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RESUMO

O diabetes mellitus (DM) é um grupo de doengas metabdlicas relacionadas a glicemia
elevada, com uma prevaléncia crescente devido a fatores socioecondmicos,
demograficos, ambientais e genéticos. Esse aumento, em grande parte, esta relacionado
ao diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e aos fatores de risco associados, como obesidade,
dietas ndo saudaveis e falta de atividade fisica. O processo fisiopatoldégico envolve
inicialmente a resisténcia a insulina e, posteriormente, o comprometimento da funcgao
mitocondrial, levando a um estado cronicamente elevado de estresse oxidativo e
causando danos oxidativos ao DNA e a outras proteinas. Esse mecanismo esta associado
ao agravamento do diabetes e ao desenvolvimento de outras doengas, como
enfermidades cardiovasculares e insuficiéncia renal. Nesse contexto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a instabilidade gen6mica em sangue periférico e mucosa oral de
individuos de 30 a 76 anos com Diabetes mellitus tipo 2 (DM2), pré-diabéticos e nao
diabéticos, residentes em Foz do Iguagu, Parana, que declararam praticar ou nao
atividades fisicas regulares, considerando diferentes habitos de vida e condi¢des clinicas.
Para tanto, o estudo incluiu a coleta de amostras de sangue para testes genotoxicos,
raspagem da mucosa oral para avaliagao de micronucleos, medi¢cao da glicemia capilar e
dosagens de triglicerideos, lipoproteina de alta densidade, fosfatase alcalina, aspartato
aminotransferase e alanina aminotransferase. Os resultados destacaram que as variaveis
relacionadas ao dano genético, como micronucleos em células da mucosa bucal e
micronucleos em eritrécitos, sao significativamente mais elevadas em individuos com
DM2, indicando uma correlagao direta entre hiperglicemia crénica e aumento de danos ao
DNA (p<0,01), além de marcadores bioquimicos mais proeminentes nos grupos com
alteragdes glicémicas como o triglicerideo e o alanina aminotransferase. E os
micronucleos em células da mucosa bucal apresentou sensibilidade significativa para a
pratica de atividade fisica dos individuos do grupo de diabéticos. Resultados que
possibilitaram a caracterizagao do perfil da instabilidade genémica em individuos pré-
diabéticos e diabéticos tipo 2 na populagédo de Foz do Iguagu, PR, auxiliando na busca de
estratégias relacionadas a promogao, prevengdo e aprimoramento dos tratamentos
existentes.

Palavras-chave: micronucleo; teste do cometa; diabetes mellitus; PCA; marcadores
bioquimicos.
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ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a group of metabolic diseases related to elevated blood glucose
levels, with increasing prevalence due to socioeconomic, demographic, environmental,
and genetic factors. This rise is largely associated with type 2 diabetes mellitus (T2DM)
and its associated risk factors, such as obesity, unhealthy diets, and lack of physical
activity. The pathophysiological process initially involves insulin resistance and, later,
mitochondrial dysfunction, leading to a chronically elevated state of oxidative stress,
causing oxidative damage to DNA and other proteins. This mechanism is associated with
the worsening of diabetes and the development of other diseases, such as cardiovascular
diseases and kidney failure. In this context, the objective of this study was to evaluate
genomic instability in peripheral blood and oral mucosa of individuals aged 30 to 76 years
with type 2 diabetes mellitus (T2DM), pre-diabetics, and non-diabetics, residing in Foz do
Iguacu, Parana, who reported practicing or not practicing regqular physical activities,
considering different lifestyle habits and clinical conditions. For this purpose, the study
included the collection of blood samples for genotoxic tests, oral mucosa scraping for
micronucleus evaluation, capillary glucose measurement, and assessments of
triglycerides, high-density lipoprotein, alkaline phosphatase, aspartate aminotransferase,
and alanine aminotransferase. The results highlighted those variables related to genetic
damage, such as micronuclei in buccal mucosal cells and micronuclei in erythrocytes,
were significantly higher in individuals with T2DM, indicating a direct correlation between
chronic hyperglycemia and increased DNA damage (p<0.01), as well as more prominent
biochemical markers in groups with glycemic alterations, such as triglycerides and alanine
aminotransferase. Additionally, micronuclei in buccal mucosal cells showed significant
sensitivity to physical exercise in the diabetic group. These results allowed for the
characterization of the genomic instability profile in pre-diabetic and type 2 diabetic
individuals in the population of Foz do Iguagu, PR, aiding in the pursuit of strategies
related to the promotion, prevention, and improvement of existing treatments.

Keywords: micronucleus; comet test; diabetes mellitus; PCA; biochemical markers.
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1 INTRODU(;AO
1.1 Referencial tedrico

1.1.1 Diabetes mellitus

O diabetes é uma das emergéncias de saude globais que mais crescem no século
XXI (Figura 1). Em 2021, foi estimado que 537 milhdes de pessoas tivessem diabetes,
sendo esperado que este numero alcance 643 milhdes até 2030 e 783 milhdes até 2045.
O Brasil é o0 pais com maior numero de pessoas com diabetes da América Latina e o 6°
no mundo com diagndsticos, com perspectiva de dobrar o numero de pacientes com esta
patogénese em 2045 ([IDF] International Diabetes Federation, 2021). A crescente
prevaléncia de diabetes em todo o mundo é impulsionada por uma complexa interagéo de
fatores socioecondmicos, demograficos, ambientais e genéticos. O aumento continuo se
deve, em grande parte, ao aumento do diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e dos fatores de
risco relacionados, que incluem niveis crescentes de obesidade, dietas ndo saudaveis e
falta de atividade fisica (Bertoluci et al., 2022; 2020).

Figura 1. Mapa mundial do diabetes
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Fonte: adaptado de IDF Diabetes Atlas (2021).

Atualmente sao identificados quatro tipos principais desta patogénese, sendo:
diabetes mellitus tipo 1 (DM1), diabetes mellitus tipo 2 (DM2), diabetes mellitus gestacional

(DMG) e diabetes provocadas por condi¢cdes especificas (Kumar; Abbas; Aster, 2010;
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Silverthorn, 2017; GBD et al., 2018; International Diabetes Federation, 2021; Rodackl et al.,
2023; 2024). Classificagcdo em subtipos tém sido propostas, bem como outras
classificagdes, levando em conta caracteristicas clinicas como o momento do inicio do
diabetes, a historia familiar, a fungao residual das células beta, os indices de resisténcia a
insulina, o risco de complicagbes crénicas, o grau de obesidade, a presenca de
autoanticorpos e eventuais caracteristicas sindrémicas (Ahlqvist et al., 2018; Who, 2019).

O DM2 corresponde a 90% de todos os casos de diabetes, sendo causado pelo
estilo de vida inadequado e obesidade, que fazem com que exista comprometimento da
agao da insulina (resisténcia periférica), assim como deficiéncia parcial de secregédo de
insulina pelas células [ pancredticas e alteracbes na secre¢cdo de incretinas.
Normalmente os portadores apresentam caracteristicas clinicas associadas a resisténcia
a insulina, como acantose nigricans e hipertrigliceridemia (Cattin, 2016; Rodacki et al.,
2023; 2024; Sociedade Brasileira de Diabetes, 2024).

O hormoénio insulina é fundamental para a regulagdo de glicose no sangue e
também no funcionamento do metabolismo de proteinas e gordura. A insulina ndo apenas
promove a captagdo de glicose pelos tecidos, mas também estimula a sintese de
proteinas, gordura (lipogénese) e glicogénio (glicogénese). Esses efeitos anabdlicos da
insulina sdo importantes para o armazenamento e uso de energia (Pauli et al., 2009;
Mastrototaro & Roden, 2021). No desenvolvimento do DM2 ocorre inicialmente uma
reducdo na resposta de ag¢ao da insulina, processo denominado resisténcia a insulina que
esta ligado a inflamagao cronica e obesidade. Em resposta a essa resisténcia, cerca de
50% das células B pancreaticas aumentam a secrecdo de insulina, resultando em
hiperinsulinemia. Com o tempo, a demanda constante sobre as células beta leva a sua
disfungao e apoptose, resultando em uma secrecgao insuficiente de insulina. Além disso, a
epigenética também contribui para mudangas na expressdo das redes de genes
subjacentes de resisténcia e insuficiéncia a insulina. A metilagdo do DNA, modificagbes de
histonas e aumentos na expressdao de RNAs nao codificantes podem resultar em
atividade transcricional reduzida de genes-chave das células 3, contribuindo para a
resisténcia a insulina e insuficiéncia das células beta. Este estado de hiperinsulinemia
pode causar problemas como depleg¢ao no transportador de glicose do tipo 4 (GLUT 4),
mudancas na ativagao da proteina C quinase, liberagao de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e polidis e hexosaminas, o que gera aumento de mediadores inflamatorios e
disfungdo mitocondrial (Muoio & Newgard, 2008; Kumar, 2010; Praveen; Kumar; Tandon,
2015; Pappuswamy; Rajesh; Philip, 2020; Crisafulli et al., 2020; Prasad et al., 2022).
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O desenvolvimento e a continuidade da hiperglicemia, ocorrem concomitante com
a hiperglucagonemia, resisténcia dos tecidos periféricos a agao da insulina, aumento da
producao hepatica de glicose, disfungao incretinica, aumento da lipdlise e consequente
aumento de acidos graxos livres circulantes, aumento da reabsorg&o renal de glicose e
graus variados de deficiéncia na sintese e na secregdo de insulina pela célula B
pancreatica (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2017; Rodacki et al., 2023).

Os individuos com maior risco de desenvolvimento do DM2 incluem aqueles com
glicemia de jejum alterada (GJA), tolerancia diminuida a glicose (TDG) e, especialmente,
aqueles com as duas condi¢gées combinadas. Esses individuos fazem parte de um grupo
hoje conhecido segundo Organizagao Mundial de Saude (OMS) como hiperglicemia
intermediaria, mas popularmente conhecida como termo pré-diabetes (American Diabetes
Association, 2020; Moehlecke Iser et al., 2021). A OMS avalia glicemia de jejum alterada
(GJA) para pré-DM de 100-125 mg/dL e para DM2 com nivel = 126 mg/dL; e a glicemia do
teste de tolerancia oral a glicose de 2 horas (TOTG) = 140 e < 200 mg/dL. Isso representa
uma prevaléncia de 7,5% de adultos brasileiros que manifestam pré-diabetes /
hiperglicemia intermediaria (Saeedi et al., 2019; MUZY et al., 2021; American Diabetes
Association, 2021; Moehlecke Iser et al., 2021). Os critérios diagndsticos vém sendo
debatidos nos ultimos tempos e ainda ndo existe consenso sobre os limites para
considerarem este estagio intermediario. No entanto, estudos prospectivos vém utilizando
a concentragdo de hemoglobina glicada (HbA1c) como critério para prever o risco de
desenvolvimento do DM, por apresentar forte correlacdo da HbA1c e desenvolvimento
posterior do DM. O nivel de 6,5% ou mais é um critério diagndstico de DM, de acordo
com Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD), assim como o nivel de HbA1 entre 5,7 e
6,4% para pré-diabetes (Health Organization, 2006; Selvin et al., 2010; Zhang et al., 2010;
American Diabetes Association, 2014; Hostalek, 2019; American Diabetes Association,
2020; Pititto et al., 2023; Rodacki et al., 2024).

A detecgao antecipada pode auxiliar individuos de alto risco e encaminha-los para
estratégias preventivas severas para um possivel controle adequado do quadro clinico.
Neste contexto, a Associagdo Americana de Diabetes (ADA) recomenda
acompanhamento de individuos assintomaticos que apresentem comorbidades como
obesidade, hipertensao arterial e dislipidemias, devido estarem relacionados a fatores de
risco para o desenvolvimento para sindrome metabdlica e pré-diabetes (Health
Organization, 2006; American Diabetes Association, 2020). Uma das estratégias

preventivas é a indicagao da realizagao de atividades e exercicios fisicos.
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1.1.2 Impacto da atividade fisica e exercicio na regulagcao glicémica e estresse

oxidativo

O exercicio e atividade fisica apresentam conceitos relacionados, no entanto
possuem diferentes significados. A atividade fisica esta relacionada a qualquer movimento
corporal produzido pelos musculos no qual apresenta gasto energético, e inclui atividade
do dia a dia, como atividades recreativas ou domésticas. O exercicio € uma forma
especifica de atividade fisica, determinada por ser planejada, estruturada e realizada com
o objetivo de melhorar ou manter a aptidao fisica. Esta ultima, refere-se a um conjunto de
carateristicas, como forga, flexibilidade e resisténcia. A associacdo destas atividades
promove melhoria da qualidade de vida, redugdo do risco de doengas cronicas,
obesidade, diabetes mellitus do tipo 2 e aumento da longevidade (Caspersen; Powell;
Christenson, 1985; Reiner, 2013).

A pratica regular de exercicios fisicos, ao provocar a contragdo do musculo
esquelético, extrai glicose do sangue e a utiliza como fonte de energia. Isso tem um
impacto positivo na regulagdo dos niveis de glicemia, um fator crucial no manejo do DM2.
O exercicio fisico melhora a sensibilidade a insulina e ajuda a controlar os niveis de
glicose no sangue, reduzindo o risco de progressao para o DM2 e suas complicagbes
associadas (Sousa; Santos; Pardono, 2014; Sylow et al., 2017; Evans et al., 2019;
Ghafouri-Fard et al., 2022; Maulida; Prajitno; Sulistiawaty, 2022; Michielsen et al., 2022).

Até mesmo a caminhada pode ajudar a achatar a curva glicémica. Quanto mais os
musculos esqueléticos se contraem e absorvem glicose sem a necessidade de insulina,
menor sera o pico de glicemia, aliviando a sobrecarga do pancreas em produzir insulina
para lidar com a glicose restante (Gill; Herd; Hardman, 2002). A longo prazo, individuos
com maior desregulagcao da glicose estdao mais propensos a apresentar danos ao DNA

acumulados ao longo do tempo (Donath & Shoelson, 2011; Evans et al., 2019).

1.1.3 Tratamento e estratégias do controle do diabetes mellitus tipo 2 adotados no

Brasil

O tratamento de pacientes com DM2 no Brasil é oferecido através da Atencao
Basica a Saude (ABS) caracterizada como a introducdo ao Sistema Unico de Salde

(SUS), organizagao publica, gratuita e universal na qual qualquer cidadao brasileiro tem
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como direito, com base na Constituigdo Federal de 1988 (Lavras, 2011). Esta promogao
inclui rastreamento, diagndstico e acompanhamento longitudinal e multidisciplinar com
consulta clinica, oferecimento e/ou administracdo de medicamentos e de insumos para a
automonitorizagdo da glicemia capilar como também orientagdes de cunho né&o
medicamentosa e cuidados adversos clinicos (Panarotto et al., 2009; Brasil, 2013).

Atencdo Basica a Saude também atende aos casos de pré-diabetes por
apresentarem alto risco de desenvolvimento do DM2, orientando-os principalmente sobre
seus habitos alimentares com consumo caldrico de 1.200 a 1.800 kcal por dia e pratica de
exercicios fisicos regulares que consistem em = 180 minutos de atividade por semana.
Ainda, a ABS oportuniza programas voltados para mudancas de estilo de vida,
encaminhamento de especialistas, controle da glicose, monitoramento, reavaliagdo com
glicemia de jejum, além de prevenir e atenuar complicagdes do progresso de pré-diabetes
para DM2 com uso de farmaco (Brasil, 2013; 2006; Zand; Ibrahim; Patham, 2018).

O controle glicémico € decisivo para a prevengdo das complicagdes micro e
macrovasculares do DM. Existem atualmente muitas opgdes terapéuticas farmacolédgicas
para tratar a hiperglicemia do DM2, com eficacia demonstrada na redugéo da glicemia e
com seguranga cardiovascular estabelecida, tal como a metformina. Recentemente,
beneficios cardiovasculares e renais especialmente relacionados aos inibidores do SGLT2
(co-transportador sédio-glicose) e aos agonistas do receptor GLP-1(Peptideo Semelhante
ao Glucagon 1), vieram se somar ao potencial de tratamento e prevengcdo das
complicacbes do DM2. As opcgdes de tratamento, no entanto, precisam ser
individualizadas de acordo com as caracteristicas clinicas do paciente, considerando o
risco de hipoglicemia, a tolerabilidade, os efeitos adversos e o custo (Bahia & Almeida-
Pititto, 2024). Contudo, mudancas de estilo de vida devem ser recomendadas
universalmente como base para o tratamento do diabetes, incluindo a pratica de
atividades fisicas regulares, que possibilitam que a sensibilidade dos tecidos-alvo a
insulina seja aumentada (Sousa; Santos; Pardono, 2014; Ghafouri-Fard et al., 2022;
Junior et al., 2022; Maulida; Prajitno; Sulistiawaty, 2022; Michielsen et al., 2022).

Apesar da Atengao Basica a Saude (ABS) oferecer de forma gratuita o tratamento
do controle do nivel glicémico, menos de 30% dos portadores de diabetes conservam os
seus indices glicémicos regulares, pois além de aderir ao uso farmacoldgico, € necessario
que sejam seguidas praticas de atividades fisicas e alimentagcdo adequada, geralmente
negligenciada (Panarotto et al., 2009; Mendes, 2012; Maeyama et al., 2020). A

desregulagdo metabdlica causa uma hiperglicemia que, junto com outros fatores, promove
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a formagédo de produtos finais de glicacdo avangada (AGEs). Esses AGEs se ligam a
receptores especificos (RAGE), ativando a NADPH oxidase, o que resulta em uma
producao elevada de espécies reativas de oxigénio (ROS). O excesso de ROS pode
danificar o DNA celular, lipidios e proteinas, além de contribuir para o surgimento de
desordens metabdlicas relacionadas ao DM2 (Hopps et al., 2010; Pereira et al., 2013;
Perrone et al., 2020).

Para avaliar os impactos dessas desordens metabdlicas e o estado geral de saude
dos individuos com DM2, diversas técnicas bioquimicas sdo utilizadas. A dosagem de
triglicerideos (TG) e lipoproteina de alta densidade (HDL) sdo fundamentais para
monitorar o perfil lipidico dos pacientes, pois alteragdes nesses niveis estao
frequentemente associadas a complicagdes cardiovasculares. A fosfatase alcalina (FA) é
uma enzima cuja atividade elevada pode indicar problemas hepaticos ou 6sseos. As
enzimas hepaticas aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT)
sdo biomarcadores essenciais para avaliar a fungédo hepatica, pois niveis elevados dessas
enzimas sao indicativos de lesdo ou inflamagao hepatica. Essas medi¢des bioquimicas
fornecem informagbes valiosas sobre o estado metabdlico e a saude dos pacientes,
auxiliando no diagnéstico, progndstico e monitoramento da eficacia do tratamento (Albrink
& Man, 1958; Senior, 2012; Farbstein & Levy, 2012; Guerrero-Romero, 2013; Srivastava
et al., 2013; Srivastava, 2018; Xie et al; Nichols, 2019; Babic et al., 2019; Son, Ha, Lee,
2021).

Estas desordens metabdlicas levam a uma instabilidade genémica, associada a
elevadas frequéncias de micronucleos e de outros biomarcadores de danos ao DNA em
linfécitos do sangue periférico e células bucais, sendo indispensavel maiores
investigacdes tanto para estabelecer um provavel progndstico quanto para entender e
identificar se os danos genotdxicos realmente estdo relacionados com a evolugao clinica
(Sardas et al., 2001; Goldin et al., 2006; Semba; Nicklett; Ferrucci, 2010; Toneline et al.,
2014; Praveen; Kumar; Tandon, 2015; Salimi; Broumand; Mozdarani, 2016; Banday;
Sameer; Nissar, 2020; Kirsch-Volders et al., 2020; Pappuswamy; Rajesh; Maria Philip,
2020; Perrone et al., 2020; Deo; Fenech; Dhillon, 2021; Donnellan et al., 2022).

1.1.4 Genotoxicidade e sua relagao com diabetes mellitus tipo 2

A molécula de DNA pode ser alvo de diversos agentes causadores de

anormalidades. Quando danos ao DNA ocorrem, estes podem ser reparados/tolerados, ou
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as células sao eliminadas por apoptose. Quando o evento é tolerado e n&o ocorre reparo
do DNA, a célula segue viavel, mas ocorrem anormalidades como as alteragdes
cromossOmicas, pré-mutacdées e mutacbes em genes (Roos & Kaina, 2013; Tiwari &
Wilson, 2019).

Os ensaios micronucleos (MN) sdo validados como indicadores de genotoxicidade
e foram desenvolvidos para avaliar alteragdes cromossdmicas numéricas e estruturais
medidas como micronucleos que se originam, respectivamente, de cromossomos inteiros
e fragmentos de cromossomos que sao excluidos dos nucleos durante a mitose. O ensaio
de micronucleos de células bucais esfoliadas é frequentemente usado porque € um
método nao invasivo e eficaz para medir a frequéncia de micronucleos no tecido epitelial
(Thomas et al., 2009; Deo; Fenech; Dhillon, 2021). As células na mucosa bucal séo
importantes fontes de informacdes porque constituem a primeira barreira na rota de
ingestdo ou inalacdo e sao capazes de metabolizar espécies reativas (Holland et al.,
2008; Bolognesi et al., 2013; Bolognesi & Fenech, 2013; Toneline et al., 2014). No
entanto, o ensaio de micronucleo de citocinese de linfocitos € a técnica mais amplamente
utiizada e bem validada para medir os efeitos danosos do genoma em células
sanguineas induzidas por deficiéncias nutricionais, exposigdo quimica, radiagcdo e
suscetibilidade genética a doencgas (Fenech et al., 1999; Fenech, 2000; Fenech &
Bonassi, 2011; Bolognesi et al., 2013; Grindel et al., 2017; Deo; Fenech; Dhillon, 2021).

Os MN originam-se de fragmentos cromossdmicos acéntricos que s&o causados
por quebras de fitas de DNA (efeito clastogénico) e/ou de cromossomos atrasados inteiros
que nado completaram a migracdo anafasica da divisao celular (efeito aneugénico). No
ensaio de micronucleos de citocinese de linfécitos, os MN sédo pontuados especificamente
em células binucleadas (BN) que completaram apenas uma divisdo nuclear apos cultura
de células ex vivo, para permitir a expressdo de danos no DNA como MN e evitar efeitos
de confusdo da variagdo na divisdo celular (taxas entre doadores e entre ensaios). As
células que completaram uma divisdo nuclear sio identificadas por sua aparéncia
binucleada apés o bloqueio da citocinese usando citocalasina-B que inibe a formacao do
anel de microfilamentos necessario para a citocinese, mecanismo pelo qual a célula se
divide em duas células filhas apds a divisdo nuclear ser concluida (Degrassi; Tanzarella,
1988; Heddle et al., 1991; Miller et al., 1997; Bonassi et al., 2007; Fenech, 2007; Fenech
& Bonassi, 2011; Sommer; Buraczewska; Kruszewski, 2020; Deo; Fenech; Dhillon, 2021).

Além destes, 0 ensaio cometa é um dos métodos mais populares para avaliar

danos no DNA na populagdo humana (Ostling & Johanson, 1984; Singh et al. 1988; Mili¢
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et al., 2021). Neste ensaio, caso haja dano ao DNA o mesmo encontra-se fragmentado,
de modo que, durante a eletroforese, os fragmentos menores migram mais rapidamente
em relagdo aos fragmentos maiores, formando uma espécie de cauda de cometa.
Portanto, quando ha um alto dano, muitos fragmentos de diversos tamanhos serao
formados e migram por diferentes distancias, o que ndo ocorre em células sem danos no
DNA (Hartmann et al., 1995; Navarrete et al., 1997; Tice et al., 2000; Hartmann et al.,
2003; Lorenzo et al., 2013; Collins et al., 2014; Mgller, 2018; Mili¢ et al., 2021; Collins et
al., 2023).

Iniciativas colaborativas internacionais, como o projeto hCOMET, estabeleceram
valores de referéncia para o nivel de dano ao DNA em humanos, investigando o efeito de
fatores do hospedeiro, estilo de vida e exposi¢cdo a agentes genotdxicos e compararam
diferentes fontes de variabilidade do ensaio. Como resultado desta analise, intervalos
interquartis de quebras de fitas de DNA (que incluem sitios alcali-labeis) foram relatados
para intensidade da cauda, comprimento da cauda e momento da cauda (descritores do
ensaio cometa). Ainda, foram descritos os efeitos de fatores intrinsecos (ou seja, sexo,
idade, tabagismo, exposigdo ocupacional e obesidade) e extrinsecos (estagdo do ano,
exposi¢coes ambientais, dieta, atividade fisica e consumo de alcool) no nivel de dano ao
DNA medido pelo padrédo ou enzima-ensaio cometa modificado. Embora cada fator
influencie pelo menos um ponto final do ensaio cometa, a evidéncia coletiva nao indica
que fatores isolados tenham um grande impacto (Collins et al., 2014; Mili¢ et al., 2021).
Porém, os estudos indicam que pacientes com diabetes tém niveis aumentados de
quebras de fita de DNA e DNA danificado por oxidagao (Mgaller; Stopper; Collins, 2020).

O campo de estudo em relacdo aos danos ao DNA e DM2 ainda esta sendo
bastante explorado, estudando como o estresse metabdlico e inflamatério associado ao
diabetes podem ocasionar instabilidade ao DNA, e comprometer os mecanismos de
reparo do DNA. Considerando que a hiperglicemia dos pacientes de DM2 leva ao
aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs), provocam danos ao DNA a nivel
molecular de fita simples e dupla, também o aumento da producdo de EROs nas
mitocondrias provoca disfungdo ao DNA mitocondrial, o que pode comprometer a funcéo
celular e contribuir para resisténcias a insulina. Além de que estas espécies reativas
ocasionam estresse oxidativo e podem acometer a inativagcdo de enzimas de reparo do
DNA (Merecz et al., 2015; Deo et al., 2020; Franzke; Schwingshackl; Wagner, 2020). A
inflamacgéo cronica associada ao DM2 na qual abrange a liberagdo de citocinas pro-

inflamatdrias também pode ocasionar danos diretamente ao DNA ou através da indugao
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de estresse oxidativo (Minamino et al., 2009; Pezone et al., 2023). E importante a
continuidade de pesquisas para entender este mecanismo e desenvolver intervengdes
mais eficazes para proteger o DNA e melhorar a qualidade de vida desses pacientes,
além de entender se algum destes marcadores de danos de DNA pode ser utilizados

como estratégia de acompanhamento de DM2 na ABS.

1.2 Justificativa

O Diabetes mellitus resulta em hiperglicemia, induz produtos finais de glicagcao
avancgada, que resultam em alta liberagao de radicais livres de oxigénio reativos, debilita a
funcdo mitocondrial e produz uma condi¢cdo cronicamente elevada de estresse oxidativo.
Estes efeitos implicam em dano ao DNA e de outras proteinas, estando relacionadas ao
avango grave da patologia, além de estar associado como ponto de partida para o
desenvolvimento de outras doengas como enfermidades cardiovasculares, cancer,
insuficiéncia renal e comprometimento do reparo tecidual (Ruegsegger et al., 2018; Pinti
et al., 2019; Deo; Fenech; Dhillon, 2021).

O controle glicémico entre pacientes brasileiros com DM2 é ruim, principalmente
quando comparado com dados de paises de alta renda, principalmente em pacientes
atendidos no sistema publico de saude, devido a complexa interacdo de fatores
socioeconémicos, demograficos, ambientais e genéticos (Bertoluci et al., 2020; 2022).
Além disso, a incidéncia da patologia vem aumentando de maneira alarmante e
acometendo pessoas cada vez mais novas no pais e, diante deste cenario atual, os
formuladores de politicas e profissionais de saude estdo envidando esforgos para
maximizar os programas existentes e criar novas estratégias de prevengao para modificar
esse curso (Almeida-Pititto et al., 2015).

Embora o risco de desenvolvimento do DM2 ao longo da vida seja alto, nossa
capacidade em predizer e prevenir o DM2 na populagédo em geral ainda é limitada. Além
disso, a efetividade da deteccdo precoce por meio de rastreamento em massa de
individuos assintomaticos ainda nao foi definitivamente comprovada. Neste contexto, a
avaliacao de danos a nivel celular e molecular através de ensaios laboratoriais acessiveis,
confiaveis e de baixo custo, tais como ensaio do cometa e micronucleo em linfécitos de
sangue periféricos, esfregaco sanguineo e mucosa oral em individuos pré-diabéticos e
diabéticos tipo Il sdo indispensaveis para entender se os danos genotoxicos estédo

relacionados com o estabelecimento do diabetes mellitus tipo 2 e aos habitos de vida dos
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individuos (atividade fisica, sedentarismo, alimentagao, etc), bem como para avaliar se
estes dados podem ser utilizados como prognéstico da doenga, como tém sido
empregados em outras patologias. Nesse sentido, estudos nacionais sao essenciais para
compreender a realidade brasileira em relagdo ao DM2, contribuindo para a formulagao
de politicas publicas e estratégias de saude mais eficazes (Banday; Sameer; Nissar 2020;

Pappuswamy; Rajesh; Philip, 2020; Eremina et al., 2021).

1.3 Perguntas norteadoras

* individuos com diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e pré-diabetes que nao praticam
atividade fisica regular apresentam maior incidéncia de instabilidade gendémica em
comparagao aqueles que se exercitam regularmente?

* individuos diabéticos que praticam atividade fisica apresentam mais danos

genéticos do que individuos saudaveis, independentemente do status de atividade fisica?
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Avaliar a instabilidade genémica em sangue periférico e mucosa oral de individuos
de 30 a 76 anos com diabetes mellitus tipo 2 (DM2), pré-diabéticos e ndo diabéticos,
residentes em Foz do Iguagu, Parana, que declararam praticar ou nao atividades fisicas

regulares, considerando diferentes habitos de vida e condi¢des clinicas.

2.2 Especificos

» determinar os indices de danos ao DNA utilizando o ensaio cometa;

* determinar as frequéncias de micronucleos em eritrocitos, linfécitos e mucosa oral,

* dosar marcadores bioquimicos rotineiramente utilizados na pratica clinica na
Atengdo Basica de Saude (triglicerideos, lipoproteina de alta densidade, fosfatase
alcalina, aspartato aminotransferase e alanina aminotransferase) em individuos sem
diabetes (grupos controle), portadores de DM2 e pré-diabéticos;

» comparar e verificar se existe correlagdo entre os valores obtidos nos ensaios
genotdxicos, os marcadores bioquimicos e a pratica de atividade fisica entre os grupos
controle, portadores de DM2 e pré-diabéticos; e

* avaliar se os ensaios genotoxicos (micronucleos e ensaio cometam) podem ser
utilizados como biomarcadores na patologia DM2, com empregabilidade no rastreio e

acompanhamento da patologia na APS como estratégia complementar.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Aspectos éticos

3.1.1 Coleta de informagbées e amostras

O estudo foi aprovado pelo comité de ética em experimentacdo humana do Centro
Universitario de Pato Branco — UNIDEP (CAAE: 59991422.7.0000.9727, parecer numero
5.753.402) (Anexo A). O projeto foi divulgado para a populagdo de Foz do Iguacu, PR,
por meio de redes sociais e também pela Secretaria de Comunicagdo da universidade
federal da integracdo latino-americana (UNILA) e a amostragem por conveniéncia foi
efetuada em trés unidades basicas de saude (PROFILURB II, Porto Belo, AKLP) e na
Associacao de Diabéticos de Foz do Iguagu (ADIFI). Os individuos que manifestaram
interesse em participar da pesquisa assinaram o Termo de Compromisso Livre e
Esclarecido (Anexo B) e responderam a um questionario sobre informagdes bioldgicas,
habitos, estilo de vida e perfil clinico (Anexo C).

Esses individuos foram classificados primariamente entre portadores de DM2, pré-
diabéticos e sem alteragdo glicémica, de acordo com as informagdes disponiveis nos
questionarios. Uma segunda classificagao foi relacionada a pratica de atividade fisica e
sedentarismo. Apds essa primeira classificacdo, foram verificados aqueles que se
enquadraram nos critérios de inclusao/exclusao.

Foram adotados como critérios de inclusdo dos grupos amostrais:

a) DM2: idade entre 30 e 76 anos, com diagndstico médico de diabético tipo 2,
morador de Foz do Iguagu, PR;

b) pré-diabéticos (Pré-DM): idade entre 30 e 76 anos, com diagndstico médico de pré-
diabético, morador de Foz do Iguagu, PR;

Cc) pessoas sem alteragao glicémica (controle): idade entre 30 e 76 anos, morador de
Foz do Iguagu, PR.

Como critério de exclusdo, foram utilizados: gestantes, diabéticos que nao
pertenciam ao tipo 2, vegetarianos e pessoas submetidas a cirurgia bariatrica. Os
participantes foram inseridos na pesquisa aleatoriamente, até atingir o valor esperado de
participantes, sendo contemplados aqueles que tinham os perfis mais parecidos em
termos de classe medicamentosa anti-insulinica.

O indice de massa corporal (IMC) de cada participante foi calculado dividindo-se o

peso (em kg) pelo quadrado da altura (em metros), resultando na classificacédo: Magreza
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(< 18,5), Normal (18,5 — 24,9); Sobrepeso (25 a 29,9); Obesidade Grau | (30 — 34,9);
Obesidade Grau Il (35 — 39,9); Obesidade Grau Il (> ou = 40) (OMS, 2024).

Com relagdo a pratica de atividade fisica, os individuos foram agrupados, de
acordo com autodeclaragao, em: realizar atividade fisica regulares; n&o realizar atividade

fisica (Quadro 1).

Quadro 1. Grupos amostrados por condi¢éo glicémica, frequéncia de atividade fisica e sexo

Categoria Atividade Fisica Autodeclarada Total Sexo
Feminino: 11
DM2 Realiza atividade fisica regular 21 Masculino: 10
Feminino: 6
DM2 N&o realiza atividade fisica 14 Masculino: 8
Feminino: 5
Pré-diabético Realiza atividade fisica regular 7 Masculino: 2
Feminino: 8
Pré-diabético Na&o realiza atividade fisica 8 Masculino: 0
Sem alteragao Feminino: 11
glicémica Realiza atividade fisica regular 15 Masculino: 4
Sem alteracao Feminino: 10
glicémica Nao realiza atividade fisica 13 Masculino: 3

Fonte: da autora, 2024.

Todos os voluntarios, tanto do grupo controle quanto dos grupos amostrais, foram
identificados anonimamente por um codigo numérico. Os individuos que se enquadraram
nos critérios de classificacdo foram convidados para a realizacdo da coleta dos matérias
biolégicos que foram realizadas nas unidades de saude em que estdo cadastrados. De
cada individuo foi coletada: a) uma amostra de sangue (aproximadamente 5 ml cada) por
pun¢ao venosa, que foi fracionada em dois tubos, um heparinizado e outro com ativador de
coagulo; b) amostras de células da mucosa oral. Estas coletas foram feitas nas unidades
basicas de saude (PROFILURB II, Porto Belo, AKLP), na Associagédo de Diabéticos de Foz
do Iguagu (ADIFI) e na UNILA por um profissional capacitado, em uma sala individualizada
e em condicdes de assepsia de acordo com a disponibilidade dos voluntarios.

Todas as coletas de sangue foram realizadas em pacientes submetidos a um jejum
de, no minimo, 8 horas. A glicemia capilar foi aferida utilizando um glicosimetro Accu Chek

Active.
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As analises laboratoriais foram realizadas no Laboratério de Pesquisa em Ciéncias
Médicas, UNILA.

3.1.2 Escore de risco para desenvolvimento de DM2 — ADAPTADO

O célculo de andlise de Escore de risco para DM2 (ERDM2), foi realizado de
acordo com Lindstrom e Tuomilehto (2003), adaptado do original por ndao possuir a
variavel ‘circunferéncia da cintura’. A partir das informag¢des obtidas no questionario, cada
variavel é pontuada conforme os critérios abaixo:

a) Pontuagao geral final: 1. Baixo Risco (0-5 pontos); 2. Risco Moderado (6-10
pontos); 3. Alto Risco (11-17 pontos);

b) Pontuacédo Detalhada por Variavel:

b1. Idade: < 45 anos: 0 pontos; 45-54 anos: 2 pontos; 55-64 anos: 3 pontos;
>64 anos: 4 pontos;

b2. indice de Massa Corporal (IMC): < 25 kg/m2: 0 pontos; 25-30 kg/m2: 1
ponto; 30 kg/m2: 3 pontos;

b3. Histérico de Tratamento com Medicamentos Anti-hipertensivos: N&o: 0
pontos; Sim: 2 pontos;

b4. Histdrico de Glicose Elevada: Nao: 0 pontos; Sim: 5 pontos;

b5. Atividade Fisica: Regular (pelo menos 30 minutos diarios): 0 pontos;
Irregular: 2 pontos;

b6. Consumo Diario de Frutas, Bagas ou Vegetais: Sim: 0 pontos; Nao: 1

ponto.

3.2 Genotoxicidade
3.2.1 Ensaio de Micronucleos (MN)

3.2.1.1 Cultura de linfécitos para analise de microntcleos em células binucleadas

Os micronucleos foram obtidos a partir da cultura de linfécitos do sangue periférico
total, de acordo com a técnica descrita por Fenech (2000), com alteragbes de Santovito e
Gendusa (2020).

Um total de 0,5 ml de plasma da amostra coletada e armazenada em tubo

heparinizado foi transferido para frasco de cultura contendo 4,5 ml de RPMI 1640 com L-
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glutamina e HEPES, 1 ml de soro fetal bovino, 150 pL de fitohemaglutinina e solu¢ao
antibidtica estreptomicina (50 pg/mL) de penicilina (50 IU/mL). As culturas foram
incubadas a 37°C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2. Apés 44 horas de
incubacédo, foi adicionado 18 pul de citocalasina B (6pg/mL) ao meio para bloquear a
citocinese. Ao término de 72 horas, a cultura foi transferida para tubos de ensaio e
centrifugada a 800 rpm por 5 minutos.

Apods a centrifugacéao, foi efetuado o descarte do sobrenadante. Na sequéncia, foi
adicionado 10 mL de solugéo hipotdnica gelada (KCL 0,075 M) e realizado mais uma vez
a centrifugacdo a 800 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e foi adicionado
10 mL de fixador metanol/acido acético na proporgéo de 3:1 com o acréscimo de 3 gotas
de formaldeido e centrifugado por 5 minutos. Apds a centrifugacado, o sobrenadante foi
descartado e este processo de fixagdo com metanol/acido acético foi repetido por mais
duas vezes. Entdo, apos a ultima centrifugagéo e descarte do sobrenadante, o precipitado
foi ressuspendido em 1,5 ml de fixador metanol/acido na proporgao de 3:1.

Para o preparo das laminas, a suspensao foi gotejada com auxilio de pipeta
Pasteur em lamina limpa de vidro e apos secas ao ar, coradas com Giemsa 5%, por 5
minutos e posteriormente lavadas em agua corrente. Os linfocitos binucleados foram

analisados em microscopio éptico.

3.2.1.2 Teste do micronticleo em células esfoliativas da mucosa bucal

Para coleta das amostras da mucosa oral foi efetuado um bochecho prévio com
agua para garantir uma assepsia da regido bucal no intuito de evitar que a presencga de
bactérias ou outros achados pudessem interferir nas leituras. Na sequéncia, as células da
mucosa oral (bochecha) foram coletadas utilizando uma escova citolégica de cabega
pequena.

O material obtido da mucosa oral com auxilio da escova citoldgica foi transferido,
imediatamente apds a coleta, para uma lamina limpa. Apds 24 horas, foi efetuada a
fixagcdo com etanol absoluto por 10 minutos e as Iaminas foram coradas com Giemsa 5%
por 15 minutos e posteriormente lavadas em agua corrente. As laminas foram analisadas

em microscopio 6ptico.
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3.2.1.3 Teste do micronucleo de eritrocitos por meio de esfregago de sangue periférico

Na hora da coleta do sangue, foi realizada a preparagao dos esfregagos de sangue
periférico, transferindo uma gota de sangue para uma lamina limpa. Com o auxilio de
outra lamina, foi feito o arraste por toda a extensao da lamina, distribuindo o sangue de
forma uniforme. Os esfregagos foram entdo deixados para secar ao ar, conforme descrito
por Schlegel e colaboradores (1986).

As laminas, apds secas, foram fixadas em metanol absoluto por 20 minutos,
seguido por uma lavagem em agua corrente. Em seguida, foram coradas com Giemsa 5%
diluido em tampé&o fosfato por 10 minutos e, por fim, foram novamente lavadas em agua
corrente. As preparacgoes foram entdo observadas em microscopio optico para analise dos
eritrocitos micronucleados e demais células sanguineas (Schlegel; Macgregor; Everson,
1986).

3.2.1.4 Contagem de Micronucleos (MN)

Apds o processamento das amostras em laboratério, de cada individuo foram
analisados 50 linfocitos binucleados, 100 células do epitélio da mucosa oral e 2000
eritrocitos de esfregaco sanguineo para o estabelecimento da frequéncia de
micronucleos, de acordo com a descrigdo de MN identificada na literatura (Heddle, 1973;
Fenech et al., 1999; Fenech, 2000; Fenech et al., 2003; Bonassi et al., 2009).

A analise ocorreu utilizando um microscopio de luz com ampliagdo de 1000x%. As
ldminas foram codificadas para que o processo ocorresse “as cegas”. Para a definicdo de
um MN, foram utilizados critérios como a intensidade da cromatina e o padréao da coloragao
fossem similares ao nucleo principal; ndo apresentassem refringéncia; as bordas fossem
identificaveis claramente, indicando a presenca de uma membrana nuclear; fossem
circulares ou ovais e separados do nucleo principal e ndo se sobrepusesse aos nucleos e
fronteira micronuclear; fossem encontrados no mesmo plano 6ptico do nucleo principal; e
quando estivessem dentro do mesmo citoplasma com o nucleo principal; diametro entre
1/16 até, no maximo, 1/3, dos nucleos principais (ou entre 1/256 a 1/9 da area de um dos
nucleos principais). Para a andlise de micronucleo de eritrécitos foram considerados
critérios adicionais a morfologia arredondada e os provaveis micronucleos nao poderiam

sair de foco com outros granulos encontrados fora das células.



34

As células com citocinese bloqueada que pudessem ser marcadas pela frequéncia
de micronucleos deveriam apresentar as seguintes caracteristicas (Fenech, 1993; Fenech
et al., 2003): ser binucleadas; os dois nucleos em uma célula binucleada (BN) ter
membranas nucleares aparentes e estar situados dentro do mesmo limite citoplasmatico;
os dois nucleos em uma célula BN deveriam ser aproximadamente iguais no tamanho e
na intensidade da coloragao; os dois nucleos dentro da célula poderiam estar unidos por
uma fina ponte nucleoplasmatica, cuja largura ndo poderia ser superior a um quarto do
diametro do maior nucleo; os dois nucleos principais em uma célula BN poderiam tocar-
se, mas o ideal seria que ndo se sobrepusessem; uma célula com dois nucleos
sobrepostos poderia ser marcada somente se os limites de cada nucleo fossem
distinguiveis; o limite citoplasmatico ou membrana de uma célula BN deveria ser intacto e

claramente distinguivel do limite citoplasmatico de células adjacentes.

3.2.2 Ensaio Cometa

Para o ensaio do cometa, a partir de células do sangue periférico, foi utilizada a
técnica alcalina descrita por Singh et al. (1988) com modificagbes (Speit & Hartmann,
1999; Brianezi; Camargo; Miot, 2009).

As laminas de vidro foram mergulhadas em gel de agarose (1,5% em tamp&o PBS
livre de Ca2+ e Mg2) a 60°C e retiradas em seguida para formar uma pelicula de agarose
sobre a lamina. Apos a remog¢ao do excesso da agarose com papel absorvente, as
laminas foram secas a temperatura ambiente para posterior utilizagao por 12 horas.

O sangue coletado e armazenado em tubo heparinizado (5 pl) foi misturado em
uma solugao de 250 ul de agarose LMP low melting diluida a 0,8% em PBS livre de Ca2+
e Mg2 a 37°C. Dessa mistura, 85 ul foram aplicados por toda a Iamina previamente
revestida com o gel de agarose e coberta com laminula, sendo mantido dessa forma a
4°C por 20 minutos.

Apés a solidificagdo e adesao das células a agarose, foi removida a laminula e as
laminas foram dispostas em uma cubeta vertical com solugao de lise gelada (NaCl 2,5M;
EDTA 100mM; Tris-HCL 10 mM) e protegida da luz por 24 horas. A solugao de lise
promoveu a remogao das membranas e proteinas nucleares das células sanguineas,
liberando material genético para o processo de eletroforese. Posteriormente, as |aminas
foram lavadas com PBS e posicionadas na cuba de eletroforese, sendo submersas em

um tampéao alcalino (EDTA (1mM) e NaOH (300 mM) com pH >13) a uma temperatura de
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4°C por 40 minutos. Apds este periodo, foi iniciada a corrida de eletroforese a 4°C, por 20
minutos, com uma voltagem de 25 V e corrente de 300 mA. As laminas foram entdo
retiradas do tampao de eletroforese e foi utilizada uma solugdo tampao neutralizadora
(Tris a 0,4M, pH 7,5) por 5 minutos e imediatamente lavadas com agua destilada trés
vezes. Apos a lavagem, as laminas foram secas em temperatura ambiente e imersas em
uma cubeta com etanol 100% por 10 minutos para fixagdo. Em seguida, foram novamente
lavadas com agua destilada por trés vezes, secas a temperatura ambiente e
armazenadas a 4°C (Singh et al., 1988; Tice et al., 2000).

Foram adicionados as laminas 10 pL do intercalador de DNA iodeto de protideo a
500ul de agua destilada. A leitura foi realizada no microscopio de epifluorescéncia (Nikon
Eclipse 80i). Foram analisados 30 cometas, a extensdo de dano ao DNA foi expressa
conforme a porcentagem de DNA migrado (%DNA_CAUDA) e pode-se visualizar pela
classe de 0 a 4 (0: nenhum dano visivel, 1: dano de nivel baixo, 2: dano moderado, 3:
dano de nivel alto e 4: dano maximo) utilizando o software Imaged (Singh et al., 1988;
Tice et al., 2000; Kumaravel & Jha, 2006).

3.2.3 Avaliagao Bioquimica

Para avaliagao bioquimica, as amostras de sangue foram coletadas em tubos de
coleta com ativador de coagulo. Posteriormente a coagulagdo, as amostras foram
centrifugadas por 15 minutos a 5.000 rpm para retirada do soro utilizado nas analises
bioquimicas. Foram realizadas as dosagens de triglicerideos, lipoproteina de alta
densidade, fosfatase alcalina, aspartato aminotransferase e alanina aminotransferase
(Codigos dos Kits: 1416; 1421; 3075; 3073 e 3123). Estas analises bioquimicas foram
realizadas por testes enzimaticos-colorimétricos no equipamento Analisador Bioquimico

BIO 2000, seguindo as instrugdes do fabricante.

3.2.4 Analise Estatistica

As informagbes obtidas dos questionarios foram tabuladas a partir do escore de
risco para desenvolvimento de DM2 adaptado e foi efetuada uma anadlise estatistica
descritiva. Analises estatisticas adicionais foram realizadas para examinar e avaliar a

relagao entre as variaveis clinicas, laboratoriais e habitos de vida.
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a) Variaveis qualitativas: Para avaliar a distribuicdo das caracteristicas de todos os
individuos, utilizamos o teste do qui-quadrado de propor¢coes e os dados foram
apresentados com frequéncia absoluta (n) e proporcional (%).

b) Variaveis quantitativas:

b1) Deteccdo de Outliers: Os dados fora da curva foram identificados
utilizando o método dos quartis (IQR). Valores foram considerados outliers se estivessem
abaixo do limite inferior (Q1 - 1.5 * IQR) ou acima do limite superior (Q3 + 1.5 * IQR).

b2) Teste de Normalidade: A normalidade dos dados foi verificada utilizando
o teste de Shapiro-Wilk. Este teste foi aplicado para cada variavel de interesse, tanto no
conjunto total de dados quanto nos grupos especificos formados pelas combinagbes de
'grupo’ e 'atividade fisica'.

b3) Analise de Variancia (ANOVA) e Testes ndo Paramétricos: Para dados
que apresentaram distribuicdo normal, foi realizada uma ANOVA de duas vias para
verificar os efeitos das variaveis 'grupo’ e 'atividade fisica' e sua interagdo. Em seguida, foi
aplicado o pos-teste de Tukey para comparagdes multiplas. Para dados que ndo seguiram
a distribuicdo normal, foi utilizado o teste de Kruskall-Wallis para comparar os grupos. Em
caso de significancia, foi realizado o pés-teste de Dunn com ajuste de Bonferroni para
multiplas comparagdes.

Dados paramétricos foram apresentados com média + erro padrdo. Dados nao
parameétricos foram apresentados com mediana + IQR, no entanto em discussao também
foi-se trabalhado com média * erro padrdo. Nivel de significancia, p<0.05.

c) Correlagao de Pearson: A correlagdo de Pearson foi calculada para avaliar a
forca e a direcdo das associacdes lineares entre variaveis continuas. As correlagdes
foram interpretadas da seguinte forma: Correlagdo Fraca: 0.10 < |r| < 0.30; Correlagéo
Moderada: 0.30 < |r| < 0.50; Correlagao Forte: |r| 2 0.50. Nivel de significancia, p<0.05.

d) Analise de Componentes Principais (PCA): A analise de componentes principais (PCA)
foi realizada em um conjunto de dados coletados de 78 pacientes com DM2, pré-DM2 e o
controle nao diabéticas, considerando todas as variaveis. A PCA foi conduzida para
identificar as direcdes principais de variacdo nos dados. Os dados foram padronizados
antes da aplicagdo da PCA. A variancia explicada por cada componente principal foi
analisada para determinar o numero de componentes necessarios para explicar uma
quantidade significativa de variancia nos dados. As analises estatisticas foram realizadas

pelo software Python v3.
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4.1 Resultados individuais das analises realizadas

37

Os resultados individuais de microntcleo de eritrocitos, microntdcleos de mucosa oral, micronuicleos de linfécitos binucleados,

danos ao DNA evidenciados no ensaio do cometa, dos exames bioquimicos e calculo de risco para desenvolvimento de DM2 estéo

evidenciados na tabela 1 e os tipos das caudas do cometa estao evidenciados na tabela 2.

Tabela 1. Resultado individual das analises realizadas relacionadas a atividade fisica, testes genotéxicos, parametros bioquimicos e escore de risco de

desenvolvimento de DM2

MNS MNM MNL (nimero % DNA
D Guw MM Seo e wo (U7USem (memem emexash nacads Gleems T DA AT AST ML erowp CRssfemo
eritrocitos) células) binucleadas) cometa
113  controle nao Feminino 68 30,04 3 1 3 99 72,1 124,4 10 8 55,5 11 RA
114 controle nao Feminino 47 29,74 0 0 1 16,4 112 57 124.,4 50 8 38,9 6 RM
120 controle nao Feminino 38 30,48 0 1 1 90 52,2 49,7 24 22 43,2 5 RB
122  controle nao Feminino 60 32,88 0 0 0 91 103 58 17 8 42,5 10 RM
123 controle nao Feminino 74 27,82 0 0 11,07 90 67,3 58 10 8 51,5 7 RM
131 controle nao Feminino 57 23,59 1 0 0 84 51,5 124,4 5 5 45,9 7 RM
134 controle nao Feminino 39 26,71 0 0 83 99,6 132,7 17 15 54,4 8 RB
135 controle nao Feminino 69 23,03 1 1 1 117,5 107,8 10 10 38,8 8 RM
144  controle nao Feminino 47 31,18 0 1 0 87 147,7 107,8 19 7 54,8 9 RM
146 controle nao Feminino 30 20,24 0 1 1 88 42,6 91,2 8 B 34,8 2 RB
116 controle nao Masculino 66 25,25 0 3 0 13,71 107 129,9 107,8 12 6 15 RA
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136 controle nao Masculino 37 32,91 0 0 70 86,6 116,1 38 8 49,6 5) RB
199 controle nao Masculino 53 23,62 0 0 1 11,21 91 43,9 99,5 15 10 58,4 4 RA
Média 52,69 27,50 0,38 0,62 0,80 13,10 91,00 82,38 100,14 18,08 9,08 47,36 7,08

111 PreDM nao Feminino 58,00 31,22 3,00 2,00 6,00 44,75 105,00 111,30 141,00 45,00 22,00 38,60 15,00 RA
112  PreDM nao Feminino 43,00 28,08 6,00 9,00 3,00 34,73 103,00 148,40 107,80 19,00 22,00 49,40 10,00 RM
115 PreDM nao Feminino 57,00 31,59 0,00 3,00 0,00 107,00 158,00 116,10 10,00 8,00 36,10 15,00 RA
117  PreDM nao Feminino 41,00 30,48 2,00 1,00 1,00 25,37 122,00 158,70 116,10 5,00 5,00 57,40 7,00 RM
183 PreDM nao Feminino 53,00 31,56 2,00 0,00 0,00 23,14 89,00 216,50 149,30 15,00 5,00 49,20 9,00 RM
185 PreDM nao Feminino 74,00 28,52 0,00 0,00 0,00 30,53 118,00 114,70 116,10 15,00 10,00 59,00 12,00 RA
195 PreDM nao Feminino 51,00 36,06 0,00 0,00 1,00 34,44 93,00 109,90 116,10 15,00 8,00 40,70 8,00 RM

200 PreDM nao Feminino 67,00 25,22 0,00 0,00 1,00 26,16 97,00 94,80 107,80 8,00 10,00 49,30 7,00 RM



127
140
184
198
91

118
190

76
81
85
89
90
95
80
83
84

103

106

107

108

110

77
82
88

PreDM
PreDM
PreDM
PreDM
PreDM

PreDM
PreDM

DM2
DM2
DM2
DM2
DM2
DM2
DM2
DM2
DM2
DM2
DM2
DM2
DM2
DM2

DM2
DM2
DM2

sim-A
sim-A
sim-A
sim-A

sim-A

sim-B

sim-B

nao

sim-A
sim-A

sim-A

Média
Feminino
Feminino
Feminino
Feminino
Masculino

Média
Feminino

Masculino

Média

Feminino
Feminino
Feminino
Feminino
Feminino
Feminino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Média
Feminino
Feminino

Feminino

55,50
43,00
55,00
64,00
63,00
70,00
59,00
40,00
68,00
54,00
61,00
56,00
52,00
59,00
61,00
45,00
54,00
53,00
63,00
57,00
69,00
76,00
59,00
59,00
58,86
62,00
63,00
49,00

30,34
34,65
29,64

34,93
28,41

31,91

38,57
26,95
32,76
35,08
28,91
22,19
25,71
34,93
32,89
24,44
57,28
28,23
2717
20,00
24,86
31,62
32,37
30,40
28,32
41,19
33,20

1,63
3,00
2,00
1,00
0,00
3,00
1,80
1,00
0,00

0,50

1

1

5,00
3,00
3,00
5,00
3,00
2,00
3,00
6,00
1,00
1,00
2,00
4,00
3,00
6,00
4,79
8,00
7,00

1,88
2,00
1,00
0,00
0,00
8,00
2,20
2,00
0,00

1,00

1

3,00
5,00
7,00
7,00
7,00

9,00
6,00
0,00
2,00
5,00
5,00
7,00
6,08
4,00
3,00
3,00

1,50
0,00
3,00
0,00
0,00
1,00
0,80
2,00
0,00

1,00

3,00

1,00
0,00
1,00
1,00
3,00
4,00
0,00
0,00
1,00
2,00
1,00
3,00
1,54
2,00

1,00

31,30

13,59
15,91
37,12
22,21

34,95

34,95
32,31
29,18
33,28
33,11
30,35
36,21
35,62
33,98
24,34
28,76

33,97
31,92
39,51
27,81

104,25
94,00
114,00
92,00
117,00
106,00
104,60
84,00
132,00
108,00
129,00
116,00
111,00
125,00
163,00
152,00
121,00
112,00
149,00
133,00
95,00
288,00
72,00
95,00
132,93
106,00
120,00
135,00

139,04
132,60
246,70
185,50
129,90
97,30
158,40
105,80
135,30
120,55
71,70
110,50
131,50
43,40
228,20
92,10
55,90
151,30
64,00
175,00
88,80
155,90
245,30
213,00
130,47
98,60
150,00
73,60

121,29
149,30
165,80
132,20
124,40
74,60
129,26
132,70
99,50
116,10
66,30
49,70
49,70
58,00
99,50
66,30
74,60
58,00
91,20
74,60
58,00
99,50
107,80
141,00
78,16
99,50
82,90
132,70

16,50
10,00
22,00
13,00

13,00
14,50
13,00
22,00
17,50
22,00
24,00

8,00
10,00
13,00

19,00

8,00
10,00
38,00
76,00
22,80
13,00
12,00

11,25
10,00
10,00
5,00

20,00
11,25
5,00
18,00
11,50
73,00
57,00
31,00
15,00
89,00
15,00
73,00

10,00
20,00
20,00
15,00
30,00
30,00
36,77
83,00
73,00

47,46
61,20
41,20
62,00

35,10
49,88
40,90
42,60
41,75
56,20
57,80
11,00
22,00
38,10
52,90
48,20
43,00
49,20
50,70
51,90
30,90
43,60
23,80
41,38
56,20
46,90
46,90

10,38
7,00
13,00
7,00
13,00
13,00
10,60
3,00
12,00
7,50
15,00
13,00
11,00
13,00
15,00
12,00
11,00
14,00
13,00
11,00
8,00
13,00
17,00
10,00
12,57
11,00
15,00
12,00

RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RM
RA
RA
RM

RA
RA
RA

RM

RM
RA

RB
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92
105
79
96
109

86
94
97

101

102

119
75
87
93
98
99

100

104

DM2
DM2
DM2
DM2
DM2

DM2
DM2
DM2
DM2
DM2
DM2
DM2
DM2
DM2
DM2
DM2
DM2
DM2

sim-A
sim-A
sim-A
sim-A

sim-A

sim-B
sim-B
sim-B
sim-B
sim-B
sim-B
sim-B
sim-B
sim-B
sim-B
sim-B
sim-B

sim-B

Feminino
Feminino
Masculino
Masculino
Masculino
Média
Feminino
Feminino
Feminino
Feminino
Feminino
Feminino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino

Média

64,00
51,00
57,00
57,00
38,00
55,13
52,00
63,00
56,00
49,00
51,00
44,00
31,00
62,00
61,00
65,00
64,00
47,00
57,00

54,00

34,58
33,73
27,64
28,41
38,42
33,19
28,23
26,81
25,39
32,81
33,76
39,56

27,94
38,35
29,03
31,77
26,64
29,92

30,85

6,00
2,00
5,00
2,00

5,00
4,00
0,00
3,00
3,00
1,00
1,00
6,00
4,00
2,00

0,00
2,00
4,00

2,50

6,00
4,00
4,00
13,00
2,00
4,88
12,00
10,00
3,00
4,00
15,00
3,00
4,00
7,00
4,00
4,00
10,00
6,00
3,00

6,54

2,00
3,00

3,00
3,00
2,33
3,00
2,00
4,00
3,00
2,00
1,00
3,00

0,00
5,00
1,00
1,00
2,00

2,25

43,19
22,21

23,57
34,49
31,80
27,42
33,13
34,93
37,06

30,90
30,53
34,19

39,32
34,65
20,52

32,27

113,00
126,00
158,00
191,00
113,00
132,75
160,00
137,00
259,00
147,00
115,00
141,00
111,00
126,00
126,00
117,00
137,00
171,00
148,00

145,77

92,70
134,20
359,80
232,80
139,50
160,15
161,80

84,20
178,90

89,40
139,40
103,00
136,10

81,50
233,50

62,50
132,50
321,00
153,90

144,44

82,90
107,80
58,00
58,00
165,80
98,45
82,90
91,20
116,10
58,00
49,70
141,00
41,40
74,60
82,90
58,00
41,40
33,10
66,30

72,05

17,00
40,00

99,00
36,20
17,00

12,00
6,00
40,00
5,00
17,00
3,00
15,00
3,00
17,00
8,00
6,00

12,42

15,00
89,00
10,00
35,00
50,83
26,00
22,00
20,00
20,00
36,00
2,00
110,00

20,00
20,00
36,00
26,00
20,00

29,83

37,70
52,10
29,80
47,00
47,40
45,50
47,00
50,70
58,50
43,00
46,20
35,10
42,90
42,10
44,60
38,40
39,80
33,00
51,80

44,08

13,00
12,00
13,00
11,00
10,00
12,13
10,00

9,00
11,00
12,00
12,00
10,00

9,00
13,00
10,00
11,00
10,00

9,00

10,50

RA
RA
RA
RA
RM

RM
RM
RA
RA
RA
RM
RB
RM
RA
RM
RA
RM
RM
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Legenda: ID: Identificacdo de Individuos; DM2: Participantes diabéticos; Pre-DM: participantes pré-diabéticos; Controle: participantes que ndo possuem alteragédo
glicémica; IMC: indice de massa corporal; MNS: micronucleo em eritrocitos; MNM: micronucleo em mucosa oral; MNL: micronucleo em linfécitos binucleados; TG:
Triglicerideos; HDL: lipoproteina de alta densidade; ALT: Alanina aminotransferase; AST: Aspartato aminotransferase; FA: Fosfatase alcalina; ERDM2: Escore de
risco de desenvolvimento de DM2; RA: Risco alto; RM: Risco moderado; RB: Risco baixo; Células em branco: valor ndo mensurado ou ndo analisado; Sim-A:
menos de 30 minutos por dia ou menos de 4 horas por semana; Sim-B: mais de 30 minutos por dia ou mais de 4 horas por semana.
Fonte: da autora, 2024.



Tabela 2. Frequéncia e distribuicdo do dano por tamanho da cauda do cometa, por classes, em diferentes grupos de participantes
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Frequéncia de Frequéncia de Frequéncia de Frequéncia de Frequéncia de
Atividade dano 0 a cada % de dano q % dedano dano2acada30 %dedano dano3acada30 %dedano dano4acada
Id Grupo fisica 30 células 0 dano 1 a cada 30 1 células 2 células 3 30 células % de dano 4
. células analisadas . . .
analisadas analisadas analisadas analisadas

114 controle nao 27 90% 3 10% 0 0% 0 0% 0 0%
116 controle nao 29 97% 1 3% 0 0% 0 0% 0 0%
123 controle nao 28 93% 2 7% 0 0% 0 0% 0 0%
199 controle nao 30 100% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%

Média 28,5 0,95 1,5 0,05 0 0 0 0 0 0
189 controle sim 17 57% ® 17% 5 17% 2 7% 1 3%
193 controle sim 28 93% 2 7% 0 0% 0 0% 0 0%
194 controle sim 15 50% 15 50% 0 0% 0 0% 0 0%
201 controle sim 30 100% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%

Média 22,50 0,75 55 0,19 1,25 0,04 0,5 0,02 0,25 0,75%
111 PreDM nao 2 7,00% 19 63,00% 9 30,00% 0 0,00% 0 0,00%
112 PreDM nao 19 63,00% 11 37,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
117 PreDM nao 15 50,00% 11 37,00% 3 10,00% 1 3,00% 0 0,00%
183 PreDM nao 26 87,00% 1 3,00% 1 3,00% 1 3,00% 1 3,00%
185 PreDM nao 21 70,00% 9 30,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
195 PreDM nao 26 87,00% 4 13,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
200 PreDM nao 21 70,00% 8 27,00% 1 3,00% 0 0,00% 0 0,00%

Média 18,57 62,00% 9 30,00% 2 6,57% 0,29 0,86% 0,14 0,43%
91 PreDM sim 11 37,00% 15 50,00% 4 13,00% 0 0,00% 0 0,00%
184 PreDM sim 30 100,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
190 PreDM sim 30 100,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
198 PreDM sim 30 100,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%



Média 25,25 84,25% 3,75 0,125 1 0,0325 0 0 0 0,00%
76 DM2 nao 27 90% 3 10% 0 0% 0 0% 0 0%
80 DM2 néo 27 90% 2 7% 1 3% 0 0% 0 0%
81 DM2 néo 22 73% 4 13% 2 7% 2 7% 0 0%
83 DM2 néo 12 40% 8 27% 8 27% 2 7% 0 0%
84 DM2 néo 13 43% 13 43% 3 10% 0 0% 1 3%
85 DM2 nao 23 77% 7 23% 0 0% 0 0% 0 0%
89 DM2 néo 15 50% 14 47% 1 3% 0 0% 0 0%
90 DM2 néo 24 80% 4 13% 2 7% 0 0% 0 0%
95 DM2 néo 13 43% 16 53% 1 3% 0 0% 0 0%
103 DM2 néo 24 80% 6 20% 0 0% 0 0% 0 0%
106 DM2 néo 7 26% 14 52% 4 15% 1 4% 1 4%
110 DM2 nao 25 83% 3 10% 2 7% 0 0% 0 0%
Média 19,33 64,58% 7,83 26,50% 2 6,83% 0,42 1,50% 0,17 0,58%
75 DM2 sim 30 100% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%
77 DM2 sim 26 87% 3 10% 1 3% 0 0% 0 0%
79 DM2 sim 30 100% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%
82 DM2 sim 22 73% 8 27% 0 0% 0 0% 0 0%
86 DM2 sim 25 83% 5 17% 0 0% 0 0% 0 0%
87 DM2 sim 17 57% 11 37% 1 3% 1 3% 0 0%
92 DM2 sim 22 73% 6 20% 2 7% 0 0% 0 0%
93 DM2 sim 23 77% 7 23% 0 0% 0 0% 0 0%
94 DM2 sim 23 77% 7 23% 0 0% 0 0% 0 0%
96 DM2 sim 28 93% 2 7% 0 0% 0 0% 0 0%
97 DM2 sim 24 80% 4 13% 2 7% 0 0% 0 0%
99 DM2 sim 5 17% 6 20% 15 50% 3 10% 1 3%
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100 DM2 sim 21 70% 4 13% 5 17% 0 0% 0 0%
101 DM2 sim 16 53% 9 30% 4 13% 1 3% 0 0%
104 DM2 sim 25 83% 4 13% 1 3% 0 0% 0 0%
105 DM2 sim 26 87% 3 10% 1 3% 0 0% 0 0%
109 DM2 sim 15 50% 14 47% 1 3% 0 0% 0 0%
Média 22,24 74,12% 5,47 18,24% 1,94 6,41% 0,29 0,94% 0,06 0,18%

Legenda: ID: Identificagcdo dos Individuos; DM2: Participantes com Diabetes Tipo 2; Pre-DM: Participantes Pré-Diabéticos; Controle: Participantes com Glicemia
Normal. A tabela apresenta a frequéncia de danos com base no tamanho da cauda do cometa, classificado em uma escala de 0 a 4: (0: Nenhum dano visivel, 1:
Dano de nivel baixo, 2: Dano moderado, 3: Dano de nivel alto, 4: Dano maximo). As colunas incluem a frequéncia de ocorréncias para cada nivel de dano, a
porcentagem de dano correspondente, e a quantidade total de células analisadas para cada grupo e nivel de dano.

Fonte: da autora, 2024.

4.2 Caracterizagao da amostra e parametros bioquimicos

O estudo foi composto por 78 individuos, sendo 51 mulheres (65.3%) e 27 homens (34.6%) (¥2(1) =7.384; p=0.007). A pratica de
atividade fisica foi relatada por 43 participantes (55.1%), enquanto 35 (44.9%) n&o praticavam atividade fisica (x2(1) =0.82051; p
=0.36516) (Tabelas 1 e 3).

Em relagcdo ao tabagismo, 23 participantes (29.5%) eram fumantes ou ex-fumantes, enquanto 55 (70.5%) nunca fumaram (x2(1)
= 13.128; p = 0.00029). De acordo com o escore de risco, uma parte significativa da amostra esta em risco moderado (35,9%) a alto
(43,6%) para desenvolvimento de Diabetes mellitus tipo 2, enquanto 20,5% tém risco baixo (x2(2) = 6.462; p = 0.03958) (Tabela 3).

Dos 78 individuos estudados, 28 (35,90%) ndo eram diabéticos e formaram o grupo controle, 15 (19,23%) eram pacientes pré-
diabéticos e 35 (44,87%) eram pacientes diabéticos (x2 (2) = 7.923; p = 0.01902) (Tabelas 1 e 3).

Dentre os 35 individuos diabéticos, 28 apresentavam parentes em primeiro grau com DM2. E com relagao a atividade fisica, 13
realizavam mais de 30 minutos por dia ou mais de 4 horas por semana, 8 realizavam menos de 30 minutos por dia ou menos de 4 horas

por semana de atividade fisica, enquanto 14 n&o realizavam nenhum tipo de atividade fisica.
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Tabela 3. Distribuicdo percentual dos individuos por grupo e caracteristicas demograficas e de risco de diabetes mellitus tipo 2
Total Controles pré-DM2 DM2

Pratica de atividade fisica

N=78 Sim Nao Sim Nao Sim Nao Sim Nao
s Mulher (51) 27 (62.79%) 24 (68.57%) 11 (73.33%) 10 (76.92%) 5(71.43%) 8 (100%) 11(52.38%) 6 (42.86%)
exo
Homem (27) 16 (37.21%) 11(31.43%) 4 (26.67%) 3(23.07%) 2(28.57%) 0(0.00%) 10 (47.62%) 8 (57.14%)

Nao fumantes (55) 31 (72.09%) 24 (68.57%) 12 (80.00%) 11 (84.62%) 4 (57.14%) 6 (75%) 15(71.43%) 7 (50%)
Tabagismo
Fumante ou ex-
fumante (23)
Baixo (16) 11 (25.58%) 5(14.29%) 9 (60.00%) 5(38.46%) 1(14.29%) 0 (0.00%) 1(4.76%) 0 (0.00%)
Moderado (28) 14 (32.56%) 14 (40%) 4 (26.67%) 6(46.15%) 2(28.57%) 5(62.5%) 8(38.10%) 3(21.43%)

Alto (34) 18 (41.86%) 16 (45.71%) 2(13.33%) 2(15.39%) 4 (57.14%) 3(37.5%) 12(57.14%) 11 (78.57%)
Legenda: Grupos: Controle: Individuos sem diagndstico de diabetes ou pré-diabetes. DM2: Individuos diagnosticados com diabetes tipo 2. Pré-DM2: Individuos
diagnosticados com pré-diabetes. N (Numero de individuos): Total de individuos em cada grupo. Homem: Percentual de homens em cada grupo. Mulher:
Percentual de mulheres em cada grupo. Fumantes: Percentual de fumantes.
Fonte: da autora, 2024.

12 (27.91%) 11 (31.43%) 3(20.00%) 2(15.38%) 3 (42.86%) 2(25%) 6(28.57%) 7 (50%)

Classificagado de risco para
DM2 (ERDM2)

A maioria dos individuos DM2 declarou fazer uso de medicamento continuo para reduc¢do da glicemia, sendo que 27 individuos
utilizam Metformina e alguns declararam utilizar outros medicamentos, como Xigduo XR e Glifage XR (versao de liberagédo prolongada
de metformina). Ainda, um individuo tomava um medicamento ndo especificado (Quadro 2). Além disso, 23 individuos faziam uso de
anti-hipertensivos e 6 de diuréticos. Do total, 12 pacientes relataram fazer uso de suplementagao alimentar.

Dos 15 participantes pré-diabéticos, 12 apresentaram parentes em primeiro grau com DM2 e com relagédo a atividade fisica, 2
individuos realizavam mais de 30 minutos por dia ou mais de 4 horas por semana, 5 realizavam menos de 30 minutos por dia ou menos

de 4 horas por semana de atividade fisica, enquanto 8 nao realizavam nenhum tipo de atividade fisica (Tabela 1).
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Quadro 2. Medicamentos utilizados por pacientes com DM2

DM2 (Medicamentos) Total
METFORMINA/GLIFAGE 27
Xigduo XR (contém metformina) + METFORMINA 1
5 Glifage XR (versao de liberagéo prolongada de metformina) 3
3 Xigduo (contém metformina) 1
Toma, mas n&o informou 1
N&o toma 2

Fonte: da autora, 2024.

Entre os individuos do grupo pré-DM2, trés relatam fazer uso continuo de

medicamentos para redugado da glicemia, sendo a metformina o farmaco mais utilizado.

Além disso, 8 individuos utilizavam anti-hipertensivos e 3 utilizavam diuréticos. Do total, 2

pacientes relataram fazer uso de suplementacgao alimentar.

O grupo controle foi composto por 28 participantes, 12 apresentavam parentes em

primeiro grau com diabetes mellitus. Com relacdo a atividade fisica, 12 individuos

realizavam mais de 30 minutos por dia ou mais de 4 horas por semana, 3 realizavam

menos de 30 minutos por dia ou menos de 4 horas por semana de atividade fisica,

enquanto 13 nao realizavam nenhum tipo de atividade fisica (Tabela 1). Além disso, 18

individuos faziam uso de medicamentos de uso continuo, principalmente anti-hipertensivos.

Alguns individuos, independente do grupo, apresentaram outras comorbidades e

relatam utilizar medicamentos para controle (Quadro 3).

Quadro 3. Comorbidades e medicamentos associados a individuos dos grupos DM2, pré-DM, controle

Comorbidade

Medicamentos associados

Hipertenséo arterial

Losartana, Espironolactona, Carvedilol, Hidroclorotiazida, Enalapril,
Atenolol, Olmesartana, Propranolol, Captopril, Amlodipino, Nifedipina,
Cilodipina, Trenolol

Doenga cardiaca

Carvedilol, Espironolactona, Enalapril, Atenolol, Losartana, Propranolol,
Captopril, Amlodipino, Nifedipina, Cilodipina, Trenolol

Dislipidemia

Sinvastatina

Transtornos da tireoide

Levotiroxina

Depressao/Ansiedade

Venlift OD (Venlafaxina), Setralina, Fluoxetina, Diazepam, Rivotril

Refluxo Gastroesofagico (DRGE)

Omeprazol

Artrite

Medicamento para artrite ndo especificado

Disturbios de coagulagéo

Varfarina, Acido Acetilsalicilico
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Hiperplasia prostatica benigna Duomo

Doenca arterial coronariana Acido Acetilsalicilico, Sinvastatina
Disturbios do sono Rivotril

Espasmos musculares Ciclobenzaprina

Fonte: da autora, 2024.

A analise comparativa entre os grupos com relagdo a dados antropométricos e

bioquimicos dos participantes com diferentes estados glicémicos é apresentada na tabela 4.

Tabela 4. Comparacao entre os grupos com relagéo a dados antropométricos e bioquimicos de
participantes com diferentes estados glicémicos

Controles Pré-diabéticos Diabéticos
Pratica de atividade fisica |
-valor
Nao Sim Nao Sim Nao Sim P
X 2787+ 2811+ 3034+ 3219+ 2806+ 3178 +
IMC (kg/m?) 1.16 1.31 1.13 1.85 1.42 1.06 0,1190
dade 5269+ 51,60+ 5550+ 57,57+ 57,53+ 55 60+ 0.5526
3,94 317 3,95 4,52 1,63 1,71
Glicemia 89.54+ 91.64+ 10171+ 10557+ 125.08+ 134.9+ 5.01 <0.0001
(mg/dL) 341°  315°  367° 6.33 6.21 b abe :
Triglicerideos ~ 82.37 + 86.04% 139.03+ 12018t 13047+  130.42+ 0.0130
(mg/dL) 9.61 7.49 14.02 7.77 17.73 11.19 ’
4735+ 5220+ 4746+ 4716+ 4137+ 4462 +
HDL (mgidL) "5 54 23 2.97 468 3.82F 1.60 0,5984
Fosfatase 107.8 1241  116.1 132.2 70.45 78.75 40,0050
alcalina (U/L)  (33.2)° (8.30)* (6.22)° (29.05)%¢ (39.42)3bc° (35.27)%0 ’
12.00 1000 1500  13.00 13.00 12.00
AR (7.00)  (7.00) (6.00) (6.75)  (12.00)  (10.50) & 0205
8.00 8.00 8.00 10.00 30.00 20.00
ASTUL) (1502 (400> (375)° (975) (42.00)%c (B.00)eec ¥ 0.0024
Escore de risco 7.0 (4.00) 5.0 9.5 12.0 13.0 11.0 #0 0411
diabetes a (6.50)®  (5.00)  (6.00) (2.00)*®  (2.00)2 ’

Legenda: IMC, indice de massa corporal. HDL, Lipoproteina de alta densidade. ALT, Alanina
aminotransferase. AST, Aspartato aminotransferase. FA, Fosfatase alcalina. Dados paramétricos foram
avaliados com ANOVA de duas vias, e pos teste de Tukey, e estdo expressos com média + erro padrao.
#Dados nao paramétricos foram testados com Kruskall Wallis e pos teste de Dunn, e estao expressos com
mediana e (IQR). Nivel de significancia, p<0.05. As letras iguais apresentam as diferengas entre os grupos
(p<0.05).

Fonte: da autora, 2024.

Com relagdo a idade, a andlise de variancia de duas vias (ANOVA) revelou que
nao houve diferenga significativa entre os grupos (F (2,20) =0,61, p=0,552) e entre os
participantes que praticam ou nao atividade fisica regularmente (F (1,20) =2,38, p=0,678)
(Figura 2).
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Figura 2. Apresentacgao grafica da média de idade e erro padrao dos grupos de participantes (DM2, pré-
diabético e controle), estratificados conforme a presencga (sim) ou auséncia de atividade fisica (n&o)

Média e Erro Padrao de idade por Grupo e Atividade Fisica

Grupo - Atividade Fisica
= DM2 - nao
mm DM2 - sim
mmm PreDM - ndo
. PreDM - sim
mmm controle - ndo
mmm controle - sim

DM2 - néo
DM2 - sim
PreDM - nao
PreDM - sim
controle - ndo
controle - sim

Grupo - Atividade Fisica

Legenda: DM2-ndo: Participantes com diabetes tipo 2 que ndo praticam atividade fisica. DM2-sim:
Participantes com diabetes tipo 2 que praticam atividade fisica. Pré-DM-n&o: Participantes pré-diabéticos
que néo praticam atividade fisica. Pré-DM-sim: Participantes pré-diabéticos que praticam atividade fisica.
Controle-néo: Participantes controle que nao praticam atividade fisica. Controle-sim: Participantes controle

que praticam atividade fisica.
Fonte: da autora, 2024.

Com relagéo ao indice de massa corporal, ndo houve diferenca significativa entre
os grupos (F (2,20) =2.37, p=0.1190). Da mesma forma, ndo foram encontradas
diferencas significativas na atividade fisica (F (1,20) =0.93, p=0.345) ou na interagao entre
grupo e atividade fisica (F (2,20) =0.6503, p=0.5325). As médias de indice de massa
corporal entre os grupos sdo semelhantes, no entanto as médias de indice de massa
corporal dos participantes que declaram praticar atividade fisica regularmente sdo mais
altas do que as dos participantes que declararam nao praticar atividade fisica (Figura 3).

Para o escore de risco para DM2 (ERDM2), os resultados da analise de Kruskal-
Wallis revelaram uma diferenga significativa no escore final entre os diferentes grupos
(KW= 11,56, p<0.041). Comparagdes pos-hoc usando o teste de Dunn com ajuste de
Bonferroni mostraram diferencas significativas entre os seguintes pares de grupos:

+ DM2 sem atividade fisica vs. Controle sem atividade fisica: (p=0.020);

* DM2 sem atividade fisica vs. Controle com atividade fisica: (p=0.008)
* DM2 com atividade fisica vs. Controle sem atividade fisica: (p=0.038); e
* DM2 com atividade fisica vs. Controle com atividade fisica: (p=0.015).
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Figura 3. Apresentacdo grafica da média do indice de Massa Corporal (IMC) e erro padrao dos grupos de
participantes, categorizados como diabéticos tipo 2 (DM2), pré-diabéticos e controles, estratificados
conforme a presencga (sim) ou auséncia (n&o) de atividade fisica

Média e Erro Padrao de IMC por Grupo e Atividade Fisica

35} Grupo - Atividade Fisica
N DM2 - ndo

M DM2 - sim

B PreDM - ndo
mm PreDM - sim
= controle - nao
EEm controle - sim

IMC

DM?2 - nao
DM2 - sim
PreDM - nao
PreDM - sim
controle - nédo
controle - sim

Grupo - Atividade Fisica

Legenda: IMC: indice de Massa Corporal. DM2-n&o: Participantes com diabetes mellitus tipo 2 que néo
praticam atividade fisica. DM2-sim: Participantes com diabetes tipo 2 que praticam atividade fisica. Pré-DM-
ndo: Participantes pré-diabéticos que ndo praticam atividade fisica. Pré-DM-sim: Participantes pré-
diabéticos que praticam atividade fisica. Controle-ndo: Participantes controle que nao praticam atividade
fisica. Controle-sim: Participantes controle que praticam atividade fisica.

Fonte: da autora, 2024.

O grupo controle apresentou médias do escore de risco para DM2 mais baixas do
que o grupo pré-DM2, seguido pelo grupo DM2 que apresentou a maior média. No
entanto, os participantes que praticam atividade fisica mostraram médias mais baixas de
escore de risco para DM2 em comparagdo com os nao praticantes de atividade fisica
(tanto no grupo DM2 quanto no grupo Pré-DM2 e controle), sugerindo uma possivel
associagao positiva entre atividade fisica regular e niveis mais baixos de escore de risco
para DM2 (Figura 4).

A anadlise de variancia (ANOVA) revelou uma alta significancia estatistica para o
fator grupo na variavel glicemia (F (220) = 21.79, p<0.0001), indicando diferengas
significativas nos niveis de glicemia entre os grupos. No entanto, a atividade fisica (F (1,20)
= 0.59, p=0.4477) e a interagao entre grupo e atividade fisica (F (220) =0.0668 p=0.9355)
ndo mostraram significAncia estatistica. Isso sugere que embora existam diferengas

significativas nos niveis de glicemia entre os grupos, a pratica de atividade fisica e a
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interagc&do entre os grupos e a atividade fisica ndo afetam significativamente esses niveis.
O grupo controle apresentou médias de glicemia mais baixas do que o grupo pré-DM2,
seguido pelo grupo DM2 com a média mais alta de glicemia. No entanto, os participantes
que nao praticam atividade fisica regular (tanto no grupo DM2 quanto no grupo Pré-DM2 e
controle) apresentaram médias mais baixas de glicemia em comparagdo com aqueles que
praticam atividade fisica regular (Figura 5).

Os niveis de triglicerideos apresentaram uma significancia estatistica para os
grupos (F (220) = 5.42, p=0.0130), porém os niveis de triglicerideos e atividade fisica (F
(120) = 0,00, p=0.9988) e entre grupos e atividade fisica (F (220) = 0.10, p=0.9036) ndo
mostraram significancia. O grupo controle apresentou médias mais baixas de
triglicerideos, em comparagao ao grupo prée-DM2, seguido pelo grupo DM2 com a média
mais alta de triglicerideos. No entanto, dentro do grupo controle, a média mais alta foi
observada nos participantes que praticam atividade fisica (86,04 mg/dL) em comparag¢ao
com aqueles que nao praticam (82,37 mg/dL). No grupo pré-DM2, ocorreu o inverso,
onde os participantes que praticam atividade fisica apresentaram médias mais baixas
(120,18 mg/dL) do que os que nao praticam (139,03 mg/dL). No grupo DM2, as médias

foram iguais (Figura 6).

Figura 4. Representagao grafica da média de escore de risco para Diabetes mellitus tipo 2 (ERDM2) e erro
padréo dos grupos de participantes (DM2, pré-diabético e controle), estratificados conforme a presencga
(sim) ou auséncia de atividade fisica (ndo)

Média e Erro Padrao de ERDM2 por Grupo e Atividade Fisica

Grupo - Atividade Fisica
= DM2 - ndo

12 == DM2 - sim

= PreDM - nao

. PreDM - sim
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mmm controle - sim

10

ERDM2

DM2 - ndao
PreDM - néo
controle - nédo
controle - sim

Grupo - Atividade Fisica

Legenda: ERDM2: Escore de Risco de Diabetes Mellitus Tipo 2. DM2-n&o: Participantes com diabetes tipo
2 que nao praticam atividade fisica. DM2-sim: Participantes com diabetes tipo 2 que praticam atividade
fisica. Pré-DM-ndo: Participantes pré-diabéticos que n&o praticam atividade fisica. Pré-DM-sim:
Participantes pré-diabéticos que praticam atividade fisica. Controle-ndo: Participantes controle que nao
praticam atividade fisica. Controle-sim: Participantes controle que praticam atividade fisica.

Fonte: da autora, 2024.
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Figura 5. Apresentacao grafica da média de glicemia e erro padrdo dos grupos de participantes (DM2, pré-
diabético e controle), estratificados conforme a presenca (sim) ou auséncia de atividade fisica (n&o)

Média e Erro Padrao de Glicemia por Grupo e Atividade Fisica
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Legenda: Glicemia: nivel de glicose no sangue. DM2-n&o: Participantes com diabetes tipo 2 que nao
praticam atividade fisica. DM2-sim: Participantes com diabetes tipo 2 que praticam atividade fisica. Pré-DM-
ndo: Participantes pré-diabéticos que ndo praticam atividade fisica. Pré-DM-sim: Participantes pré-
diabéticos que praticam atividade fisica. Controle-ndo: Participantes controle que nao praticam atividade

fisica. Controle-sim: Participantes controle que praticam atividade fisica.
Fonte: da autora, 2024.

Figura 6. Apresentacgao grafica da média de triglicerideos e erro padrao dos grupos de participantes (DM2,

pré-diabético e controle), estratificados conforme a presencga (sim) ou auséncia de atividade fisica (ndo)
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Legenda: TG: Triglicerideos. DM2-né&o: Participantes com diabetes tipo 2 que ndo praticam atividade fisica.
DM2-sim: Participantes com diabetes tipo 2 que praticam atividade fisica. Pré-DM-n&o: Participantes pré-
diabéticos que ndo praticam atividade fisica. Pré-DM-sim: Participantes pré-diabéticos que praticam
atividade fisica. Controle-ndo: Participantes controle que nao praticam atividade fisica. Controle-sim:

Participantes controle que praticam atividade fisica.
Fonte: da autora, 2024.
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Diferencas estatisticamente significativas entre os grupos foram observadas sobre
os niveis de fosfatase alcalina (KW= 16,72, p<0,0050) e a atividade fisica tem um impacto
significativo, especialmente ao comparar os grupos DM2 e pré-DM2 com aqueles que
praticam atividade fisica. As diferencas foram observadas entre os seguintes pares de
grupos:

* DM2 sem atividade fisica vs. PréDM2 com atividade fisica (p=0.006);
* DM2 com atividade fisica vs. PréDM2 com atividade fisica (p=0.009);
* DM2 sem atividade fisica vs. Controle com atividade fisica (p=0.009); e

* DM2 com atividade fisica vs. Controle com atividade fisica (p=0.015).

Para niveis de aspartato aminotransferase (AST), diferengas significativas também
foram observadas entre os grupos (KW = 18.39, p < 0.0024). As diferengas foram

observadas entre os seguintes pares de grupos:

* DM2 sem atividade fisica vs. Controle sem atividade fisica (p = 0.011)
* DM2 sem atividade fisica vs. Controle com atividade fisica (p = 0.052);
* DM2 com atividade fisica vs. Controle sem atividade fisica (p = 0.008); e

* DM2 com atividade fisica vs. Controle com atividade fisica (p = 0.001).

O grupo controle e o pré-DM2 sem atividade fisica apresentaram médias de
aspartato aminotransferase mais baixas (7,66 U/L) do que o grupo DM2 e os participantes
de pré-DM2 com atividades fisicas (11,33 U/L). No grupo DM2, observou-se uma
diferenca maior de médias entre os que praticam (22 U/L) e os que nao praticam atividade
fisica (36,76 U/L) (Figura 7).

Para lipoproteina de alta densidade ndo houve diferengas significativas entre os
grupos (F (220) =0,52, p=0.0598), nem diferenga significativa da pratica de atividade fisica
(F (172) =1.16, p=0.2849) ou interagao entre grupo e atividade fisica (F (272) =0.3122,
p=0.7328). No entanto, observou-se que a média do grupo controle que pratica atividade
fisica € mais alta do que a do grupo controle que n&o pratica atividade fisica. Além disso,
os participantes que praticam atividade fisica mostraram médias mais elevadas de
lipoproteina de alta densidade em comparagao com aqueles que n&o praticam atividade
fisica em todos os grupos estudados (controle, pré-DM2 e DM2), sugerindo uma possivel
associagao positiva entre atividade fisica regular e niveis mais altos de lipoproteina de

alta densidade (Figura 8).
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Figura 7. Apresentacgédo grafica da média de aspartato aminotransferase e erro padrao dos grupos de
participantes (DM2, pré-diabético e controle), estratificados conforme a presenga (sim) ou auséncia de
atividade fisica (ndo)
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Legenda: as categorias sdo descritas: AST: Aspartato Aminotransferase. DM2-ndo: Participantes com
diabetes tipo 2 que nao praticam atividade fisica. DM2-sim: Participantes com diabetes tipo 2 que praticam
atividade fisica. Pré-DM-néo: Participantes pré-diabéticos que ndo praticam atividade fisica. Pré-DM-sim:
Participantes pré-diabéticos que praticam atividade fisica. Controle-ndo: Participantes controle que néo
praticam atividade fisica. Controle-sim: Participantes controle que praticam atividade fisica.

Fonte: da autora, 2024.

Figura 8. Apresentacao grafica da média de lipoproteina de alta densidade e erro padrao dos grupos de
participantes (DM2, pré-diabético e controle), estratificados conforme a presenga (sim) ou auséncia de
atividade fisica (nao)

Média e Erro Padrao de HDL por Grupo e Atividade Fisica
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Legenda: HDL: Lipoproteina de Alta Densidade (Colesterol "Bom"). DM2-né&o: Participantes com diabetes
tipo 2 que néo praticam atividade fisica. DM2-sim: Participantes com diabetes tipo 2 que praticam atividade
fisica. Pré-DM-ndo: Participantes pré-diabéticos que ndo praticam atividade fisica. Pré-DM-sim:
Participantes pré-diabéticos que praticam atividade fisica. Controle-ndo: Participantes controle que néo
praticam atividade fisica. Controle-sim: Participantes controle que praticam atividade fisica.

Fonte: da autora, 2024.
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Nao foram encontradas diferengas estatisticamente significativas nos niveis de
alanina aminotransferase entre os grupos (KW=7.21; p=0.205). No entanto, observou-se
que, tanto no grupo DM2 quanto no grupo controle, os individuos nao praticantes de
atividade fisica tendem a apresentar médias mais altas de alanina aminotransferase em
comparagao aos praticantes de atividade fisica. Isso sugere que a pratica de atividade
fisica regular pode estar associada a niveis mais baixos de alanina aminotransferase,
especialmente entre os individuos com DM2 e no grupo controle. Porém, ocorreu o
inverso entre o grupo pré-diabéticos, que apresentou médias mais altas nos participantes

que praticam atividade fisica (Figura 9).

Figura 9. Apresentacgao grafica da média de alanina aminotransferase e erro padréao dos grupos de
participantes (DM2, pré-diabético e controle), estratificados conforme a presenga (sim) ou auséncia de
atividade fisica (ndo)
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Legenda: ALT: Alanina Aminotransferase (Enzima Hepatica). DMZ2-n&o: Participantes com diabetes tipo 2
que néo praticam atividade fisica. DM2-sim: Participantes com diabetes tipo 2 que praticam atividade fisica.
Pré-DM-ndo: Participantes pré-diabéticos que ndo praticam atividade fisica. Pré-DM-sim: Participantes pré-
diabéticos que praticam atividade fisica. Controle-nao: Participantes controle que néo praticam atividade
fisica. Controle-sim: Participantes controle que praticam atividade fisica.

Fonte: da autora, 2024.

4.3 Biomarcadores de danos de DNA

Os biomarcadores de danos de DNA do tipo micronucleo em eritrécitos,

micronucleos em linfocitos binucleados e micronucleo em mucosa (Figura 10) nao
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seguiram distribuicdo normal, sendo entdo utilizado o teste de Kruskal-Wallis, com pos-

teste de Dunn com ajuste de Bonferroni para multiplas comparagoes.

Figura 10. Apresentacao de células representando micronucleo em eritrécitos (MNS), micronucleos em

linfécitos binucleados (MNL) e micronucleo em mucosa (MNM)
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«

MNS MNL MNM

Legenda: MNS: Micronucleo de eritrécito. MNL: Microntcleo de linfécito. MNM: Microntcleo de células de

mucosa oral.
Fonte: da autora, 2024.

Para micronucleo em eritrocitos (MNS) foi observada diferenca significativa entre

0s grupos na média de micronucleos (KW=21,45; P=0.0001) (Tabela 5). Tanto DM2 sem

atividade fisica quanto DM2 com atividade fisica, diferem significativamente de controle

sem atividade fisica e controle com atividade fisica. As diferencas foram observadas entre

0S seguintes pares de grupos:

+ DM2 sem atividade fisica (3,583 + 0,46) e controle sem atividade fisica (0 £ 0) (p =

0.0114);

* DM2 sem atividade fisica (3,583 £ 0,46) e controle com atividade fisica (0 £ 0) (p =

0.0037);

* DM2 sem atividade fisica (3,583 £ 0,46) e pré-DM sem atividade fisica (1 £ 0,48) (p

= 0,0273);

* DM2 com atividade fisica (3,333 £ 0,65) e controle sem atividade fisica (0 £ 0) (p =

0.0075);

* DM2 com atividade fisica (3,333 £ 0,65) e controle com atividade fisica (0 £ 0) (p =

0.0014); e

*  DM2 com atividade fisica (3,333 £ 0,65) e pré-DM sem atividade fisica (1 £ 0,48) (p

=0,0192).
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O grupo controle n&o apresentou presenga de micronucleo em eritrocitos, enquanto
que o grupo DM2 sem atividade fisica teve média mais alta de micronucleo em eritrocitos,
indicando maior instabilidade gendbmica em comparacdo com DM2 que ndo pratica
atividade fisica. O grupo pré-DM apresentou média mais baixa de MN que o grupo DM2.
E o grupo pré-DM2 que pratica atividade fisica teve média mais alta de micronucleo em

eritrocitos que o grupo de pré-DM que néo pratica atividade fisica (Figura 11).

Tabela 5. Dados representando média e mediana percentual de presenga de micronucleos (MN) nos individuos de cada

grupo
Controles Pré-diabéticos Diabéticos
Pratica de atividade fisica
p-valor
Nao Sim Nao Sim Nao Sim
. 0£0 0£0 1+0,48 1,42 +
NSHEEEEs) g 0% 0% 048  3583%046  3333+0,65 )
# p=0.0001
. 0 0 0 1 3 3
MNS (erltrOCItOS) (332)a (O)b (2)0 (2) (2,25) ab,c (2,75) ab,c
MNM 0,416 + 0,307 0,857 0,6 + 5,45 +
(mucosa) 0,14 0,17 0,45 0,4 6,083 + 0,65 0,72
# p=0.0001
MNM 0 0 0 0 6,5 4
(mucosa) (1) (0)®° (1,5)° (1) (2) b (3,25)aPed
MNL 0,85 + 0,85 + 1,63 + 2,27 +
(linfocitos) 0,55+ 0,17 0+0 0,40 0,45 0,36 0,28
# p=0.0098
MNL 1 0 1 0 1 2
(linfécitos) (12 o)y (1) (1,5) (2) (1,75)2°
DNA_CAUDA 13,09 = 22,74+ 31,30 £ 25,39 + 31,91 32,08 +
(ensaio cometa) 1,25 1,16 2,80 6,17 1,05 1,61 o
p=Y,
DNA_CAUDA 12,46 22,30 30,53 25,43 33,11 33,66
(ensaio cometa)  (3,20)*°  (2,09)  (881)°  (20,16)°  (4,20)% (7,75) e

Legenda: MNS: micronucleo em eritrocitos. MNM: microntcleo em mucosa. MNL: micronucleo em linfocitos binucleados.
DNA_CAUDA: Dano no DNA medido pelo ensaio Cometa (Comprimento da Cauda). Dados paramétricos foram avaliados
com ANOVA de duas vias, e pos teste de Tukey e os dados apresentados sdo #Dados ndo paramétricos foram testados
com Kruskall Wallis e pds teste de Dunn, e ambos estdo expressos como mediana e (IQR) e também em média + erro
padréo. Nivel de significancia, p<0.05. As letras iguais apresentam as diferengas entre os grupos e atividade fisica
(p<0.05). Os valores apresentados representam a média e mediana percentual de presenca de micronucleos (MN) nos
individuos de cada grupo.

Fonte: da autora, 2024.

Diferenca significativa entre os grupos também foi observado em micronucleos em
mucosa (MNM) (KW=25,21, p=0.0001) (Tabela 5). Tanto DM2 sem atividade fisica quanto
o DM2 com atividade fisica diferem significativamente de pré-DM2 sem atividade fisica,
pré-DM2 com atividade fisica, controle sem atividade fisica e controle com atividade fisica.
As diferengas foram observadas entre os seguintes pares de grupos:

* DM2 sem atividade fisica (6,083 + 0,65) e pré-DM2 com atividade fisica (0,6 £ 0,4)

(p =0.0178);
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» DM2 sem atividade fisica (6,083 + 0,65) e controle sem atividade fisica (0,416 +
0,14) (p = 0.0124);

» DM2 sem atividade fisica (6,083 + 0,65) e controle com atividade fisica (0,307 +
0,17) (p < 0.0006);

* DM2 com atividade fisica (5,45 + 0,72) e pré-DM2 sem atividade fisica (0,857 +
0,45) (p = 0.0073);

* DM2 com atividade fisica (5,45 + 0,72) e pré-DM2 com atividade fisica (0,6 £ 0,4)
(p = 0.0160);

* DM2 com atividade fisica (5,45 + 0,72) e controle sem atividade fisica (0,416 +
0,14) (p = 0.0106); e
* DM2 com atividade fisica (5,45 + 0,72) e controle com atividade fisica (0,307 +

0,17) (p < 0.0002).

Figura 11. Apresentagao grafica da média de MNS e erro padrdo dos grupos de participantes (DM2, pré-
diabético e controle), estratificados conforme a presenga (sim) ou auséncia de atividade fisica (n&o)
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Legenda: MNS: Micronucleo em eritrdcitos. DM2-n&o: Participantes com diabetes tipo 2 que nao praticam atividade fisica.

DM2-sim: Participantes com diabetes tipo 2 que praticam atividade fisica. Pré-DM-n&o: Participantes pré-diabéticos que

ndo praticam atividade fisica. Pré-DM-sim: Participantes pré-diabéticos que praticam atividade fisica. Controle-ndo:

Participantes controle que ndo praticam atividade fisica. Controle-sim: Participantes controle que praticam atividade fisica.
Fonte: da autora, 2024.

O grupo DM2 apresentou a média mais alta de micronucleo em mucosa dentre
todos os grupos e o DM2 que nao pratica atividade fisica obteve uma média de
micronucleo em mucosa significativamente maior em comparagdo com os participantes
que pratica atividade fisica. Isso sugere que a falta de atividade fisica estda associada a

um aumento nos danos ao DNA em pacientes com DM2. O grupo controle apresentou as
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médias mais baixas comparadas aos outros grupos e o grupo DM2 apresentou a maior
média de micronucleo em mucosa. Os participantes pré-DM2 que n&o praticam atividade
fisica apresentaram média mais alta de micronucleos que o grupo de pré-DM2 que

praticam atividade fisica (Figura 12).

Figura 12. Apresentacéo grafica da média de micronicleo em mucosa e erro padrao dos grupos de
participantes (DM2, pré-diabético e controle), estratificados conforme a presenga (sim) ou auséncia de
atividade fisica (ndo)

Média e Erro Padrao de MNM por Grupo e Atividade Fisica

DM2 - ndo
DM2 - sim
PreDM - nao
DM - sim
controle - nao
centrole - sim

&

Grupo - Atividade Fisica

Legenda: MNM: Micronucleos em Mucosa. DM2-ndo: Participantes com diabetes tipo 2 que néo praticam
atividade fisica. DM2-sim: Participantes com diabetes tipo 2 que praticam atividade fisica. Pré-DM-n&o:
Participantes pré-diabéticos que ndo praticam atividade fisica. Pré-DM-sim: Participantes pré-diabéticos que
praticam atividade fisica. Controle-ndo: Participantes controle que nao praticam atividade fisica. Controle-
sim: Participantes controle que praticam atividade fisica.

Fonte: da autora, 2024.

O micronucleo em linfécitos binucleados (MNL) teve como resultados uma
diferencga significativa entre os grupos (KW=15,11, p=0.0098) (Tabela 5). As diferencas
foram observadas entre os seguintes pares de grupos:

e DM2 sem atividade fisica (1,53 + 0,36) e controle com atividade fisica (0 £ 0) (p =

0.0379, marginalmente significativo);

e DM2 com atividade fisica (2,27 £ 0,28) e controle sem atividade fisica (0,55 £ 0,17)

(p =0.0801); e

e DM2 com atividade fisica (2,27 + 0,28) e controle com atividade fisica (0 + 0)

(p=0,00059).

O grupo controle mostrou a média mais baixa quando comparado com o grupo pré-
DM2, seguindo com o grupo DM2, com a meédia mais alta dentre os grupos. Os

participantes DM2 que praticam atividade fisica apresentaram meédia mais alta de



58

micronucleos em linfécitos binucleados que o grupo de DM2 que nao pratica atividade

fisica (Figura 13).

Figura 13. Apresentacao grafica da média de micronucleos em linfécitos binucleados e erro padrao dos
grupos de participantes (DM2, pré-diabético e controle), estratificados conforme a presenga (sim) ou
auséncia de atividade fisica (ndo)

Média e Erro Padrao de MNL por Grupo e Atividade Fisica
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Grupo - Atividade Fisica

Legenda: MNL: Microntcleo em linfécitos binucleados. DM2-n&o: Participantes com diabetes tipo 2 que ndo
praticam atividade fisica. DM2-sim: Participantes com diabetes tipo 2 que praticam atividade fisica. Pré-DM-
ndo: Participantes pré-diabéticos que ndo praticam atividade fisica. Pré-DM-sim: Participantes pré-
diabéticos que praticam atividade fisica. Controle-ndo: Participantes controle que ndo praticam atividade
fisica. Controle-sim: Participantes controle que praticam atividade fisica.

Fonte: da autora, 2024.

A analise de variancia (ANOVA) para o percentual de DNA na cauda do cometa
(Tail DNA %) revelou diferengas significativas entre os grupos para o fator grupo (F (2, 40) =
15,44, p < 0,0001) e para a interagao entre grupo e atividade fisica (F (2, 4) = 3,46, p =
0,0411) (Tabela 5). A atividade fisica isoladamente, no entanto, ndo apresentou
significancia estatistica (F (1,40) = 0,0658, p = 0,7988).
Os seguintes grupos mostraram diferengas significativas:
* Grupo DM2 sem atividade fisica:
o difere significativamente de DM2 com atividade fisica (p = 0,002);
o difere significativamente de Pré-DM sem atividade fisica (p = 0,018);
o difere significativamente do grupo controle sem atividade fisica (p = 0,035).
*  Grupo DM2 com atividade fisica:

o difere significativamente de Pré-DM sem atividade fisica (p < 0,001);
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o difere significativamente de Pré-DM com atividade fisica (p = 0,035);

o difere significativamente do grupo controle sem atividade fisica (p = 0,019).

Esses resultados indicam que a interagao entre DM2 e a pratica de atividade fisica
tem um impacto significativo na fragmentacdo do DNA, conforme medido pelo Tail DNA %
contudo, a atividade fisica por si s6 ndo foi um fator determinante. Com relagao as classes
de danos (0: nenhum dano visivel, 1: dano de nivel baixo, 2: dano moderado, 3: dano de
nivel alto e 4: dano maximo - Figura 14), os resultados encontram-se na tabela 2.

Contudo, a atividade fisica por si s6 nao foi um fator determinante.

Figura 14. Danos do DNA evidenciados pelo ensaio cometa

DANO 00

DANO 01

DANO 02

DANO 03

DANO 04

Fonte: da autora, 2024.

4.4 Correlagao entre as variaveis analisadas

As figuras 15 e 16 apresentam os mapas de calor e de valores de p da correlagao

de Sperman entre todas as variaveis analisadas.
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Figura 15. Representacao grafica dos valores de correlagdo de Spearman (R) entre as variaveis analisadas
Mapa de Calor da Correlacao de Spearman (R)
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Legenda: Cores mais intensas indicam correlagbes mais fortes, enquanto cores mais claras indicam
correlagbes mais fracas. Variaveis analisadas: Idade. IMC: Indice de Massa Corporal. MNS: Microntcleos
em células sanguineas. MNM: Micronucleos de Mucosa. MNL: Microntucleos em linfécitos binucleados.
Glicemia: Nivel de Glicose no Sangue. TG: Triglicerideos. FA: Fosfatase alcalina. ALT: Alanina
aminotransferase (Enzima Hepatica) AST: Aspartato aminotransferase (Enzima Hepatica). HDL:
Lipoproteina de Alta Densidade (Colesterol "Bom"). ERDM?2: Escore de Risco de Diabetes Tipo 2.
NA_CAUDA: Dano no DNA medido pelo ensaio Cometa (Comprimento da Cauda).
Fonte: da autora, 2024.
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Figura 16. Representacgao grafica dos valores de p-valor associados as correlagées de Spearman (R) entre
as variaveis analisadas

Mapa de Calor dos P-Valores de Spearman
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Legenda: cores mais intensas indicam p-valores menores, indicando maior significancia estatistica,
enquanto cores mais claras indicam p-valores maiores, indicando menor significancia estatistica. Variaveis
analisadas: Idade. IMC: indice de Massa Corporal. MNS: Microntcleo em eritrécitos. MNM: Microntcleos
em Mucosa. MNL: Micronidcleos em linfécitos binucleados. Glicemia: Nivel de Glicose no Sangue. TG:
Triglicerideos. FA: Fosfatase alcalina. ALT: Alanina aminotransferase (Enzima Hepatica) AST. Aspartato
aminotransferase (Enzima Hepatica). HDL: Lipoproteina de Alta Densidade (Colesterol "Bom"). ERDM2:
Escore de Risco de Diabetes Mellitus Tipo 2. DNA_CAUDA: Dano no DNA medido pelo ensaio Cometa
(Comprimento da Cauda).
Fonte: da autora, 2024.

De acordo com os dados de correlagdo de Spearman (Figura 15 e 16), existe
correlacao entre as seguintes variaveis:
* indice de massa corporal tem correlagdo com micronucleo da mucosa oral,
triglicerideos (p 0,00171567409318763) e com escore de risco para DM2 (p
0,0081808906095281);
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a ldade tem correlagao significativa apenas como escore de risco para DM2 (p
0,000171);

micronucleo de eritrécitos tém correlagao significativa com micronucleo da mucosa
oral (p 9,55131665933185E-10); micronucleo de linfécito binucleado (p 3,72E-08);
glicemia (p 3,72E-08); triglicerideos (p 0,004199); fosfatase alcalina (p 0,002117);
aspartato aminotransferase (p 1,91E-06); lipoproteina de alta densidade (p
0,023272); escore de risco para DM2 (p 4,15E-06) e danos de DNA na cauda do
cometa (p 0,000671);

micronucleo de mucosa oral tem correlagdo com micronucleo do sangue periférico
(p 9,55131665933185E-10); micronucleo de linfécito binucleado (p 2,32E-06);
glicemia (p 5,49746841909455E-11); triglicerideos (p 0,00514582871739697);
fosfatase alcalina (p 9,17775408132938E-06); aspartato aminotransferase (p
1,62640050983933E-08); lipoproteina de alta densidade (p 0,006910220482843);
escore de risco para DM2 (p 0,000013796575907109) e danos de DNA na cauda
do cometa (p 0,011823723275278);

micronucleo de linfécito binucleado tem correlagdo com micronucleo do sangue
periféerico (p 3,71973174394072E-08); micronucleo de mucosa oral (p
2,31849895293402E-06); glicemia (p 0,00159747155793482); fosfatase alcalina (p
0,00743571976574482); aspartato aminotransferase (p 0,0000151566372638649)
e danos de DNA na cauda do cometa (p 0,00228948799531499);

danos de DNA na cauda do cometa apresenta correlagcdo com os trés tipos de
micronucleo; fosfatase alcalina (p 0,026539); aspartato aminotransferase (p
4,48856E-05), lipoproteina de alta densidade (p 0,006854); escore de risco para
DM2 (p 0,007531635);

glicemia apresenta correlagéo significativa com micronucleo de sangue periférico (p
3,32E-05); micronucleo de mucosa oral (p 5,5E-11); micronucleo de linfocito
binucleado (p 0,001597); triglicerideos (p 0,045958); fosfatase alcalina (p
0,000508); aspartato aminotransferase (p 4,25295E-07); lipoproteina de alta
densidade (p 0,038658); escore de risco para DM2 (p 2,39066E-10). Contudo, a
glicemia nao apresenta correlagao significativa com idade, indice de massa
corporal, alanina aminotransferase e com os danos de DNA visualizados na cauda

do cometa;
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» triglicerideos tem correlagdo significativa com aspartato aminotransferase (p
0,006904123) e com escore de risco para DM2 (p 0,00427802), além dos indicados
acima;

+ fosfatase alcalina tem correlagdo significativa aspartato aminotransferase (p
3,73774E-07), lipoproteina de alta densidade (p 0,033085) e escore de risco para
DM2 (p 0,002072734), além dos indicados acima;

» aspartato aminotransferase ndo tem correlagéo significativa apenas com idade (p
0,21), indice de massa corporal (p 0,33) e lipoproteina de alta densidade (p 0,26).

» alanina aminotransferase tem correlagao significativa apenas com triglicerideos (p
0,004736); aspartato aminotransferase (p 0,006485663) e escore de risco para
DM2 (p 0,047338091);

* lipoproteina de alta densidade nao tem correlagao significativa com micronucleo de
linfécito binucleado, mas tem com os demais micronucleos (p 0,023272; p 0,00691)
e danos visualizados na cauda do cometa (p 0,006854); glicemia (p 0,038658);
fosfatase alcalina (p 0,033085) e escore de risco para DM2 (p 0,006386077);

» escore de risco para DM2 nao tem correlacao significativa apenas com micronucleo
de linfécito binucleado (p 0,12), apresentando significancia para as demais

variaveis analisadas.

4.5 Principais componentes que explicam a variancia

Com os dados ndo normalizados na PCA observou-se que os 8 componentes
principais selecionados explicam cumulativamente 97,06% da variancia dos dados.
Considerando apenas os primeiros 6 componentes principais, 90,31% da variancia nos
dados pode ser explicada. Isso indica que uma grande parte da varidncia pode ser
capturada por esses componentes, permitindo-nos focar neles, pois retém a maior parte
da informacgdo original. As variaveis com cargas absolutas superiores a 0,2 foram
identificadas como significativas nesses 6 PCs. A tabela 6 resume a variéncia explicada
por cada componente principal e a tabela 7 apresenta a carga dos componentes

principais.
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Tabela 6. Varidncia explicada pelos Componentes Principais — Dados ndo normalizados

Componente Principal Variancia Explicada (%) Variancia Explicada Acumulada (%)
PC1 43,93 43,93
PC2 17,90 61,82
PC3 9,29 71,11
PC4 9,09 80,20
PC5 6,10 86,30
PC6 4,00 90,30
PC7 3,74 94,03
PC8 3,01 97,04

Legenda: a primeira coluna apresenta as porcentagens das variancias explicadas (%) para os resultados da
analise de componentes principais contabilizados em cada componente principal (PC) ndo normalizados. A
variancia explicada acumulada (%) esta apresentada na segunda coluna.

Fonte: da autora, 2024.

Tabela 7. Cargas dos componentes principais (PC) para cada variavel analisada com dados nao
normalizados. As cargas representam a correlagdo entre cada variavel original e os componentes principais

extraidos

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6
ALT 0.240 -0.613 -0.488 0.327
AST 0.275 0,488
ERDM2 0.349 0.261 0,371
FA -0.274 0.293 0,569
Glicemia 0.386 0,235
HDL -0,232 -0.232 -0.425 -0.210 0.495
IMC 0,300 0,383 0,269
MNL 0.202 -0.432 0,426 0,405
MNS 0.352 -0,266
TAIL DNA % 0.227 0.289 -0.371 0.346 -0.351
TG 0.295 0.322 -0231
Idade 0.460 0.315 -0.243 0,365
MNM 0.321 0.396 -0,382

Legenda: cargas elevadas (positivas ou negativas) indicam uma forte relacdo entre a variavel e o
componente principal correspondente. Os campos em branco indicam que a carga é inferior a 0,2 para
aquele componente. PC: Componente principal. IMC: Indice de Massa Corporal. MNS: Microntcleos em
eritrocitos. MNM: Microntcleos em Mucosa. MNL: Microntcleos em linfécitos binucleados. Glicemia: Nivel
de Glicose no Sangue. TG: Triglicerideos. FA: Fosfatase alcalina. ALT: Alanina Aminotransferase (Enzima
Hepatica) AST: Aspartato aminotransferase (Enzima Hepatica). HDL: Lipoproteina de Alta Densidade
ERDM?2: Escore de Risco de Diabetes Mellitus Tipo 2. DNA_CAUDA (TAIL DNA %): Dano no DNA medido
pelo ensaio Cometa (Comprimento da Cauda).
Fonte: da autora, 2024.

A PC1 explica 43,93% da variancia (Tabela 6) e na PC1 é possivel verificar que os
componentes de escore de risco de diabetes mellitus 2 (carga 0.349), glicemia (carga

0.386), enzima aspartato aminotransferase (carga 0.275), triglicerideos (carga 0.295) e
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indice de massa corporal (0.300) contribuem positivamente, enquanto que fosfatase
alcalina (carga -0.274), lipoproteina de alta densidade (carga -0.232) contribuem
negativamente. Todos estes componentes apresentam alto impacto devido sua carga
elevada, indicando a relagao entre as caracteristicas extraidas destes dados analisados
com micronucleo em eritrécitos (carga 0.352), micronucleo de mucosa oral (carga 0.321),
micronucleo de linfécitos binucleados (carga 0.352) e cauda do cometa do DNA (carga
0.227) (Tabela 7). Contudo, as principais variaveis do PC1 sao escore de risco de DM2;

glicemia e micronucleo de eritrocitos (Figura 17).

Figura 17. Analise de Componentes Principais (PCA) dos biomarcadores nao normalizados em individuos
com diferentes estados glicémicos e pratica de atividade fisica
PCA - Grupos por Grupo e Atividade Fisica
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Legenda: eixos PC1 e PC2: Representam os dois principais componentes que explicam a maior parte da
variagdo nos dados. Setas (variaveis): As setas indicam as variaveis bioquimicas e genéticas que mais
contribuem para a variagcdo observada nos eixos PC1 e PC2. Descrigdo: Esta figura ilustra a PCA realizada
para agrupar os participantes com base em suas caracteristicas bioquimicas e genéticas, assim como sua
pratica de atividade fisica.

Fonte: da autora, 2024.

A PC2 explica 17,90% da variancia (Tabela 6) e nela é possivel verificar como
componentes a alanina aminotransferase (carga 0.240); escore de risco de DM2 (carga
0.261), fosfatase alcalina (carga 0.293); idade (carga 0.460), triglicerideos (carga 0.322) e
cauda do cometa do DNA (carga 0.289) contribuem positivamente, enquanto que

lipoproteina de alta densidade (carga -0.232); micronucleo em linfécitos (carga -0.432),
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micronucleo de eritrécitos (carga -0.266) contribuem negativamente. Porém, as principais
variaveis da PC2 sao idade, triglicerideos e micronucleo de linfécitos (Figura 17).

A PCA mapeia os grupos de participantes (PréDM, DM2, controle) e suas
respectivas atividades fisicas (sim, ndo) e as setas representam as variaveis bioquimicas
e genéticas que contribuem para a variacéo observada nos dados (Figura 17).

As variaveis que mais contribuem para a separag¢ao dos grupos séo escore de risco
de DM2, Glicemia, micronicleo em eritrocitos, idade, micronlicleo em linfocitos
binucleados e triglicerideos (figura 17), esses componentes explicam 61,83% da variagéao
nos dados nao normalizados (Tabela 6).

As variaveis com cargas negativas, como lipoproteina de alta densidade, sugerem
que niveis mais altos desta lipoproteina estdo associados a menores variagdes de outras
variaveis relacionadas ao DM2.

A analise de componentes principais (PCA) com dados normalizados, considerada
a média, indica que os 11 componentes principais selecionados explicam
cumulativamente 94,13% da variancia dos dados. A tabela 8 resume a variancia explicada

por cada componente principal até o PC11.

Tabela 8. Variancia explicada pelos componentes principais — dados normalizados

Componente Principal Variancia Explicada (%) Variancia Explicada Acumulada (%)
PC1 36,67 36,67
PC2 11,01 47,68
PC3 9,31 56,99
PC4 8,04 65,03
PC5 6,92 71,95
PC6 6,33 78,28
PC7 5,22 83,50
PC8 4,06 87,56
PC9 3,57 91,13
PC10 3,00 94,13
PC11 2,53 94,13

Legenda: apresenta as porcentagens das variancias explicadas (%) para os resultados da analise de
componentes principais contabilizados em cada componente principal (PC) ndo normalizados. A variancia
explicada acumulada (%) esta apresentada na segunda coluna.

Fonte: da autora, 2024.

A analise de componentes principais com dados normalizados revelou que os

primeiros 6 componentes principais explicam 78,28% da variancia nos dados, indicando
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que uma grande parte da variabilidade pode ser capturada por esses componentes. O
que significa que podemos focar nesses 6 componentes principais, pois detém a maior
parte da informagao original. Assim, as variaveis com cargas absolutas superiores a 0.2
foram identificadas como significativas nesses 6 PCs e a tabela a seguir apresenta os

resultados das variaveis significativas para cada componente principal.

Tabela 9. Cargas dos componentes principais com dados normalizados apresenta as cargas dos
componentes principais (PC) para cada variavel analisada

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6
ALT 0.435 0.623 0.237 -0.402
AST 0.320 0,232 -0.249 -0,207
ERDM2 0.345 0.272 -0.340
FA -0.274 0.352 -0.235
Glicemia 0.346 0,546
HDL 0.293 -0.846
IMC 0.514 0.264 -0.450
MNL 0.303 0.311 -0.215 -0.273
MNS 0.352 -0,338
TAIL DNA % 0.333 -0.280
TG 0.214 0.476 0.389
Idade -0.781 0.225
MNM 0.365 0.207 0,343

Legenda: as cargas representam a correlagdo entre cada variavel original e os componentes principais
extraidos. Cargas elevadas (positivas ou negativas) indicam uma forte relagdo entre a variavel e o
componente principal correspondente. Os campos em branco indicam que a carga é inferior a 0,2 para
aquele componente. Idade. IMC: indice de Massa Corporal. MNS: Microntcleos em eritrocitos. MNM:
Micronucleos em Mucosa. MNL: Micronacleos em linfécitos binucleados. Glicemia: Nivel de Glicose no
Sangue. TG: Triglicerideos. FA: Fosfatase alcalina. ALT: Alanina aminotransferase (Enzima Hepatica) AST:
Aspartato aminotransferase (Enzima Hepatica). HDL: Lipoproteina de alta densidade (Colesterol "Bom").
ERDM2: Escore de Risco de Diabetes Mellitus Tipo 2. DNA_CAUDA (TAIL DNA %): Dano no DNA medido
pelo ensaio Cometa (Comprimento da Cauda).
Fonte: da autora, 2024.

A PC1 com dados normalizados explica 36,67% da variancia (Tabela 8) e é
possivel verificar que os componentes do escore de risco de DM2 (carga 0.345), glicemia
(carga 0.346), enzima aspartato aminotransferase (carga 0.320), triglicerideos (carga
0.214) contribuem positivamente, enquanto fosfatase alcalina (carga -0.274) contribui
negativamente. Todos estes componentes apresentam alto impacto devido sua carga
elevada, indicando a relagao entre as caracteristicas extraidas destes dados analisados
com micronucleo em eritrocitos (carga 0.352), micronucleo de mucosa (carga 0.365),

micronucleo de linfécitos binucleados (carga 0.303) e cauda do cometa do DNA — tail DNA
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% (carga 0.33) (Tabela 9). Contudo, as principais variaveis do PC1 sdo micronucleo em

mucosa; glicemia e micronucleo de eritrécitos (Figura 18).

Figura 18. Analise de Componentes Principais (PCA) dos biomarcadores normalizados em individuos com
diferentes estados glicémicos e pratica de atividade fisica

PCA - Grupos por Grupo e Atividade Fisica (Dados Preenchidos)
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Legenda: eixos PC1 e PC2 com dados normalizados: Representam os dois principais componentes que
explicam a maior parte da variagdo nos dados. Setas (variaveis): As setas indicam as variaveis bioquimicas
e genéticas que mais contribuem para a variagdo observada nos eixos PC1 e PC2. Descrigdo: Esta figura
ilustra a PCA realizada para agrupar os participantes com base em suas caracteristicas bioquimicas e
genéticas, assim como sua prética de atividade fisica. Varidveis Analisadas: Idade. IMC: Indice de Massa
Corporal. MNS: Micronucleo em eritrocitos. MNM: Microntcleos em Mucosa. MNL: Micronucleos em
linfécitos binucleados. Glicemia: Nivel de Glicose no Sangue. TG: Triglicerideos. FA: Fosfatase alcalina.
ALT: Alanina aminotransferase (Enzima Hepatica) AST: Aspartato aminotransferase (Enzima Hepatica).
HDL: Lipoproteina de Alta Densidade (Colesterol "Bom"). ERDM2: Escore de Risco de Diabetes Mellitus
Tipo 2. DNA_CAUDA: Dano no DNA medido pelo ensaio Cometa (Comprimento da Cauda).
Fonte: da autora, 2024.

Pode-se observar que o grafico visa identificar padrdes de variagao entre diferentes
grupos de participantes (PréDM, DM2, controle) com relagdo a sua atividade fisica (sim,
nao) e variaveis bioquimicas/genéticas. Analisando as dispersdes pode conferir que no
grupo pré-DM2 os pontos estdo dispersos, indicando variabilidade entre os individuos
dentro deste grupo. No grupo DM2, este grupo apresenta uma concentragdo mais densa,

sugerindo que esses individuos tém respostas mais uniformes as variaveis estudadas. Ja
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0 grupo controle esta apresentando distribui¢cao relativamente uniforme, indicando menor
variabilidade dentro deste grupo.

As variaveis micronucleo em eritrécitos, micronucleo em linfécitos, microntcleo em
mucosa oral, cauda de DNA e glicemia influenciam principalmente o grupo DM2. indice de
massa corporal, triglicerideos e alanina aminotransferase parecem influenciar de certa
forma no grupo pré-DM2. Ja a atividade fisica parece ter uma variabilidade significativa
dentro dos grupos, com dispersdo em diversas diregdes, o que pode demonstrar
variabilidade na resposta das variaveis. Isso ocorre porque o grupo DM2 demonstra mais
concentracdo em certa area especifica do grafico e o controle estd mais distribuido
uniformemente, indicando menor variabilidade interna (Figuras 17 e 18).

As variaveis que mais contribuem para a separagao dos grupos sao micronucleo
em mucosa, glicemia, micronucleo em eritrécitos, indice de massa corporal, alanina
aminotransferase e triglicerideos (Figura 18), esses componentes explicam 47,68% da
variagéo nos dados nao normalizados (Tabela 8).

A dispersao dos pontos mostra a variagao entre os individuos nos diferentes grupos
de estudo, sendo perceptivel a separacédo entre os grupos DM2, pré-DM e controle. Os
participantes com DM2 tendem a se agrupar em uma regido distinta, indicando
caracteristicas bioquimicas e genéticas especificas que os diferenciam dos outros grupos.
A pratica de atividade fisica também demonstra influéncia na distribuicdo dos grupos, com

aqueles que praticam atividade fisica se diferenciando dos que nao praticam (Figura 19).

Figura 19. Distribui¢cdo dos individuos com diferentes estados glicémicos e suas caracteristicas genéticas e

bioquimicas
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Legenda: eixos PC1 e PC2: Representam os dois principais componentes que explicam a maior parte da

variagdo nos dados. Pontos coloridos: Cada ponto representa um participante do estudo, categorizado por

grupo e pratica de atividade fisica. Descri¢cdo: Esta figura mostra a dispersdo dos participantes em um

gréfico de PCA, onde cada ponto representa um individuo. A distribuicdo dos pontos indica as diferengas

entre os grupos (PréDM, DM2, controle) e a influéncia da atividade fisica na variagéo dos dados. Score plot.
Fonte: da autora, 2024.
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5 DISCUSSAO

5.1 Diabetes mellitus e sua relagdo com os parametros clinicos e metabdlicos

Diabetes mellitus (DM) é um grupo de doencas metabdlicas relacionadas a
glicemia elevada, ou seja, hiperglicemia, de origem multifatorial. A hiperglicemia cronica
do diabetes esta associada a danos a longo prazo, podendo causar uma degeneragéo e
até mesmo a faléncia de 6rgdos como coragéo, rins, olhos, nervos e vasos sanguineos
(American Diabetes Association, 2014). De acordo com a Organizagao Mundial da Saude
(2021) o diabetes foi a condicédo direta de 1,5 milhdo de mortes de pessoas em 2019,
sendo 48% ocorrida na populacdo com idade inferior a 70 anos.

No Brasil as mulheres (218 anos) sao mais acometidas pelo DM2, porém esta
ocorrendo aumento expressivo da prevaléncia nos homens também. Ainda, em ambos os
sexos ocorreu o aumento com a idade e diminuiu com o nivel de escolaridade (Brasil et
al.,, 2023). Em nosso estudo 65.3% sao mulheres e 34.6% s&o homens. O numero
expressivo de mulheres participantes pode ser devido a maior prevaléncia de DM2 em
mulheres, como pode também refletir uma combinagdo de maior procura por cuidados de
saude, comportamento preventivo mais frequente e possiveis variagdes regionais e
culturais que influenciaram a amostragem retiradas das unidades basicas de saude
(Garcia; De Oliveira; Do Nascimento, 2019; Falcdo-Lima; Silva-Santos; Faro, 2022).

Uma das estratégias preventivas que pode ser adotada para o DM2 é a avaliagao
do escore de risco para DM2, que combina varias medidas de risco, incluindo indice de
massa corporal, idade, historico familiar e niveis de glicose para avaliar o risco de um
individuo desenvolver DM2. Os estudos tém mostrado que escores de risco como o
escore de risco para DM2 sao ferramentas uteis para identificar individuos em risco e
orientar intervengdes preventivas (Lindstrom & Tuomilehto, 2003). No presente estudo,
uma diferenga significativa entre os grupos préDM, DM2 e controle, com e sem atividade
fisica foi visualizado (KW= 11,56, p<0,041) e esta relacionada a varios fatores. Individuos
com pré-diabetes apresentaram alguns fatores de risco elevados, como resisténcia a
insulina, que s&o intermediarios entre os grupos controle e DM2. Por outro lado, os
individuos com DM2 tendem a ter fatores de risco mais elevados e desregulados, como
hiperglicemia persistente, dislipidemia e inflamagao crbnica. Ja os individuos do grupo
controle geralmente possuem niveis mais baixos desses fatores de risco (Health

Organization, 2006; American Diabetes Association, 2020; Junior et al. 2022).
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Nesse estudo, embora a idade ndo tenha mostrado significancia estatistica entre
0s grupos, com ou sem atividade fisica (p 0,5526) e relagdo com outras variaveis, ela
apresentou uma relagao significativa com o escore de risco para DM2 (p 0,000171). Este
dado sugere que a idade é um fator critico que contribui significativamente para o escore
de risco de diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Isso ocorre porque a idade pode influenciar
diretamente em outras variaveis, uma vez que com o avang¢o da idade, ha uma tendéncia
natural de surgimento de alteragdes metabdlicas e obesidade, aumentando o escore de
risco para DM2 (King; Aubert; Herman, 1998; Lindstrom & Tuomilehto, 2003; Wild et al.,
2004; Kumar, 2010; Chatterjee; Khunti; Davies, 2017; Sociedade Brasileira de Diabetes,
2017; Rodacki et al., 2023; 2024).

Além disso, o indice de massa corporal e glicemia elevada também contribuem
significativamente para o aumento do escore do paciente (Lindstrom & Tuomilehto, 2003;
Yang e Mottillo, 2020; Yang et al, 2024), sendo essa contribuicdo revelada no presente
trabalho, tanto com a correlagcéo positiva obtida entre o escore de risco para DM2 e as
variaveis citadas, como também pela analise de PCA, que demonstrou que estas sao
significativas em PC1.

O indice de massa corporal € uma medida de adiposidade corporal e quando
elevado geralmente reflete um maior acumulo de gordura corporal, com obesidade
principalmente central (acumulo de gordura na regidao abdominal), sendo um forte preditor
de resisténcia a insulina, que € um dos principais fatores no desenvolvimento do DM2. A
gordura visceral também esta fortemente associada a um perfil lipidico desfavoravel,
incluindo niveis elevados de triglicerideos (Kopelman, 2000; Boudou et al., 2001; Sabag
et al., 2017; Franzke; Schwingshackl; Wagner, 2020). Isso explicaria a correlagao positiva
obtida no presente estudo entre indice de massa corporal e niveis de triglicerideos,
sugerindo que individuos com maior indice de massa corporal tém niveis mais elevados
de triglicerideos (p=0,0017), corroborando com o descrito na literatura (Large e Arner,
1998; Guilherme et al., 2008; Global BMI Mortality Collaboration et al., 2016; Sancar,
2022). Além disso, observou-se correlagdo positiva entre indice de massa corporal e o
escore de risco para DM2, nos quais estao estreitamente em conjunto, visto que o escore
tem como variavel o indice de massa corporal. Os dados da APC também apresentaram
indice de massa corporal como uma variavel significativa na PC2 dos dados normalizados
mostrando sua relevancia.

Apesar do indice de massa corporal se correlacionar com indicadores de saude

importantes, ndo conseguimos verificar diminuigao significativa da massa entre os grupos
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que realizam atividade fisica dos sedentarios (Figura 3). No entanto muitas variaveis
podem ter interferido, como a ndo distingdo da massa adiposa de massa isenta de
gordura, que geralmente prejudica principalmente dados de individuos que estédo
praticando atividade fisica, ou seja, a medicdo de indice de massa corporal, ndo &
necessariamente a melhor medida para verificar composi¢céo corporal. E a alternativa
mais precisa para os proximos estudos seria a medigao por bioimpedancia elétrica ou
ferramentas associadas, permitindo mais fidelidade em distinguir entre individuos com
peso normal e aqueles com sobrepeso, especialmente quando o IMC estava em uma
faixa intermediaria (Mullie et al., 2008; Grier et al., 2015; Petri et al., 2020).

Os triglicerideos sao formados a partir de acidos graxos e glicerol e sao a forma
mais comum de gordura armazenada no corpo humano. Os triglicerideos sdo derivados
de fontes alimentares, especialmente de alimentos ricos em gorduras e carboidratos, e
sdo uma importante fonte de energia. As calorias consumidas por estes alimentos,
quando em excesso, sao convertidas em triglicerideos e armazenadas nas células
adiposas. Posteriormente, quando o corpo necessita de energia entre as refei¢gdes, os
triglicerideos sao liberados e utilizados como combustivel (Albrink & Man, 1958; Nichols,
2019). A correlagao positiva entre glicemia e triglicerideos sugere que niveis elevados de
glicose no sangue estdo associados a aumentos nos niveis de triglicerideos. Isso pode
ser devido ao fato de que a resisténcia a insulina, comum em DM2, leva a lipdlise
aumentada e a liberagéo de acidos graxos livres, que sao posteriormente convertidos em
triglicerideos pelo figado (Large e Arner,1998; Sancar, 2022). Os dados da APC
apresentaram os triglicerideos com altas cargas nos componentes principais (cargas
0.295 e 0.214) reafirmando sua importadncia na variagdo dos dados. Além dos ja
visualizados, os triglicerideos tém relagdo com o aspartato aminotransferase e com
escore de risco para DM2.

Aspartato aminotransferase € uma enzima encontrada principalmente no figado,
coracdo, musculos e outros tecidos. E frequentemente utilizada como um marcador de
dano hepatico, pois niveis elevados de aspartato aminotransferase podem indicar
inflamacdo ou lesdo hepatica (Panteghini, 1990; Xie et al., 2022). O aspartato
aminotransferase apresentou significancia como variavel no componente PC2 dos dados
normalizados e com seus vetores em dire¢ao a individuos pré-DM e DM2 (figura 18), se
apresentando como um marcador importante para identificar individuos com pré-DM e
DM2. No entanto, ndo apresentou correlagcdo com idade, indice de massa corporal e

lipoproteina de alta densidade, o que pode indicar que o aspartato aminotransferase pode
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estar respondendo a danos especificos nos tecidos, especialmente no figado, que n&o
sao diretamente influenciados por essas outras variaveis. A idade por si s6, pode néo ser
um determinante direto dos niveis de aspartato aminotransferase, no entanto a perda
muscular segundo estudos esta relacionado, e nesse caso a idade influencia, visto que
geralmente individuos entre 50 e 59 apresentam pico de peso corporal e entdo
posteriormente diminui, inclusive a massa muscular, mas isso vai variar de acordo com o0s
habitos dos individuos (Elia, 2001; Villarreal et al., 2005; Shibata & Nakajima 2020), bem
como nem todas as pessoas com indice de massa corporal elevado apresentam elevacao
do aspartato aminotransferase, principalmente se ndo houver dano hepatico (Shibata et
al., 2019).

Ja o biomarcador alanina aminotransferase, no presente estudo, apresentou
correlagbes significativas com triglicerideos (p 0,004736), aspartato aminotransferase (p
0,006485663) e escore de risco para DM2 (p 0,047338091), sugerindo que danos
hepaticos estao frequentemente associados a dislipidemia (triglicerideos elevados) e um
maior risco de diabetes mellitus tipo 2 (ERDM2). O biomarcador alanina aminotransferase
€ uma enzima encontrada principalmente no figado, mas também em menores
quantidades nos rins, coracdo, mUsculos e pancreas. E um marcador frequentemente
usado para detectar e monitorar doengas hepaticas, como hepatite, cirrose, e lesbes
hepaticas causadas por medicamentos ou alcool (Senior, 2012; Guerrero-Romero, 2013),
mas estudos apresentam também que frutose em excesso pode vir a acarretar em
aumento do grau de esteatose associado a alanina aminotransferase (Fraser et al., 2009;
Alami; Alizadeh; Shateri, 2022).

No presente trabalho foi possivel verificar uma correlagdo significativa positiva
entre risco de desenvolvimento de DM2 com aspartato aminotransferase e alanina
aminotransferase. Esses dados evidenciam que danos hepaticos e inflamacgao sao fatores
comuns e interligados em condigbes metabdlicas e destacam a importancia do
monitoramento de alanina aminotransferase e aspartato aminotransferase como
marcadores sensivel para danos hepaticos e seus papéis no risco e complicagdes da
DM2. Estes dois marcadores sao preditores valiosos do diabetes, coincidindo com os
resultados de que com o risco de diabetes aumenta rapidamente na condigdo de
correlagdo aspartato aminotransferase/ alanina aminotransferase, reforgcando a
importancia do monitoramento desses marcadores (Senior, 2012; Xie W et al., 2022).

Uma correlagdo positiva moderadamente significativa entre lipoproteina de alta

densidade com fosfatase alcalina (r=0.25, p=0.033) sugeriu que niveis mais altos de
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fosfatase alcalina estdo associados a niveis mais altos de lipoproteina de alta densidade.
Essa correlagdo pode ser vantajosa no contexto da avaliagao da resisténcia a insulina, em
que a razao de triglicérides/lipoproteina de alta densidade (triglicerideos /lipoproteina de
alta densidade-C) e o indice de triglicérides e glicose (TeG) que sdo comumente utilizados
como marcadores. Apesar da fosfatase alcalina ser um marcador hepatico e influenciada
por multiplos fatores, a correlagcdo com lipoproteina de alta densidade mostra que ela
poderia fornecer informagdes adicionais sobre os aspectos do metabolismo lipidico dos
individuos. E apesar da sua natureza multifatorial, pode ser utilizada como um
complemento valioso e ndo isoladamente como marcador para avaliar a sindrome
metabdlica (SM) ou a resisténcia a insulina (Babic, et al, 2019; Son; Ha; Lee, 2021).

Com relacdo a fosfatase alcalina, correlagcbes negativas estatisticamente
significantes foram observadas relacionadas a todos os diferentes tipos de danos ao DNA
analisados, bem como entre o escore de risco para DM2 e a fosfatase alcalina (r=-0,34,
p=0,0021). A fosfatase alcalina elevada é associada a condi¢des hepaticas, risco
cardiovascular e até associacao a resisténcia a insulina, no entanto além de poder refletir
complexidade na relacédo de fosfatase alcalina e o metabolismo diabético, pode expor que
os pacientes com niveis mais altos de fosfatase alcalina no estudo, estavam em um
estagio inicial de regulacdo metabdlica melhorada como os pré-diabéticos, nos quais
podem ainda apresentar niveis baixos de fosfatase alcalina (Guo et al., 2023). Estudos
anteriores demonstram que intervencdes dietéticas, como a adogcdo de uma dieta
mediterranea e atividade fisica regular podem influenciar positivamente os niveis de
fosfatase alcalina (Fujimura et al.,1997; Estaki; Decoffe; Gibson, 2014; Alghadir; Aly; Gabr,
2014). Diferencas estatisticamente significativas foram evidenciadas entre os grupos
sobre os niveis de fosfatase alcalina (KW= 16,72, p<0,0050), sugerindo que a atividade
fisica tem um impacto significativo na modulacdo dos niveis de fosfatase alcalina,
especialmente ao comparar os grupos DM2 e pré-DM2 com aqueles que praticam
atividade fisica. Além disso, o uso de certos medicamentos antidiabéticos também pode
modular a atividade das enzimas hepaticas, contribuindo para uma melhor regulagdo
metabdlica (Zhang et al., 2024).

Ainda, tanto os niveis de fosfatase alcalina quanto os niveis de lipoproteina de alta
densidade pode ser afetados pela inflamacgao crénica e o estresse oxidativo. A fosfatase
alcalina pode aumentar em resposta a processos inflamatérios e a lipoproteina de alta

densidade pode atuar para minimizar esses efeitos devido as suas propriedades anti-
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inflamatdrias e antioxidante, devido a capacidade em proteger da oxidagao por radicais
livres (Suc et al., 1997; Ferretti et al., 2006; Islam et al., 2022).

No presente estudo, a analise dos componentes principais sugere que niveis mais
altos de lipoproteina de alta densidade estdo associados a menores variagdes de outras
variaveis relacionadas ao DM2, conferindo um efeito protetor. Além disso, lipoproteina de
alta densidade apresentou uma correlagao negativa significativa com o escore de risco
para DM2, indicando que individuos que apresentaram maior risco de DM2 também
apresentaram niveis mais baixos de lipoproteina de alta densidade.

A lipoproteina de alta densidade baixa é um fator de risco comum para DM2 e suas
complicacbes (Srivastava et al., 2013; Srivastava, 2018), pois desempenha a fungao de
remover o excesso de colesterol das células, em especial dos macréfagos carregados de
lipidios em excesso pela parede arterial. A lipoproteina de alta densidade transporta os
lipidios excedentes ao figado, os quais podem ser processados e eliminados do corpo.
Esse processo é de extrema importancia, pois se o colesterol se acumular pode formar
placas e provocar lesdes arteriais (Farbstein & Levy, 2012; Srivastava et al., 2013;
Srivastava, 2018). E quando ocorre alto estresse oxidativo e disturbios metabdlicos
sistémicos do diabetes, estes podem provocar uma disfungdo na lipoproteina de alta
densidade, reduzindo sua capacidade de transportar o colesterol (Ferretti et al., 2006;
Srivastava, 2018).

Niveis baixos de lipoproteina de alta densidade acarretam em uma cascata de
inflamacdo e maior risco de complicacdes cardiovasculares, que estdo comumente
associadas ao risco de desenvolvimento de DM2, com maior resisténcia a insulina,
dificultando o controle glicémico e suas complicagdes (Farbstein & Levy, 2012; Srivastava,
2018). Niveis elevados de lipoproteina de alta densidade e o risco reduzido de DM2
possuem uma relagdo de causa (Drew et al., 2009; 2012; Farbstein & Levy, 2012; Yan et
al., 2024), coincidindo com a correlagdo negativa significativa de lipoproteina de alta
densidade e glicemia (r= —0.25, p=0.039), sugerindo que os individuos que apresentaram
niveis mais alto de lipoproteina de alta densidade, tiveram seus niveis de glicemia em
jejum mais baixos. Estes dados corroboram os obtidos pela APC normalizada, sugerindo
que niveis mais altos de lipoproteina de alta densidade estdo associados a menores
variagcoes de algumas variaveis relacionadas ao DM2 (Figura 18).

Vale ressaltar que os produtos finais de glicagdo avangada (AGEs) provocado pelo
estresse oxidativo que a hiperglicemia causa, pode vir a tornar a lipoproteina de alta

densidade disfuncional, perdendo suas fungdes anti-inflamatérios e propriedades
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citoprotetoras e, portanto, podendo acarretar em cancer (Ferretti et al., 2006; Pereira et
al., 2013; Perrone et al., 2020; Islam et al., 2022).

A glicemia elevada € um marcador primario do DM2 muito utilizado na area de
saude, visto que a hiperglicemia crénica esta frequentemente associada a resisténcia a
insulina. Estudos mostram que niveis elevados de glicose no sangue estado diretamente
associados ao aumento do risco de diabetes mellitus tipo 2 e suas complicagcbes
relacionadas (American Diabetes Association, 2020). No presente estudo os niveis de
glicemia ndo s6 se mostraram bastante elucidativos com as suas correlagbes entre as
variaveis, como também se apresentaram como uma variavel significativa em PC1, com
carga acima de 0.300 na analise normalizada e na ndo normalizada (figura 17 e 18), o
que indica que ela € uma das principais variaveis que explicam a variagdo nos dados em
APC. A glicemia é um indicador direto da eficiéncia do metabolismo da glicose e da
capacidade do corpo de regular os niveis de agucar no sangue, sendo essencial para
identificar e controlar o DM2 (Bjgrnholt et al., 1999; Acciaroli et al., 2018). Essas
correlagbes sao importantes para entender a complexidade e as interagdes metabdlicas
em individuos com DM2. Inclusive a glicemia apresentou correlagbes positivas
significativas com outras variaveis, como triglicerideos, aspartato aminotransferase e
escore de risco para DM2.

No entanto, a glicemia ndao apresentou relacao significativa com idade, indice de
massa corporal, alanina aminotransferase e com os danos de DNA visualizados na cauda
do cometa. O teste do cometa ¢é utilizado para detectar danos recentes no nivel de fita do
DNA, os quais sao resultado de exposi¢des agudas ou recentes a agentes estressantes e
sao refletidos por mudancas imediatas ou recentes no DNA (Lorenzo et al., 2013; Collins
et al., 2023). Esses dados sugerem que a glicemia pode estar mais relacionada com
danos genéticos de longo prazo, como os que sao refletidos pelos MN (Polo & Jackson,
2011; Rahmoon et al., 2023). Normalmente estes danos agudos sao reparaveis pelas vias
de resposta a danos no DNA ativadas em resposta aos danos imediatos, ao contrario dos
danos genéticos acumulados ao longo do tempo, como os micronucleos, que estao
associados a glicagado crénica e ao estresse oxidativo continuo (Lorenzo et al., 2013;
Fenech et al., 2020).

A hemoglobina glicada (HbA1c) é frequentemente utilizada na pratica clinica para
monitorar o controle glicémico a longo prazo. Esse exame mede a quantidade de glicose
ligada a hemoglobina nas células vermelhas do sangue, refletindo os niveis médios de

glicose no sangue relativos ao terceiro e quartos meses anteriores. No presente estudo, a



77

analise da hemoglobina glicada nao foi realizada, pois € considerada um exame
secundario para confirmagdo do diagnéstico na Atencdo Basica de Saude (ABS),
solicitado apenas apds a evidéncia de alteracdo na glicemia do paciente (Pititto et al.,
2023; Rodacki et al., 2024).

Em suma, a andlise de componentes principais (PCA) nos permitiu identificar as
variaveis que mais contribuem para a variagdo nos dados e como elas estdo inter-
relacionadas. Para os dados nao normalizados, considerando os individuos que
apresentaram todas as variaveis, para PC1, as principais variaveis sdo escore de risco
para DM2, glicemia, micronucleo em eritrocitos; para PC2 a idade, micronucleos em
linfécitos binucleados e triglicerideos. Enquanto que os dados normalizados da PCA
preenchidos pelas médias, na PC1, as principais variaveis sdo micronucleo em mucosa,
glicemia, micronucleo em eritrocitos, e para PC2 indice de massa corporal, triglicerideos e

alanina aminotransferase.

5.2 Danos no material genético e sua relagao com as variaveis analisadas

O DM2 esta associado a uma inflamagao crénica de baixo grau, que pode levar a
danos ao DNA e formagao de micronucleos. A inflamagao crénica ativa vias que causam
danos oxidativos ao DNA, aumentando a taxa de mutag¢des e instabilidade gendmica
(Wellen & Hotamisligil, 2005; Masenga, 2023). O estresse oxidativo, exacerbado por altos
niveis de glicose e frutose, € um fator critico no desenvolvimento de danos ao DNA. Este
estresse oxidativo ndo apenas contribui para a progressao do DM2, mas também esta
associado a doengas cardiacas, declinio cognitivo e envelhecimento (Picard; Juster;
Mcewenet, 2014).

A frequéncia de micronucleos (MN) em diferentes tecidos oferece informacdes
valiosas sobre a integridade gendémica e sua relagdo com condi¢gdes metabdlicas e de
saude. Os micronucleos ocorrem ao longo do tempo, com efeitos cumulativos de
exposi¢coes cronicas ou repetidas, e s&o caracterizados por alteragdes genéticas
persistentes (Fenech et al., 2020).

A presenca de micronucleos (MN) prevaleceu nos grupos DM2 para todos os tipos
celulares analisados (micronucleo em eritrocitos, microndcleo em mucosa e micronucleos
em linfocitos binucleados), indicando danos ao DNA exacerbados pelo estresse oxidativo.
Dos trés grupos, as médias foram mais altas no grupo de DM2 comparadas aos grupos

pré-DM2 e controle (Figuras 11, 12 e 13).
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Os resultados da APC apresentam nos indicadores de danos genéticos cargas
significativas em multiplos componentes, como para os micronucleos em eritrécitos e
micronucleo em mucosa em PC1 carga 0.300, micronucleos em linfécitos binucleados em
PC1 carga 0.202 e normalizado 0.303 e para cauda do DNA evidenciada no teste do
cometa, com carga alta significativas em PC1 de 0.227 e normalizado de 0.333. Além
disso, os resultados indicaram fortes correlagdes entre a frequéncia de micronucleo em
células da mucosa oral e em micronucleos de eritrécitos obtidos pelo esfregaco
sanguineo (MNS), sugerindo uma tendéncia consistente de danos genéticos em
diferentes tipos de células. Essa associagdo sugere que fatores sistémicos afetam a
estabilidade gendmica, impactando varias regides do corpo, refletindo uma resposta
universal a estressores internos e externos. Dessa forma, os dados discutidos destacam a
importancia de manter habitos saudaveis para minimizar danos genéticos e reduzir o risco
de complicagdes metabdlicas, uma vez que apds existentes, os danos parecem nao ser
reparados.

Além disso, micronucleo em eritrécitos, micronucleos em linfécitos binucleados e
micronucleo em mucosa mostraram correlagdes positivas com a glicemia, o que indica
que o aumento dos niveis de glicose pode estar relacionado ao estresse oxidativo,
resultando em danos genéticos mensuraveis (Rahmoon et al., 2023). Neste contexto,
destaca-se a importancia do controle glicémico na prevencgao de instabilidade genémica e
suas consequéncias (Deo et al., 2020; Franzke; Schwingshackl; Wagner, 2020).

O teste do cometa também apresentou correlagdo positiva com aspartato
aminotransferase e escore de risco para DM2. Niveis elevados de aspartato
aminotransferase no sangue indicam lesdes celulares nesses tecidos, sucedendo na
liberacdo desta enzima na corrente sanguinea (Otto-Slusarczyk; Grabon; Mielczarek-Puta,
2016). A correlagéo positiva entre aspartato aminotransferase e os danos ao DNA do
cometa, sugere que lesdes celulares provocadas por estresse oxidativo, inflamagéao, ou
agente toxicos, que possivelmente vao liberar aspartato aminotransferase, também
podem estar associadas a danos ao DNA (cometa) recentes. Quanto a correlagéo positiva
entre escore de risco para DM2 e danos ao DNA cometa, este dado sugere que individuos
com maior risco de diabetes mellitus do tipo 2 podem ter maior susceptibilidade a danos
ao DNA reversiveis, sendo indicado que a aplicacédo de estratégias que diminuam o risco
do desenvolvimento de DM2 provavelmente também evitardo danos agudos ao DNA.

Corroborando estes dados, os danos ao DNA evidenciados pela cauda do cometa

apresentaram correlagdo negativa com lipoproteina de alta densidade, lipoproteina
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envolvida no transporte reverso de colesterol com propriedade antioxidante e anti-
inflamatdria. Este feito pode estar indicando que niveis baixos de lipoproteina de alta
densidade estdo associados a um aumento no estresse oxidativo e inflamacgao, causando
danos a nivel molecular (Ronsein & Vaisar, 2017).

A associagédo entre a presenga de micronucleos e niveis elevados de aspartato
aminotransferase, um marcador de dano hepatico, foi revelada no presente trabalho. Tanto
micronucleo em eritrocitos, micronucleos em linfécitos binucleados quanto micronucleo em
mucosa apresentaram correlagdes positivas com aspartato aminotransferase, sugerindo
que condi¢cdes que comprometem a funcdo hepatica podem desencadear uma resposta
sistémica de instabilidade genémica crénica. Isso reforga a importancia de monitorar a
saude hepatica em contextos metabdlicos adversos, como o diabetes.

A lipoproteina de alta densidade também apresentou correlagbes negativas
estatisticamente significativas com os biomarcadores celulares (micronucleo em
eritrocitos, micronucleo em mucosa, cauda do cometa de DNA) que podem apresentar
propriedades citoprotetoras, mostrando que niveis mais altos de lipoproteina de alta
densidade estdo associados a menos danos ao DNA. Coincidindo com a literatura na qual
relata que a lipoproteina de alta densidade exerce sua capacidade de reduzir os niveis de
EROs e como estes possuem a capacidade de alterar o DNA celular, lipidios e proteinas
(Tolbert; Shy; Allen,1992; Ferretti et al., 2006; Holland et al., 2008; Ruscica et al., 2018;
Islam et al., 2022).

No entanto, os resultados mostraram que n&do houve correlagéo significativa da
lipoproteina de alta densidade com micronucleo de linfécito binucleado (r=-0.17; p=0.19),
0 que pode indicar que o efeito protetor da lipoproteina de alta densidade contra o dano
ao DNA pode variar dependendo do tipo de célula e sua possivel influéncia mais
pronunciada em células de rapida regeneragéao, visto que as de linfocitos possuem um
turnover mais lento depende do tipo e sao mais ativamente atuantes na resposta
imunoldgica, ressaltando que a dindmica dos micronucleos em linfécitos pode ser

influenciada por varios fatores (Sprent & Tough, 1994; Streffer et al., 1998).

5.3 Impacto da atividade fisica na saude de individuos com DM2 e na integridade do

material genético

A distribuigdo dos grupos na PCA (Figura 19) demonstra o impacto da atividade

fisica, onde os individuos que praticam atividade fisica se diferenciam de sedentarios.
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Isso sugere que a pratica de atividade fisica pode influenciar os marcadores bioquimicos
e genéticos associados ao DM2.

Os resultados da analise de Kruskal-Wallis revelaram que ha diferenca significativa
no escore de risco para diabetes mellitus tipo 2 (ERDM2) entre os diferentes grupos (KW
= 11,56, p < 0.041). Isso sugere que a atividade fisica e a presenca de pré-DM2 e DM2
influenciam significativamente o escore de risco. Individuos com DM2 que nédo se
envolvem em atividades fisicas obtém um risco consideravelmente maior de desenvolver
complicagbes ou progressado de diabetes em comparagdo com os controles sedentarios
(Pauli et al., 2009; Maulida; Prajitno; Sulistiawaty, 2022). E considerando que o escore de
risco para DM2 também utiliza outras variaveis como idade, indice de massa corporal,
historico de tratamento com medicamentos anti-hipertensivos, alimentacdo, atividade
fisica, histérico familiar e glicose, possui uma averiguacdo de maior amplitude das
variaveis que estdo associadas ao desenvolvimento de DM2, mas também para variaveis
nas quais estido correlacionadas a danos ao DNA causadas por estresse oxidativo
(Lindstrom & Tuomilehto, 2003).

A analise de variancia (ANOVA) apresentou alta significancia estatistica para o
fator grupo na variancia dos niveis de glicemia (F (2,20) = 21.79, p<0.0001), indicando
diferencas significativas nos niveis de glicemia entre os grupos. No entanto, a atividade
fisica (F (1,20) = 0.59, p=0.4477) e a interagao entre grupo e atividade fisica (F (2,20) =
0.0668, p=0.9355) ndo mostraram significAncia estatistica. Isso sugere que embora
existam diferengas significativas nos niveis de glicemia entre os grupos, a pratica de
atividade fisica e a interagcdo entre os grupos e a atividade fisica nao afetam
significativamente esses niveis.

A atividade fisica tem um papel bem estabelecido na melhoria do perfil glicémico
em individuos com DM2 e a atividade fisica aumenta a sensibilidade a insulina, ajudando
a reduzir os niveis de glicose no sangue (Sousa; Santos; Pardono, 2014; Sylow et al.,
2017; Evans et al. 2019; Ghafouri-Fard et al., 2022; Maulida; Prajitno; Sulistiawaty, 2022;
Michielsen et al. 2022). No entanto, Munan e colaboradores (2020) avaliaram os niveis de
glicemia em jejum e de hemoglobina glicada durante 12 dias e apresentaram que a
pratica de atividade nado reduziu as concentragcées de glicose de 24 horas em pessoas
com DM2, o que pode dizer que a atividade fisica pode ter agao benéfica quando
praticadas a um prazo longo e continuamente, podendo também estar relacionada ao tipo
de atividade fisica praticada e a intensidade do mesmo. No presente estudo, as médias +

erro padrao mostraram que o grupo com pratica de atividade fisica apresentou niveis mais
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elevados de glicemia no geral (figura 5), mas ressalta-se que nao foi possivel acompanhar
os individuos com relagéo a pratica de atividade fisica, sendo considerado apenas as
informacdes autodeclaradas, pode ter influenciado os resultados devido a falta de
monitoramento direto pode levar a sobrestimar da quantidade e intensidade da atividade
fisica praticada, implicando a exatiddo quanto ao impacto da atividade fisica nos
parametros estudados.

A Atencéao Basica de Saude no Brasil oferece tratamento gratuito para o controle do
nivel glicémico, que inclui medicamentos, orientacdo sobre atividade fisica e dietas
adequadas. No entanto, a efetividade dessas estratégias é limitada pela adesédo
insuficiente dos pacientes aos regimes terapéuticos completos. Muitos pacientes seguem
apenas o tratamento medicamentoso, negligenciando a importancia da atividade fisica
regular e da alimentagao saudavel (Panarotto et al., 2009; Mendes, 2012; Maeyama et al.,
2020). E para melhorar é essencial que ocorra uma educagdo em saude integrada, com
abordagem abrangente na atencéo basica de saude, o qual ainda sofre com adversidades
e dificuldades na promocgao de praticas de habitos saudaveis e na valorizagao do trabalho
em equipe. Ressalta-se a necessidade da conscientizagdo da importancia do controle
glicémico e aproximacgao desses individuos portadores de DM2 que necessitam de fato de
suporte continuo em todas as atividades oferecidas para controle glicémico (Maeyama et
al., 2020).

Apesar da dominancia de MN nos grupos DM2, para micronucleo em eritrécitos e
micronucleos em linfécitos binucleados, os grupos que praticam atividade fisica nao
apresentaram médias menores que os sem atividade fisica. Como apresentado em
micronucleo em eritrécitos, os pré-DM que praticam atividade fisica apresentaram mais
MN que os individuos pré-DM que n&o praticam atividade fisica, o que pode ter ocorrido a
falta de transparéncia e devemos considerar que depende do que a pessoa deliberou
como atividade fisica na autodeclaracao (Figura 11).

Vale ressaltar que a atividade fisica moderada é geralmente associada a uma
diminuicdo do estresse oxidativo e a uma melhora nos mecanismos de reparacdo do
DNA, o que pode resultar em uma reduc¢do na formagdo de micronucleos (Goto et al.,
2007; Ristow & Schmeisser, 2011; Merry & Ristow, 2016;). No entanto, a pratica de
atividade fisica intensas pode, temporariamente, aumentar danos ao DNA, podendo se
manter significativo dentre 2h a 1 dia apos a atividade fisica. Porém estudos trazem que
esse aumento ndo foi verificado em protocolos de acompanhamento longo, condizendo

entdo que esta elevagdo tende a ser transitéria e geralmente é compensada pela
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adaptacao do corpo a atividade fisica e compensada pelos efeitos antioxidantes. Deste
modo, mais informagdes detalhadas sobre o tempo e a intensidade da atividade fisica
poderiam contribuir positivamente ao estudo, fornecendo um contexto mais preciso para
interpretar nossos resultados (Tryfidou et al., 2020).

Os dados sugerem que as células da mucosa (micronucleo em mucosa) podem ser
mais sensiveis aos efeitos benéficos da atividade fisica, apresentando menos danos em
individuos que praticam atividade fisica (Figura 12). Em contraste, os eritrécitos
(micronucleo em eritrocitos) e linfécitos (micronucleos em linfécitos binucleados) néo
mostraram uma redugdo significativa nos danos com a pratica de atividade fisica. Essa
variagcdo na resposta a atividade fisica entre diferentes tipos celulares pode estar
relacionada a varias caracteristicas intrinsecas dessas ceélulas, como a taxa de renovagao
celular, a exposigdo a agentes oxidantes e as capacidades de reparo de danos ao DNA
(Fenech & Bonassi, 2011; Fenech et al., 2020). Além disso, a magnitude do impacto da
atividade fisica pode variar dependendo do grupo estudado. Por exemplo, individuos com
DM2 podem necessitar de intervengbes mais intensivas para alcangcar melhorias
significativas em seus fatores de risco em comparagdo com individuos pré-DM ou
controles.

Com relagao aos micronucleos em mucosa oral, houve uma diferenga significativa
entre os grupos na média (KW=25,21, p=0.0001). Tanto o grupo DM2 sem atividade fisica
(6,083 £ 0,65) quanto o grupo DM2 com atividade fisica (5,45 + 0,72) diferiram
significativamente dos grupos pré-DM2 e controle, sugerindo que a atividade fisica pode
atenuar, mas nao eliminar, os danos celulares em individuos com DM2. As células da
mucosa tém uma alta taxa de renovacédo devido a sua exposi¢cdo constante a agentes
oxidantes e outros estressores ambientais na cavidade oral. Essa alta taxa de renovacéao
celular pode torna-las mais responsivas aos efeitos protetores da atividade fisica, que
incluem a melhora da capacidade antioxidante e a redugdo do estresse oxidativo. A
atividade fisica pode promover mecanismos de reparo celular mais eficientes nessas
células, resultando em uma diminuigdo dos danos ao DNA (Bolognesi & Fenech, 2013;
Gomez-meda et al., 2016; Zelenka; KoncoSova; Ruml, 2018; Bamia, 2019; Fenech et al
2020).

Individuos com pré-diabetes apresentaram alguns fatores de risco elevados, como
resisténcia a insulina. Por outro lado, os individuos com DM2 tendem a ter fatores de risco
mais elevados e desregulados, como hiperglicemia persistente, dislipidemia e inflamagao

cronica. Ja os individuos do grupo controle geralmente possuem niveis mais baixos
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desses fatores de risco (Health Organization, 2006; American Diabetes Association, 2020;
Junior et al., 2022). Ao observar todos os grupos, considerando sé aqueles que realizam
atividades fisica, essa classificacdo de risco de danos ao DNA procede, seguindo que o
grupo DM2 com atividade fisica apresenta a maior média (5,45 = 0,72), seguindo pelo
grupo pré-DM2 com atividade fisica (0,6 + 0,4) sendo o grupo controle com atividade
fisica no qual apresenta a menor média (0,307 £ 0,17). No qual inclusive mesmo
comparando o grupo DM2 sem atividade fisica com controle sem atividade fisica (p =
0.0124), a comparagao apresentou diferengas significativas, com os niveis de micronucleo
em mucosa mais elevados no grupo DM2 (6,083 + 0,65) comparados aos controles (0,416
+ 0,14). Isso indica que, além de nao praticar atividade fisica, a condicdo de DM2 esta
associada a um aumento substancial nos danos ao DNA (Health Organization, 2006;
American Diabetes Association, 2020; Donath & Shoelson 2011).

Nesse estudo os resultados trouxeram também que dentre o total de individuos, 23
se classificaram como fumantes ou ex-fumantes, 12 (27.91%) realizam atividade fisica e
11 (31.43%) nao realizam atividade fisica regular. No entanto, apenas um individuo de
fato fumava e era do grupo diabéticos que n&o realizava atividade fisica, enquanto os
outros individuos eram ex-fumantes. Observou-se que a maioria faz parte do grupo de
DM2, com 6 (28.57%) individuos que realizam atividade fisica, e 7 (50%) que néo
realizam atividade fisica (Tabela 2). Estudos indicam o desenvolvimento do DM2 pode ser
uma outra potencial consequéncia do tabagismo, além do crescente risco de doencga
cardiovascular (Gunton et al., 2002; Maddatu; Anderson-Baucum; Evans-Molina, 2017).
Observagdes que podem também serem consideradas visto que ha também associagao
entre maior frequéncia de micronucleo em fumantes, todavia a literatura traz que a
duragdo do tabagismo pode agravar a frequéncia de micronucleo, e considerando ser a
maioria ex-fumantes pode n&o ter ocorrido grande impacto, mas que deve ser mais
investigado (Naderi; Farhad; Sarshar, 2012; Cruz et al., 2021).

A anadlise de micronucleos em eritrocitos revelou uma diferenga significativa entre
os grupos de DM2, pré-DM2 e controle, com e sem atividade fisica (KW=21,45;
p=0.0001). O grupo controle ndo apresentou presenga de micronucleo em eritrécitos (0
0), enquanto o grupo DM2 sem atividade fisica teve a média mais alta de micronucleo em
eritrocitos (3,583 + 0,46), indicando maior instabilidade genémica. Comparativamente, o
grupo DM2 que pratica atividade fisica apresentou uma média ligeiramente menor de
micronucleo em eritrocitos (3,333 + 0,65), sugerindo que a atividade fisica pode atenuar,

mas nao eliminar, a instabilidade gendmica associada ao DM2.
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Ni e colaboradores (2023) indicam que a atividade fisica pode reduzir a
peroxidagao lipidica nas membranas celulares dos eritrécitos, preservando sua
integridade e diminuindo a formagao de radicais livres. No entanto, mesmo com esses
beneficios, os danos ao DNA ja presentes nos eritrocitos podem persistir devido a sua
estabilidade e a menor taxa de renovagao. Assim, a redug¢ao na peroxidacao lipidica pode
nao ser suficiente para eliminar completamente os danos ao DNA acumulados (Giraud et
al., 1984). Conforme nossos resultados, o grupo pré-DM2 que pratica atividade fisica teve
uma média mais alta de micronucleo em eritrécitos (1,42 + 0,48) comparado ao grupo pre-
DM2 que né&o pratica atividade fisica (1 + 0,48) (Figura 11). Embora isso pareca
contraintuitivo, pode ser explicado pela adaptagdo inicial a atividade fisica, onde o
aumento temporario do estresse oxidativo pode ocorrer antes que 0s mecanismos
antioxidantes sejam plenamente induzidos (Siu et al., 2011), algo que n&o foi
acompanhado em nossos estudos.

Esses achados séo consistentes com a ideia de que a atividade fisica regular pode
conferir resisténcia ao dano ao DNA, mas que os efeitos podem variar dependendo do
estado de saude inicial dos individuos e do tempo de adaptagéo a atividade fisica. Assim,
nossos resultados sugerem que a pratica de atividade fisica pode ter um papel modulador
importante na estabilidade gendmica, especialmente em individuos com DM2 e pré-DM2.

Diferenca significativa entre os grupos na média de micronucleos em linfocitos
binucleados entre os grupos de DM2, pré-DM2 e controle, com e sem atividade fisica
foram observados (KW=15,11, p=0.0098). Considerando-se os grupos DM2, pré-DM2 e
controle sem distingdo de atividade fisica, pode-se notar que a detecgdo € de maiores
médias de micronucleos em linfécitos binucleados nos grupos DM2. Quando analisado o
grupo DM2 com atividade fisica (2,27 + 0,28) e controle com atividade fisica (0 + 0), o
grupo controle apresentou média nula para a presenga de MN com significancia de
(p=0,00059). O grupo controle também mostrou a média mais baixa quando comparado
com o grupo pre-DM2, seguindo com o grupo DM2, com a média mais alta dentre os
grupos (Figura 13).

No entanto, os grupos de DM2 com atividade fisica apresentaram médias mais
altas de micronucleos (2,27 = 0,28), comparados aos DM2 sem atividade fisica (1,53 *
0,36), sugerindo que a atividade fisica pode nao ser suficiente para reduzir os danos ao
DNA nesses tipos de células. Esses achados podem ser contextualizados pela literatura
existente sobre o estresse oxidativo e os efeitos da atividade fisica. Powers e

colaboradores (2011) destacam que o exercicio muscular pode estar associado ao
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estresse oxidativo em humanos, resultando em danos oxidativos as macromoléculas no
sangue e no musculo esquelético.

Além disso, para este grupo (DM2 com atividade fisica) as variacbes no estado de
condicionamento fisico, o uso de medicamentos (quadro 2), as intensidades das
atividades ou quando iniciou a pratica e até mesmo a variagdo genética individual podem
desempenhar papéis importantes na resposta a atividade fisica e nos niveis de danos ao
DNA. Inclusive é possivel que outros fatores predispostos deste grupo podem estar
contribuindo para o aumento dos danos, como a obesidade, dislipidemia e a saude
hepatica, que também foram constatadas neste estudo (quadro 3). Esses fatores podem
agravar o estresse oxidativo e reduzir a capacidade de reparo do DNA (Srivastava, et al.
2013; Franzke; Schwingshackl; Wagner, 2020; Zhang, et al. 2024).

Nosso estudo corrobora os dados de que a atividade fisica podem n&o ser
suficientes para reduzir os danos ao DNA em linfécitos de individuos com DM2,
especialmente em um contexto de hiperglicemia cronica, que ja predispde os individuos a
maior estresse oxidativo resultando em danos ao DNA que ndao sdo completamente
solucionados pela atividade e embora o atividade fisica regular possa ter efeitos benéficos
antioxidantes, a magnitude desses efeitos pode variar (Sprent & Tough, 1994; Streffer et
al., 1998; Goto et al., 2007; Siu et al., 2011; Fenech et al., 2020; Kirsch-Volders et al. 2020).

A distingao clara entre os grupos (DM2, pré-DM e controle) através da analise de
micronucleos destaca a potencial utilidade deste biomarcador para avaliar o dano ao DNA
em diferentes estados metabdlicos. Mas os estudos verificando o impacto da atividade
fisica frente aos linfocitos devem ser ainda mais explorados, visto que ainda ha muitas
lacunas nas quais calcule os EROs produzidos através da atividade fisica e seu
contrabalancos (Goto et al., 2007; Powers; Nelson; Hudson, 2011).

Portanto, nossos resultados ressaltam a complexidade da resposta celular a
atividade fisica em diferentes contextos metabdlicos e a evidéncia de que é possivel
distinguir os grupos (DM2, pré-DM e controle) através da analise de micronucleo
demonstrada pelos dados deste estudo.

O mesmo ocorre nos resultados do teste de fragmentagcdo do DNA, evidenciados
pela cauda do teste do cometa, que indicaram uma significancia estatistica para o fator
grupo (F (2,40) = 15,44, p < 0,0001), sugerindo que ha diferencas notaveis na
fragmentagao do DNA entre os grupos estudados (DM2, pré-diabetes e controle).

Ainda, a interacdo significativa entre grupo e atividade fisica (F (2,40) = 3,46, p =

0,0411) indica que a nivel de pratica de atividade fisica modula o efeito do estado
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glicémico na fragmentagdo do DNA. No entanto, a atividade fisica isoladamente nao foi
significativa (F (1,40) = 0,0658, p = 0,7988), sugerindo que a simples pratica de atividade
fisica, sem considerar o status glicémico, nao é suficiente para alterar significativamente a
fragmentagao do DNA.

Esses achados sugerem que o controle glicémico eficaz, junto com a gestdo de
outras variaveis que causam desordens metabdlicas, € crucial para minimizar o dano ao
DNA (Lorenzo et al., 2013; Collins et al., 2023).

5.4 Limitagoes do estudo

Apesar dos achados relevantes deste estudo, algumas limitagdes observadas ao
longo da pesquisa devem ser consideradas. A coleta de material biolégico em humanos
frequentemente enfrenta dificuldades logisticas e variagdes individuais que ndo podem
ser controladas. Portanto, houve desafios para recrutar individuos totalmente
comprometidos com todas as etapas necessarias, que exigiam tempo e disponibilidade.
Além disso, devido a variabilidade nas condigdes de saude dos participantes, algumas
analises nao puderam ser mensuradas adequadamente e, por isso, foram excluidas.

Encontrar individuos saudaveis para compor o grupo controle também foi um
desafio, pois geralmente este grupo nao frequenta os centros de saude, nossos principais
pontos de recrutamento de voluntarios. Outro ponto a ser considerado € que buscamos
realizar testes viaveis dentro do contexto da atencdo primaria a saude, simulando a
realidade desse cenario. Por essa razao, alguns exames que poderiam ter nos auxiliado a
identificar varidncias com maior precisdo, como a hemoglobina glicada e a teste de
bioimpedancia para analise da composi¢cao corporal nao foram realizados, o que pode ter
impactado os resultados.

Por fim, embora as técnicas menos onerosas tenham mostrado uma relacao
significativa entre atividade fisica e danos ao DNA, é necessario contar com profissionais
capacitados para realizar as analises microscopicas, definindo rigorosamente os
parametros exigidos. A analise dos linfécitos binucleados foi particularmente desafiadora,
pois a condicdo de saude dos participantes pode interferir na eficacia da técnica,

resultando na exclusdo de amostras que nao apresentavam resultados confiaveis.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Por ser uma doenca multifatorial, além dos fatores genéticos envolvidos, € comum
que individuos apresentem DMZ2 posteriormente ao ganho de peso, cujo
desencadeamento se da por meio de sedentarismo e dieta hipercaldrica (Kumar, 2010;
Chatterjee; Khunti; Davies, 2017; Rodacki et al., 2023; 2024). Assim, individuos com
obesidade e DM2 podem apresentar alteragbes no metabolismo lipidico e funcao
hepatica, os quais podem ser mensurados por diversos marcadores bioquimicos, que
incluem triglicerideos, colesterol de lipoproteina de alta densidade, fosfatase alcalina,
aspartato aminotransferase e alanina aminotransferase. A andlise desses biomarcadores
€ essencial para o monitoramento e tratamento da doenca, fornecendo insights sobre a
saude metabdlica dos pacientes (Albrink & Man, 1958; Senior, 2012; Farbstein & Levy,
2012; Guerrero-Romero, 2013; Srivastava 2013; Srivastava, 2018; Babic, et al, 2019;
Nichols, 2019; Son; Ha; Lee, 2021; Xie W et al 2022). Neste contexto, é importante que
clinicamente haja indicacdo de redugdo do indice de massa corporal, com dieta
equilibrada e atividade fisica regular, o que pode ajudar a prevenir condigbes associadas
a niveis altos de triglicerideos, prevenindo complicagdes metabdlicas e cardiovasculares
(Large e Arner,1998; Guilherme et al., 2008; Global BMI Mortality Collaboration et al.,
2016; Sancar, 2022; Yang et al., 2024).

Essas evidencias destacam a importédncia de uma abordagem multifatorial na
avaliagao de riscos e danos em individuos com DM2. A correlagao entre danos ao DNA e
marcadores hepaticos e lipidicos sugere que o figado e o metabolismo lipidico
desempenham papéis cruciais na manutencado da integridade gendémica em individuos
com DM2.

Ainda, todos os marcadores genotéxicos mostraram diferengas entre os grupos
analisados, podendo ser consideradas valiosas ferramentas na prevengao, rastreio,
acompanhamento e progressao de diabetes mellitus tipo 2. O teste de micronucleos em
linfocitos binucleados e o ensaio cometa ndo apresentaram provavel sensibilidade a
atividade fisica e sao técnicas mais caras e dificeis de serem empregadas na pratica.

Contudo, quando pensado no contexto da atencéo basica a saude, os resultados
da técnica de analise da frequéncia micronucleo de mucosa oral e de eritrocitos que
apresentaram diferencias significativas entre os individuos que praticam atividade fisica
dos sedentarios, e por serem técnicas mais simples, pouco onerosas, rapidas e que nao

necessitam de estrutura laboratorial refinada, poderiam ser utilizadas complementarmente
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como um preditor de saude na atengao primaria a saude. Para tal, seria necessario um
profissional capacitado para coleta das células, confecgao e analise das laminas.

Além disso, alinhando-se as orientagdes dos nucleos de saude, que reforgam os
beneficios da pratica de atividade fisica no cuidado de individuos com DM2, os resultados
deste estudo mostraram que aqueles com DM2 e pré-diabetes que nao praticam atividade
fisica regularmente apresentam maior instabilidade gendémica. No entanto essa
instabilidade pode variar conforme o tipo celular analisado e a condigdo de saude inicial
dos grupos. Ainda que, mesmo com a pratica de atividade fisica, o grupo diabético
apresenta mais danos genéticos do que individuos saudaveis, o que destaca a
complexidade dos fatores envolvidos.

Esses achados fornecem uma visdo abrangente da inter-relacdo entre atividade
fisica, danos genéticos, marcadores bioquimicos e o risco de diabetes, destacando a
importancia de um monitoramento continuo e de estratégias preventivas para a saude

metabdlica.
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organismo de uma pessoa, bem como o fato de fazer exercicio fisico e ter uma dieta mais
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exames, vamos fazer uma raspagem suave em sua bochecha com uma escova descartavel
para obter as células e precisaremos retirar 5ml de sangue de uma veia do seu brago. A
raspagem das células da sua boca é rapida e ndo causa dor, mas vocé podera sentir um
pouco de desconforto por ter de ficar aproximadamente trés segundos com a boca aberta.
O local da pungao pode apresentar leve dor ou inchaco que regride espontaneamente. Para
evitar esses desconfortos, as coletas serao feitas em ambiente calmo e por um profissional
experiente, na Associacao de Diabéticos de Foz do Iguacu (ADIFI) ou na Universidade
Federal da Integracdo Latino Americana (UNILA). O material coletado sera utilizado para
analises celulares e de DNA no laboratorio de pesquisa em Ciéncias Médicas da UNILA. O
material ficara estocado em freezer por tempo indeterminado e nao sera disponibilizado para
outras pesquisas sem sua prévia autorizagao.

Se ocorrer algum transtorno, decorrente de sua participacao em qualquer etapa desta
pesquisa, nds pesquisadores, providenciaremos acompanhamento e a assisténcia imediata,
integral e gratuita. Havendo a ocorréncia de danos, previstos ou nao, mas decorrentes de
sua participagdo nesta pesquisa, cabera a vocé, na forma da Lei, o direito de solicitar a
respectiva indenizagdo. Também vocé podera a qualguer momento desistir de participar da
pesquisa sem qualquer prejuizo. Para que isso ocorra, basta informar, por qualguer modo
qgue lhe seja possivel, que deseja deixar de participar da pesquisa e qualquer informacao
que tenha prestado sera retirada do conjunto dos dados que serao utilizados na avaliacao
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transporte para o local da pesquisa.
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pesquisa.
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Caso vocé tenha duvidas e se sentir desconfortavel em procurar o pesquisador, vocé
podera procurar pessoalmente o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
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documento.
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Assinatura:
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Assinatura do pesquisador:

Foz do Iguagu, de de 20 .

110



111

Anexo C — Questionario Finrisk Diabetes Association com adaptagoes

ANALISE DA INSTABILIDADE DO DNA EM PORTADORES DE DIABETES TIPO 2

Questionario Finrisk da Finnish Diabetes Association com adaptacoes

Nome:
Idade: anos

Sexo bioldgico: () Masculino () Feminino ( ) Prefiro ndo declarar.
Altura: m Peso: Kg

Vocé se declara:
( )Branco ( )Negro ( )Asiatco ( )Pardo ( )Indigena
( ) Prefiro nao declarar

Vocé realiza atividade fisica regularmente?

() Mais de 30 minutos por dia ou mais de 4 horas por semana
() Menos de 30 minutos por dia ou menos de 4 horas por semana
() N&o realizo.

Habitos de vida
Vocé é vegetariano ou vegano? ( )sim( ) nao

Vocé consome diariamente vegetais, frutas, legumes ou gréos? ( )sim( )néo
Vocé consome diariamente proteina? () sim ( )nao

Vocé consome diariamente frituras, salgados ou carnes gordas (incluindo frango
com pele)? ( )sim ( )néo

Vocé fuma?

( ) Nao, nunca fumei

( ) Fumava, mas parei

( ) Fumo 1 a 10 cigarros por dia

( ) Fumo mais que 10 cigarros por dia

Com que frequéncia consome bebidas que contém alcool?
( ) nunca

( ) uma vez por més ou menos

( ) duas a quatro vezes por més

( ) duas a trés vezes por semanas

( ) quatro ou mais vezes por semana

Quando bebe, quantas bebidas contendo alcool consome num dia normal?
) uma ou duas

) trés ou quatro

) cinco ou seis

) de sete a nove

) dez ou mais

) ndo bebo

A~~~ e~~~
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ANALISE DA INSTABILIDADE DO DNA EM PORTADORES DE DIABETES TIPO 2

Questionario Finrisk da Finnish Diabetes Association com adaptacoes

Vocé faz uso de suplementacédo alimentar? Se sim, qual (is)?
( )Sim. ( )Nao

Se homem: Alguma vez vocé teve alteracdo do seu nivel de glicose?
( )sim( )nao

Se mulher: Alguma vez vocé teve alteracdo do seu nivel de glicose ou diabetes
durante a gravidez, ou filhos com mais de 4 quilos?
( )sim( )nado

Vocé tem presséo alta ou toma remédios para controla-la?

( )Sim ( )Nao
Vocé tem parentes em primeiro grau (pais ou irm&os e filhos) com diabetes?
( )Sim ( )Pais ()Irmdos ( ) Filhos

( ) Néo

Vocé tem parentes em segundo grau (tios, tias, avos e primos em primeiro grau) com
diabetes?

( )Sim

() Tio(s), tia (s)

( )Avos

( )Primos em 1° grau
( ) Néo

Vocé toma algum medicamento de uso continuo? Se sim, qual (is)?
( )Sim
( ) Nao

Para os diabéticos e pré-diabéticos
O que vocé tem?

() Pré-diabetes

() Diabetes tipo 1

() Diabetes tipo 2

() Outro tipo

() Né&o sei informar

Com que idade vocé foi diagnosticado diabético ou pré-diabético? anos
Vocé faz uso de medicamentos para reduzir a glicemia?

( ) Sim
( ) Nao

Quanto tempo vocé faz uso de medicamento para reduzir a glicemia?
anos.
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