforto minimo no momento da puncao venosa para retirada
de sangue ou do esfregago da bochecha para a obtencao de células da mucosa interna da boca.
N&o prevemos maiores riscos associados a ditos procedimentos.

4, QUEM TERA ACESSO AS INFORMACOES DESTE ESTUDO?

Os dados dos questionarios e os resultados individuais dos estudos de obesidade sdo
confidenciais e ndo poderdo ser utilizadas para outros objetivos que ndo estejam descritos
neste termo. Os resultados deste estudo deverdo ser publicados, porém a identidade dos
participantes ndo sera revelada em nenhum momento. As amostras bioldgicas serdo
armazenadas apenas com Seu registro, sem 0 nome ou iniciais. Somente os pesquisadores
poderdo identificar a origem das amostras. Os Comités de Etica e Pesquisa da PUCRS ou da
UFRGS poderéo ter acesso aos dados da pesquisa para poder assegurar que seus direitos estdo
sendo protegidos.

5. QUAIS SAO AS COMPENSACOES DA PARTICIPACAO NO ESTUDO?

N&o havera custos para os participantes do estudo. Vocé também néo recebera nenhum
pagamento pela participagédo no trabalho.

6. PODEREI DESISTIR DE PARTICIPAR DO ESTUDO?

Os participantes podem em qualquer momento cancelar sua participacdo no estudo.
Isto ndo influenciard o andamento do estudo e seus resultados futuramente, nem o tratamento
oferecido pela equipe responsavel.

7. A QUEM DEVO ME DIRIGIR PARA MAIORES INFORMACOES SOBRE A
PESQUISA?

Se vocé tiver qualquer davida sobre seus direitos como participante do estudo, vocé
pode ligar e contatar os responsaveis pelo estudo no telefone (51) 3308 5763 e falar com
Lucas Grun ou a Dra. Florencia Barbé-Tuana. Também pode entrar em contato com o Comité
de Etica e Pesquisa da UFRGS (51) 3308 3738 ou PUCRS (51) 3320 3345), e contatar 0s
coordenadores Profs. Marcelo Lazzaron Lamers e Wania Aparecida Partata, ou o Prof.
Rodolfo Herberto Schneider, respectivamente.
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Favor preencher abaixo se concordar em participar do estudo:

Eu, , fui informado(a) dos objetivos
desta pesquisa de forma clara e detalhada. Recebi informagdes sobre todos os procedimentos
que serdo feitos e os possiveis desconfortos, riscos e beneficios associados. Todas as minhas
duvidas foram esclarecidas e sei que poderei solicitar novas informagdes a qualquer momento.
Além disso, sei que as informacgdes obtidas durante o estudo sdo confidenciais e privadas, e
que poderei me retirar do estudo a qualquer momento.

ASSINATURAS

Sua assinatura abaixo demonstra que vocé recebeu e leu este termo, entendeu todas as
informacdes relacionadas ao estudo proposto, esclareceu suas duvidas e concordou com a sua
participacdo em nosso estudo.

Nome do paciente (ou responsavel)

Se responsavel: ( ) mae ( ) pai ( ) outros:

Contatos: ()

Assinatura ( )
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