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“Todos, em qualquer idade, tém talentos ndo completamente
desenvolvidos. Mesmo aqueles que alcancaram o topo de
suas profissdes ndo estdo imunes a isto... Ter talento nado é o
suficiente. Nao é suficiente dedicar-se com afinco e estudar
noite adentro. Vocé tem de se tornar um profundo
conhecedor dos métodos que utiliza para tomar suas
decisdes... O constante esforco vale a pena, ainda que nem

sempre de forma imediata e tangivel”.

Garry Kasparov, How life imitates chess
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RESUMO

INTRODUCAO: Obesidade e diabetes tipo 2 (DM 2) sdo um crescente problema de satide. O
fator de transcrigdo 7-like 2 (TCF7L2) é o gene mais associado ao DM 2 e sua potencial
associagdo com a obesidade tem sido aventada em estudos recentes. OBJETIVO: O objetivo
deste estudo foi avaliar os efeitos do tratamento cirargico da obesidade na expressdao do
TCL7F2 e suas associacbes com o indice de massa corporea (IMC) e o DM 2.
METODOLOGIA: Foi realizado um estudo tipo coorte, amostras de sangue periférico de 26
pacientes portadores de obesidade foram colhidas antes da cirurgia bariatrica e ap6s um ano
de seguimento, foi extraido RNA das amostras por sistema automatizado QIAsymphony®
(QIAGEN®), Realizou-se PCR em tempo real, utilizando reagentes SYBR® Green PCR Kit
(QIAGEN®) através do RotorGene Q® (QIAGEN®). As varidveis categdricas foram
avaliadas utilizando o teste do qui-quadrado com a correcdo de Fisher quando necessario e as
varidveis continuas com o teste t-student, modelos de regresséo linear foram criados para
avaliar a relacdo do IMC com a expressdo genética. Apenas associacdes com p-valor < 0,05
foram consideradas significativas. RESULTADOS: a expressao genética do TCF7L2 apos a
cirurgia bariatrica ndo se alterou na populacdo como um todo (p-valor= 0,38), contudo, nos
pacientes diabéticos, houve reducdo significativa (27%, p-valor= 0,021). Houve tendéncia a
diferenga (p-valor 0,051) entre a proporcao de pacientes diabéticos que apresentaram alguma
reducdo da expressdo (81,88%) em relacdo aos ndo diabéticos (40%). A expressdo pré-
operatdria dos pacientes diabéticos foi significativamente maior em relacdo aos nao diabéticos
(p-valor= 0,042). Houve correlacdo positiva entre IMC e os valores do dCt (delta cycle
threshold) do TCF7L2 antes e apds a cirurgia bariatrica (p-valor= 0,037 e 0,007
respectivamente), ou seja, quanto maior o IMC do paciente menor a expressdo do gene.
Houve correlacdo positiva estatisticamente significativa entre a reducdo de IMC e a expressao
do TCF7L2 (p-valor= 0,027), ou seja, quanto maior a reducdo de IMC maior o aumento de
expressdo genética comparada com os valores pré-operatorios. CONCLUSAO: A expressio
do TCF7L2 um ano apds a cirurgia bariatrica ndo se alterou na populacdo estudada, apenas
nos pacientes diabéticos mostrou-se uma reducdo estatisticamente significativa. A expressdo
do TCF7L2 foi significativamente maior no grupo diabético antes da cirurgia bariatrica.
Houve correlacdo positiva entre os valores do dCt do TCF7L2 e o IMC tanto no pré quanto no
pos-operatorio. A reducdo de IMC foi significativamente associada a aumento da expressao
do TCF7L2.

PALAVRAS-CHAVE: Cirurgia bariatrica. Diabetes mellitus tipo 2. Derivacao gastrica.
Expressao génica. Genébmica. TCF7L2.
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ABSTRACT
Evaluation of TCF7L2 expression after bariatric surgery

INTRODUCTION: obesity and type 2 diabetes (DM 2) are an increasing healthcare problem.
The transcription fator 7-like 2 (TCF7L2) is the gene most associated with DM 2 and its
potencial association with obesity has been reported in recent studies. OBJECTIVE: The
objective of this study was to assess the effects of the surgical treatment of obesity in TCF7L2
expression and its possible associations with body mass index (BMI) and DM 2.
METODOLOGY: a cohort study was conducted, peripheral blood samples were collected
from 26 obese patients before bariatric surgery and after one year of follow-up, the RNA was
extracted from blood samples using an automated system, QIAsymphony® (QIAGEN®).
cDNA was synthesized using reverse transcriptase and, posteriorly, Real-time PCR was done,
using SYBR® Green PCR Kit (QIAGEN®) reagents by means of RotorGene Q®
(QIAGEN®). Categorical variables were analyzed with chi-square with Fisher adjustment
whem needed and the continuous variables were analyzed with t-student’s test, linear
regression models were created to assess the relation of BMI with genetic expression. Only
associations with a p-value < 0,05 were considered significant. RESULTS: TCF7L2 genetic
expression did not change for the entire group after bariatric surgery (p-valor= 0,38),
however, in the diabetic patients, there was a significant decrease (27%, p-value= 0,021).
There was a trend toward difference (p-value 0,051) between the proportion of diabetic
patients that had some decrease in the genetic expression (81,88%) whem compared with the
non-diabetic ones (40%). Preoperative genetic expression of the diabetic patientes was
significantly higher whem compared to the non-diabetic ones (p-value= 0,042). There was a
positive correlation between BMI and the dCt (delta cycle threshold) values of TCF7L2 in
both, the pre and postoperative periods (p-value= 0,037 e 0,007 respectively), in other words,
the higher the BMI of the patients, the lower gene expression. There was a statistically
significant positive correlation between BMI loss and TCF7L2 genetic expression (p-value=
0,027), in other words, the higher the BMI loss, the higher gene expression compared to the
preoperative levels. CONCLUSION: The TCF7L2 expression one year after surgery didn’t
change for the entire group, only in the diabetic patients there was a statistically significant
decrease. TCF7L2 expression was significantly higher in diabetic patients before bariatric
surgery. There was a positive correlation between BMI and the dCt values of TCF7L2 in
both, the pre and postoperative periods. The BMI loss was significantly associated with
increase in TCF7L2 expression.

KEYWORDS: Bariatric surgery. Diabetes mellitus, type 2. Gastric bypass. Gene
expression. Genomics. TCF7L2.
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1.INTRODUCAO

A obesidade e o diabetes sdo problemas de salde publica, com crescimento importante
nos ultimos anos e com tendéncia a aumento nas préximas décadas. O TCF7L2 é o gene
mais associado ao diabetes em varias popula¢des. Ha controveérsias quanto ao possivel efeito
modulador da obesidade na expressao do gene, o presente estudo teve como objetivo avaliar
a expressao sérica do TCF7L2 antes e um ano ap0s a cirurgia bariatrica, analisando

particularmente o papel da obesidade e do diabetes como potenciais moduladores da mesma.

1.1 Apresentagdo do problema

A obesidade € considerada um problema de saude publica, com estimativas de que tenha
dobrado sua incidéncia nos Gltimos 20 anos, com cerca de 300 milhdes de pessoas obesas em
todo o mundo no inicio da década passada ). Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) estimam que 50% da populacao brasileira estavam acima do peso ideal, ou
seja, com indice de massa corpérea (IMC) > 25 Kg/m? em 2008, sendo que uma em cada trés
criancas de 5 a 9 anos estava acima do peso. Nos adolescentes (10-19 anos) a incidéncia de
excesso de peso aumentou seis vezes em um periodo de 34 anos, sendo mais evidente na zona
urbana e nos individuos com maior renda familiar. Nesse mesmo periodo de tempo a
incidéncia de excesso de peso em adultos praticamente triplicou, sendo observado aumento

em todas as regides do Pais e em todos os estratos de renda ?.

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define obesidade através do IMC. O mesmo é
calculado dividindo o peso corporal (Kg) pela altura, em metros elevado ao quadrado (m?),
sendo considerada obesidade um IMC maior ou igual a 30 Kg/m?. A obesidade esté& associada
a morbidade significativa, como diabetes mellitus tipo 2 (DM 2), apnéia do sono,
dislipidemia, acidente vascular cerebral, coronariopatia, hipertensdo arterial sisttmica e uma

variedade de doencas neoplasicas™®.

O DM 2 é uma doenga cronica multifatorial, sendo um de seus fatores de risco a
obesidade, e que, em decorréncia disto, vém crescendo mundialmente de forma epidémica.

Estima-se que 5,8% dos brasileiros tenham diagndstico de diabetes, sendo que mais de 20%
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da populacdo pernambucana acima dos 65 anos ja tinham diagndstico da doenca em 2009®.
Considerando que os numeros referidos acima sdo dados de morbidade autoreferida pode-se
inferir que 0s numeros reais sejam ainda maiores, com inquérito de 2002 mostrando valores

em torno de 7%,

O fator de transcri¢do 7-like 2 (TCF7L2) pertence a uma familia de genes que funciona
como regulador da transcricdo de varios processos do desenvolvimento embriol6gico e
exercem, também, seus efeitos em varias linhagens celulares e 6rgdos do individuo adulto®.
Seu produto € um grupo de alta mobilidade (HMG, do inglés High Mobility Group) que
contém fatores de transcricdo envolvidos na homeostase da glicose no sangue, atuando por
meio da via de sinalizagdo Wnt®. Demonstrou-se uma forte associacdo entre os
polimorfismos do gene TCF7L2 e o risco de DM 2, atribuindo um risco populacional de DM
associado ao TCF7L2 de 21% .

1.2 Justificativa do estudo

Em estudo pioneiro, Hindle et al estudaram a expressdo do TCF7L2 em pacientes obesos
morbidos submetidos a cirurgia bariatrica, analisando sua relagdo com o IMC na populacdo
estudada e, posteriormente, nos subgrupos de pacientes de acordo com a presencga ou ndo de
DM 2. Usando um modelo de regressdo linear, mostraram que, nos individuos diabéticos,
havia correlacdo negativa entre IMC e expressdao genética normalizada do TCF7L2 enquanto
que nos individuos ndo diabéticos tal relacdo foi oposta, com aumento a medida que o0s

individuos apresentassem maior IMC ©.

Tal estudo levanta vérios questionamentos a respeito do papel da alteragdo da expressao
genética do TCF7L2 na resolucdo da obesidade e do diabetes observadas ap6s a cirurgia
bariatrica, assim como qual a possivel relacdo entre a expressao genética e o IMC e se a

mesma pode ser influenciada pela presenca ou ndo do DM 2.

Enquanto politicas de saude publica estdo sendo implementadas com o objetivo de
controlar as causas basicas da obesidade e do DM 2 (relacionados a nutri¢do, sedentarismo e
habitos sociais) existe, em paralelo, uma necessidade de melhor compreensdo dos processos
biolégicos relacionados as mesmas com o objetivo de desenvolver novas abordagens

(cirargicas e medicamentos) de prevencéo e tratamento.
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No presente estudo iremos avaliar de forma prospectiva 0 comportamento da expressao

genética do TCF7L2 antes e apds a cirurgia bariatrica.

1.3 Objetivos:

1.3.1 Geral

Avaliar a expressdo do TCL7F2 antes e ap6s o tratamento cirurgico da obesidade moérbida.
1.3.2 Especificos

Quantificar a expressdo do TCF7L2 em duas fases: antes e um ano ap0s a cirurgia bariatrica.

Verificar a correlagdo entre a perda ponderal e a expressao do TCF7L2 um ano apos a cirurgia

bariatrica.

Verificar a correlacdo entre IMC e expressdo genética entre 0s grupos de pacientes diabéticos

e ndo diabéticos antes e apos a cirurgia.
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2.REVISAO DA LITERATURA

Foi realizada revisdo da literatura pertinente ao tema nas bases de dados PUBMED,
CENTRAL e LILACS, os artigos considerados relevantes foram analisados individualmente
pelo autor, excluindo-se aqueles menos relevantes a presente pesquisa. Os textos assim
selecionados foram avaliados na integra, inclusive buscando em suas referéncias outros

potenciais artigos relevantes.
2.1 Epidemiologia e fisiopatologia do DM 2

Em 2011 cerca de 366 milhGes de pessoas no mundo tinham diabetes e estima-se que tais
nlmeros possam alcancar 552 milhdes até 2030. A fisiopatologia do DM 2 é complexa,
sendo que a alteracdo no balanco entre a sensibilidade periférica a insulina e a secrecdo da
mesma parece ser o fator mais importante no desenvolvimento da doenca. Observa-se uma
queda gradual e progressiva da fungdo das células beta pancreaticas ante uma resisténcia

insulinica elevada persistente 9.

A resisténcia insulinica, por sua vez, é largamente influenciada pela obesidade, contudo
ndo é o grau da mesma e sim a sua distribuicdo corporal o fator mais importante: uma
combinacdo de alto contetdo lipidico intramiocelular, aumento da gordura visceral, reducao
da gordura subcutanea e esteatose hepética estdo associadas a aumento da resisténcia

insulinica e consequente desenvolvimento de DM 2 M.

O tratamento clinico € complexo e com eficacia ainda longe do ideal, nos Estados Unidos,
por exemplo, apenas 50% dos pacientes diabéticos alcancaram niveis de hemoglobina glicada
inferiores a 7% com o tratamento clinico recomendado pela ADA, sendo observada uma

baixa aderéncia as intervencdes nutricionais e de estilo de vida 2.

2.2 Cirurgia bariatrica e DM 2

Uma metanalise publicada em 2004 evidenciou que a cirurgia bariatrica conseguiu
promover a remissdo do DM 2, em média, em 76,8% dos pacientes, variando de acordo com o
tipo de cirurgia realizada (banda gastrica com 47,9%, 83,7% para 0 Bypass gastrico e 98%
para a derivacdo biliopancreatica), o que implica dizer que 0 mecanismo de resolucdo da
doenca € complexo e possivelmente associado a fatores anatémicos, fisioldgicos e alteracdes

moleculares ¥,
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A perda de peso induzida pela cirurgia bariatrica exerce importante papel na resolucao do
DM 2 visto que promove a reducdo da resisténcia insulinica, contudo, bem antes de uma
perda ponderal relevante observa-se uma melhora substancial da sensibilidade a insulina bem
como reducao da necessidade de medicacdes para controle glicémico, com grande percentual

de pacientes com glicemia adequada apenas com dieta nos primeiros dias ap6s a cirurgia .

Estudos posteriores apontam dois principais mecanismos responsaveis por esta resposta
precoce: primeiro 0 aumento da sensibilidade hepatica a insulina induzida, pelo menos em
parte, pela restricdo caldrica presente no pos-operatorio imediato da cirurgia bariatrica e
segundo uma melhora da funcdo das células beta pancreéticas, associada a uma secre¢do
exagerada de glucagon-like peptide-1 (GLP-1) promovida pelo transito intestinal alterado

induzido pela cirurgia ®°.

No bypass gastrico a exclusdo do duodeno e jejuno proximal do transito intestinal (foregut
hip6tese) bem como a chegada precoce de alimentos ao ileo terminal (hindgut hip6tese) estéo
associados a alteracBes hormonais relevantes, dentre as quais o aumento do GLP-1, que é
considerado um dos mecanismos mais importantes associado a resolu¢cdo do DM 2 observado
apos a cirurgia bariatrica . Contudo, de forma inesperada considerando apenas as teorias
acima, os pacientes submetidos a gastrectomia vertical também demonstram aumentos
relevantes do GLP-1. Embora nesta cirurgia ndo haja exclusdo do transito duodenal nem
desvio intestinal promovendo a chegada precoce de alimentos ao ileo, acredita-se que o
esvaziamento gastrico acelerado associado a alteracdes da fisiologia gastrointestinal sejam os

fatores responsaveis por tal aumento 7.

As alteragbes do GLP-1 explicam parcialmente a resolucdo do DM 2, contudo varios
outros hormonios intestinais, bem como alteraces na funcdo das células beta pancreaticas, da
sensibilidade periférica e hepatica a insulina, do metabolismo dos acidos biliares e até mesmo
mudancas na microbiota intestinal sdo fatores possivelmente relacionados a melhora da

doenca apés a cirurgia bariétrica ®©.

2.3 Associacao do TCF7L2 ao DM 2

O TCF7L2 pertence a uma familia de genes que funciona como regulador da transcri¢do
de varios processos do desenvolvimento embrioldgico, exercendo, também, seus efeitos em
varias linhagens celulares e 6rgdos do individuo adulto ®. O gene é composto por 17 éxons e

215.9 quilobases, localizado no brago longo do cromossomo 10 (10925.3), possui dois
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dominios principais: um dominio de ligacdo a catenina (éxon 1) e outro para ligagdo ao
Deoxyribonucleic acid (DNA) pelo HMG-box central (éxons 10 e 11). O produto do gene
TCL7L2 é um HMG que contém fatores de transcricdo envolvidos na homeostase da glicose

no sangue, atuando por meio da via de sinalizagdo Wnt ©.

Em 2006 Grant et al, demonstraram uma forte associacao entre os polimorfismos do gene
TCF7L2 e o risco de DM 2. Avaliando inicialmente uma populacdo islandesa os autores
conseguiram replicar seus achados em uma coorte de dinamarqueses e outra de americanos,

atribuindo um risco populacional de DM 2 associado ao TCF7L2 de 21% .

A associacdo entre os polimorfismos do gene e o DM 2 foi observada posteriormente em
varios outros estudos populacionais ®?® e em metanélise englobando mais de 74 mil
individuos, distribuidos em 36 estudos, que atribuiu um papel ao TCF7L2 em cerca de 20%
de todos os casos ”. Na mesma publicacdo os autores consideram DM 2 como uma doenca
multifatorial, composta por varios subtipos, alguns fortemente associados a fatores ambientais
e outros a fatores geneticos, aventando a possibilidade de interacbes gene-gene e gene-
ambiente como potenciais modificadores do fendtipo do DM 2, sendo a obesidade um

elemento importante a ser avaliado em futuros estudos ",

Dois polimorfismos de Unico nucleotideo (rs12255372 e rs7903146) do TCF7L2 se
mostraram fortemente associados ao DM 2, com um risco relativo de 1,45 e 2,41 para 0s
heterozigotos e homozigotos, respectivamente, para estes alelos. ®® ?®. Em nosso meio um
estudo de coorte observacional num periodo de sete anos, envolvendo 222 individuos nipo-
brasileiros ndo encontrou associacdo entre variantes comuns do TCF7L2 e o surgimento de
intolerancia a glicose “®. No entanto, outro autor encontrou associacdo positiva baseado em

uma amostra maior e mais diversificada da populagéo brasileira %,

2.4 TCF7L2 como regulador da homeostase glicémica

De uma forma geral, aceita-se que os polimorfismos do TCF7L2 n&o sdo fatores de risco
para obesidade, embora 0os mesmos tenham seus efeitos sobre 0 DM 2 modulados pelo
excesso de gordura corporal % 2% 3) Em um dos estudos demonstra-se que nos pacientes
magros a presenca do alelo rs7903146 esteve associada ao surgimento de diabetes enquanto

que nos obesos isto ndo ocorreu %,

O tratamento cirargico da obesidade mostrou-se eficaz no controle da doenca e suas

complicagdes, tendo no DM 2 seu exemplo mais dramatico: a queda nos niveis glicémicos e
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na necessidade de medicacGes hipoglicemiantes € observada poucos dias ap6s a cirurgia. Tal
efeito se mantém no seguimento tardio, sendo que, nos pacientes submetidos a cirurgia
bariatrica, o risco relativo de desenvolver diabetes € reduzido em 30 vezes em relacdo ao

grupo controle de obesos n&o operados ©.

Ainda ndo se sabe quais 0s mecanismos envolvidos nessa associa¢do, ou seja, como
alteracdes do TCF7L2 influenciam a homeostase da glicose no organismo humano, bem como
suas possiveis associacdes com a obesidade e as alteracbes hormonais secundarias a perda
ponderal induzida pela cirurgia bariatrica.

Um estudo sugeriu que o TCF7L2 estivesse diretamente relacionado a regulacdo da

%2 no entanto, trabalho

transcricdo do gene do proglucagon e na producdo do GLP-1 ¢
posterior tornou tal hipotese menos plausivel, visto que a resposta do GLP-1 apds a infusdo de
glicose em portadores da mutacdo do TCF7L2 estava dentro dos limites normais, enquanto
que a secrecdo de insulina encontrava-se reduzida “®. Tal hipétese é corroborada em outro
artigo que evidencia também um aumento na producdo hepética de glicose associada a
mutacdo do TCF7L2%¥ e em um estudo clinico que demonstrou pior resposta hipoglicemiante

as sulfoniluréias no grupo com o alelo de risco presente do TCF7L2 ¥,

Contudo, artigo publicado em 2014, realizando um estudo experimental com células de
ilhotas pancreéticas, demonstrou reducdo de 49% na producdo do messenger Ribonucleic Acid
(MRNA) da proinsulina apds inativacdo do TCF7L2. Tais células geneticamente modificadas
também possuiam menor expressdo do mRNA de enzimas responsaveis pela conversdo da
pro-insulina em insulina, comprometendo de forma significativa a secrecdo insulinica
estimulada pela glicose. O mesmo estudo também evidenciou que o aumento na expressdo do
TCF7L2 nas ilhotas esteve associado a reducdo na expressao da proinsulina, tal resultado,
aparentemente contraditorio, pode ser explicado pela expressdo variavel de isoformas
ativadoras e inibidoras que, tomadas em conjunto, se apresentam como aumento da expressao,
contudo o efeito final do gene serd determinado pela complexa interacdo entre tais

isoformas®,

Ainda em relagdo aos mecanismos de acdo do TCF7L2, Canivel et al propdem que
diferentes padrdes de metilagéo de regides adjacentes ao gene, como 0 promotor do mesmo,
por exemplo, podem exercer efeito em sua expressdo e/ou processamento (splicing), fato, que
poderia explicar parte da variabilidade fenotipica associada aos diversos polimorfismos do

gene ©).
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Aumento da expressdo hepatica de transcritos do TCF7L2 foi observado em individuos
com DM 2 bem como em normoglicémicos com alelo de risco (rs7901346), houve interacéo
entre tais transcritos e proteinas relacionadas a gliconeogénese. Tais alteracdes podem,

portanto, estar implicadas no mecanismo de desenvolvimento da doenca ©”.

O processamento alternativo (alternative splicing) é o fenémeno pelo qual 0 mesmo gene
da origem a vérias transcri¢cdes diferentes, dependendo de qual a combinacdo de éxons que
serdo incorporados no mRNA maduro, estando presente na maioria dos genes humanos. O
TCF7L2, por exemplo, consiste de 18 éxons, sendo alvo de extenso processamento. A
depender dos éxons inseridos a proteina resultante pode ser um forte estimulante ou até
mesmo inibidor da via wnt, de forma que alteracbes no processamento tém o potencial de

modificar o risco de diabetes ©®.

Estudo prospectivo publicado em 2012, comparando a distribuicdo de variantes de mRNA
em tecido adiposo e hepatico antes e um ano ap0s cirurgia bariatrica mostrou que a perda
ponderal esta associada com uma mudanca da distribuicdo destas variantes em ambos 0s
tecidos, e que 0 aumento da expressdo de uma das variantes esteve associada a aumento da
glicemia e dos acidos graxos livres na presenca de hiperinsulinemia, contudo a expressdo
génica total ndo sofreu alteracdes ©®. Tal estudo foi pioneiro ao demonstrar que fatores
ambientais, como a obesidade, podem exercer uma regulagdo importante dos efeitos do
TCF7L2 independentemente do genétipo.

E importante ressaltar novamente que o TCF7L2 se expressa em Varios 6rgdos e tecidos e
que o DM 2 em si € uma complexa doenca da homeostase glicémica, de forma que os
diferentes mecanismos citados acima ndo sdo excludentes, podendo, pelo contrério,

constituirem explicacdes complementares entre si.
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3.CASUISTICA E METODOS

3.1 Local do estudo

Foram analisados pacientes portadores de obesidade morbida, submetidos ao tratamento
cirurgico no Servico de Cirurgia Geral do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE). A analise do material foi realizada no Laboratério de Imunopatologia
Keiso Asami (LIKA).

3.2 Delineamento do estudo

O estudo foi prospectivo e observacional, tipo coorte, com avalia¢do antes do procedimento e
12 meses ap0s a cirurgia baritrica.

3.3 Periodo do estudo

Os pacientes foram avaliados no periodo de Abril de 2013 a Novembro de 2014

3.4 Selecdo dos pacientes

Para o estudo foram selecionados pacientes com indicacdo de tratamento cirdrgico da

obesidade morbida.
3.4.1 Critérios de inclusao
Pacientes submetidos a Derivagéo gastrica em y-de-roux ou gastrectomia vertical.

Faixa etaria entre 18 e 65 anos, de ambos sexos.

3.4.2 Critérios de exclusio
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Gravidez
Antecedente cirdrgico recente (Ultimos trés meses)

Processo inflamatério e/ou infeccioso concomitante

3.5 Procedimentos técnicos

A abordagem do paciente foi realizada pelo pesquisador principal, no ambiente hospitalar
e em carater ambulatorial. A avaliacdo ambulatorial de rotina dos pacientes com indicacao de
tratamento cirdrgico incluiu assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido e
exames pré-operatorios (exames hematoldgicos, bioquimicos, sorolégicos, ultrassonografia de
abdome total, endoscopia digestiva alta) além de avaliacdo de equipe multidisciplinar

(endocrinologia, cardiologia, pneumologia, ortopedia, psicologia, nutricdo, enfermagem).

Preenchimento de questionario especifico em duas fases: pré-operatorio e 12 meses apos a
cirurgia (APENDICE 1).

A coleta de sangue periférico foi realizada por equipe de enfermagem, ou pelos
pesquisadores, procedimento de rotina antes da cirurgia e no seguimento, apds assinatura do
termo de consentimento livre e esclarecido (APENDICE 2) em duas fases: pré-operatorio e
apos 12 meses da cirurgia.

A andlise molecular foi realizada através da extracdo automatizada de Ribonucleic Acid
(RNA) das amostras pelo sistema QIAsymphony® (QIAGEN®), a partir de amostras de
sangue coletadas em tubos PAXgene® (QIAGEN®) que permite estabilizacdo e purificacdo
do material genético, contribuindo para melhor qualidade e quantidade de RNA intracelular,
conservadas a -80°C. As amostras foram quantificadas usando o NanoDrope® (Thermo
Scientific©) com ratio de ~2,0 para avaliar a qualidade da extracdo. Em seguida, foi realizada
RT-PCR (transcriptase reversa Polimerase Chain Reaction) para sintese de complementary
Deoxyribonucleic acid (cDNA) das amostras utilizando o kit comercial QuantiTect Reverse
Transcription Kit® (QIAGEN®). O cDNA obtido foi armazenado a -20°C até o momento da
quantificacdo, também realizada no NanoDrope®, com ratio de ~1,8 para avaliagdo de
pureza. Em seguida, foi realizada uma curva de diluicdo padréo para gPCR (PCR em tempo
real) para o gene TCF7L2 e B-actina (utilizado como housekeeping gene, ou seja, gene
enddgeno de referéncia para normalizar a expressdo). A sequéncia dos primers de TCF7L2
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para gPCR foi: sense — 5’-CACAC TTACC AGCCG ACGTA-3’, antisense — 5’-TCCTG
TCGTG ATTGG GTACA-3". Para B-actina, foi usado o primer Hs_ACTB_1_SG QuantiTect
Primer Assay® (NM_001101) (QIAGEN®). A gPCR foi realizada utilizando Rotor-Gene
SYBR® Green PCR Kit (QIAGEN®) através do RotorGene Q® (QIAGEN®), para volume
final de 25 pL da reagdo (40 ciclos de 95°C por 5 segundos, 60°C por 10 segundos).

Os niveis relativos de expressdo dos genes avaliados durante PCR em tempo real
foram determinados segundo o método do Ct comparativo. Nesse método, para cada amostra
realizada foi obtido o Ct (Threshold cycle, ou ciclo limiar) que € definido como o ciclo onde a
fluorescéncia se encontra acima da baseline (linha de base) e atinge o threshold (limite). Uma
vez que a expressao do gene é analisada em relagcdo ao controle interno (housekeeping gene),
foi entdo calculado o dCt (delta-Ct), ou seja a diferenca entre as médias do Ct de cada amostra
e a media do Ct do controle interno (beta-actina). Posteriormente foi calculado o ddCt (delta-
delta-Ct) que consiste na diferenca do dCt de cada amostra (pds-operatdrio) em relacdo ao dCt
da amostra referéncia (pré-operatério). Para calcular a razdo relativa da abundéncia dos
transcritos de cada gene em relacdo a abundancia de transcritos na amostra de referéncia foi
aplicada a férmula 2-ddCt, que parte do principio de que a cada ciclo da PCR a quantidade de
produto dobra, sendo entdo necessario contemplar que o ganho de cada ciclo (2 vezes) seja
elevado a poténcia do inverso de ddCt.

Com o objetivo de facilitar o entendimento utilizamos os termos dCt para representar a
expressao normalizada do TCF7L2 (dCt) e ddCt como sendo a expressao relativa (calculada
pela forma exponencial 2 elevado a -ddCt). A expressdao normalizada (dCt) representa o
namero de ciclos necessarios para atingir o limiar de deteccdo durante a PCR em tempo real,
portanto quanto maior o seu valor, menor a expressao do TCF7L2.

A expressdo relativa (ddCt) obtida através de uma equacdo exponencial, cujo objetivo
é fazer a quantificacdo relativa da expressdo genética, onde foram avaliados os valores pés-
operatdrios em relacdo aos pré-operatorios. Seu valor, portanto, representa o nimero de vezes
que a expressdao do TCF7L2 no pés-operatério se apresentou em relacdo aos valores pré-
operatérios. O método de célculo, suas derivacdes e assumpgdes foram publicadas em 2001,

sendo utilizadas em varios artigos especializados desde entdo ©?.

Como critério diagndstico de DM 2 consideraram-se os da OMS e ADA: em pacientes
assintomaticos, presencga de hemoglobina glicosilada > 6,5%; glicemia de jejum > 126 mg/dL;
glicemia pés-prandial de 2 horas > 200 mg/dL durante teste oral de tolerancia a glicose, com a

utilizacdo de uma carga de 75 g de glicose anidra em agua. Na presenca de sintomas classicos
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de hiperglicemia, uma afericdo glicémica ao acaso >200 mg/dL € suficiente para o
diagnéstico®.

A técnica cirurgica empregada nos pacientes submetidos ao Bypass gastrico por via
laparotémica ou laparoscopica foi a seguinte: foi realizada a confec¢do da camara gastrica
com a utilizacdo de grampeador linear, criando-se um reservatorio gastrico de capacidade
aproximada de 50 mL. O restante do estbmago, duodeno e jejuno proximal ficam exclusos e
os locais grampeados sdo reforcados com sutura continua para hemostasia. A anastomose
gastrojejunal foi confeccionada a 50-150 cm do angulo de Treitz, formando a alca bilio-
pancredtica. A outra alca que comunica as anastomoses gastrojejunal e jejunojejunal mede
150 cm, sendo denominada alca alimentar. A mesma foi utilizada para realizacdo da
anastomose gastrojejunal pré-colica manual com sutura em dois planos. Nos pacientes
submetidos a gastrectomia vertical, a cirurgia consistiu na confec¢do de uma “manga” gastrica
confeccionada através da ligadura progressiva dos vasos da grande curvatura gastrica proximo
ao estdmago, seguida de seccdo com grampeador linear desde a regido antral até o angulo de
His, o segmento de estdmago remanescente é calibrado com sonda tipo fouchet numero 32

french, sendo realizada sobresutura da linha de grampeamento ao término da cirurgia.
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3.6 Procedimentos analiticos
3.6.1 Calculo do tamanho da amostra

Para a determinacdo do tamanho da amostra, foi utilizada a equacao de célculo de amostra
para duas médias experimentais, dada por:

B (62 +62) (202 + zl_g}z

B (2 —Hl}z

Em que:

Zy» = quartil da normal padrdo (1,96, quando considerado um coeficiente de confianca de
95%);
z@1-p) = quartil da normal padrdo em fungdo do poder do teste (0,84, quando considerado um

poder do teste de 80%);

u, = Estimativa da média da expressao no pré-operatorio (i, = 8,15);

o1= Estimativa da variancia da expressdo no pré-operatorio (3 = 0,80324);
u,= Média esperada da expressdo no pos-operatorio (u,= 8,15);

o3= Variancia esperada da expressdo no pds-operatorio (a3 = 0,80324);

Para determinacdo dos parametros acima realizamos uma analise piloto com 10
pacientes, obtendo desta forma os valores da média e variancia no pré-operatorio, para 0s
valores pds-operatorios consideramos uma variancia semelhante, e uma diferenca minima de
0,7 na média de expressdo, como valor minimo a ser detectado no estudo. Considerando 0s
pardmetros acima, o tamanho amostral foi definido de 26 elementos para cada fase da
pesquisa, totalizando 52 observagdes. Prevendo eventuais perdas optamos pela inclusdo de 30

pacientes.

3.6.2 Expressdo das variaveis
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Os resultados serdo apresentados sob a forma de médias para as variaveis continuas e na
forma de proporg¢des para as variaveis categoricas, calculadas no periodo pré e pos-operatério

e vinculadas as seguintes variaveis:
Variaveis quantitativas:
Demograficas:
Idade expressa em anos.
Antropomeétricas:
Peso expresso em quilogramas (KQ).
Altura expressa em Metros (m).
IMC expresso em quilogramas por metro quadrado (Kg/m?).
Laboratoriais:
Glicemia em jejum expressa em miligrama por decilitro (mg/dL).
Hemoglobina glicosilada expressa em percentual (%).
TCF7L2:

No estudo utilizamos duas formas unidades de avaliacdo da expressdo genética do
TCF7L2: o dCt, representando a expressdo normalizada do TCF7L2 e aferida antes e um ano
apos a cirurgia bariatrica e o ddCt, representando a razdo da expressdo pos-operatdria em

relacdo aos valores prévios (detalhes em procedimentos técnicos).
Variaveis qualitativas:
Presenca ou ndo de diabetes, género (masculino ou feminino)

Grau de obesidade (I — IMC entre 30 e 35, Il — IMC entre 35 e 40, I11- IMC acima de 40),

3.6.3 Testes estatisticos utilizados

Para analise dos dados foi construido um banco de dados na planilha eletrénica Microsoft
Excel, versdo 2007, a qual foi exportada para o software Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS), versdao 18, onde foi realizada a analise. Na avaliagdo dos dados

demogréficos e clinicos dos pacientes avaliados foram calculadas as frequéncias percentuais e
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construidas as respectivas distribuicdes de frequéncia. Na comparacdo das proporcdes
encontradas foi utilizado o teste Qui-quadrado para comparagao de proporgao.

Na Avaliacdo da expressdo relativa do TCF7L2 foram obtidas as estatisticas: minimo,
maximo, media e desvio padrdo. Ainda, foi calculado o intervalo de confianca para a
expressdo genética. A avaliacdo da normalidade do dCt e do ddCt foi feita através do teste
Kolmogorov-smirnov e nos casos em que a normalidade foi indicada aplicou-se o teste t-
student para uma amostra a fim de verificar se houve alteracdo na expressao do grupo
avaliado. Ainda, na comparacdo do dCt entre o grupo diabético e ndo diabético, utilizou-se o
teste t-student para amostras independentes. Apos avaliacdo quantitativa do ddCt foi feita a
categorizacao dos individuos, considerando expressao abaixo de 1 como diminuida e acima de
1 como aumentada. Para avaliar o DM 2 como fator influente no aumento ou reducdo da
expressao aplicou-se o teste Qui-quadrado para independéncia, no caso em que a suposi¢do do

teste ndo foi satisfeita calculou-se o p-valor através do teste de Exato de Fisher.

Na avaliacdo da relagcdo do IMC com a expressdo normalizada (dCt) foi aplicada a teoria
da regressao linear e estimado o modelo de ajuste IMC x Expressdo tanto nos dados do pré
guanto do pos-operatorio. Ainda, foi realizada a andalise de regressdo linear da reducdo de
IMC x ddCt. Em todas as situacdes seré considerada uma probabilidade maxima de erro de
5% para rejeicao da hipétese nula.

3.6.4 Forca da verdade

Foram adotados os seguintes pardmetros: o=0,05 e $=0,20 que, respectivamente, indicam
a ocorréncia do erro tipo I, ou seja, a probabilidade de rejeitar a hipdtese nula (Ho), quando
esta é verdadeira e a ocorréncia do erro tipo Il, ou seja, a probabilidade de ndo rejeitar a

hipdtese nula (Hop), quando esta, na realidade, é falsa.

3.7 Procedimentos éticos

O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa do centro de
ciéncias da saude com numero do parecer 431.576 (ANEXO). Os voluntérios da pesquisa

realizaram a leitura do termo de consentimento livre e esclarecido (APENDICE 2) com
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explicacdo sobre a natureza da pesquisa, beneficios previstos e potenciais riscos que esta
poderia acarretar aos mesmos, sendo incluidos na pesquisa apenas 0Ss pacientes que
concordaram e assinaram os termos. A participacdo do paciente foi permitida apenas através
de assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido, apos explicacdo pelo pesquisador

responsavel, informando a necessidade de coleta sanguinea.

Os dados dos pacientes foram arquivados em pastas individuais com o home do voluntério
da pesquisa, sendo guardadas em um armario ja existente na Enfermaria de Cirurgia Geral do
Hospital das Clinicas. Os mesmos foram mantidos em sigilo, ndo sendo permitida a

divulgacdo com a identificagdo dos pacientes.
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4. RESULTADOS

No periodo de Abril a Outubro de 2013, 30 pacientes foram incluidos no estudo, destes
quatro foram posteriormente excluidos, restando 26 pacientes para anélise. Os motivos de
exclusdo foram os seguintes: um paciente foi a ébito apds a alta, por causas ndo relacionadas
ao procedimento; um houve perda da amostra coletada que, por razbes desconhecidas, nao se
prestou para analise da expressao genética; os outros dois perderam seguimento ambulatorial,

ndo realizando a coleta apds um ano.

Na tabela 1 e nas figuras 1-4 temos a distribuicdo dos dados demograficos e clinico-
laboratoriais dos pacientes avaliados. Através dela verifica-se que a maioria dos pacientes é
do género feminino (92,3%), possui idade de até 40 anos (69,2%), é portadora de obesidade
grau Il (76,9%) e ndo possui diabetes (57,7%). O IMC médio no pré-operatorio foi de 45,19
com desvio-padrdo (Dp) de 6,42. Os pacientes diabéticos tinham niveis médios de
hemoglobina glicada de 6,7% com Dp de 0,9.
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Tabela 1. Dados clinicos e demograficos da populacdo estudada

Fator avaliado N %
Género
Masculino 2 7,7
Feminino 24 92,3
Idade
<40 anos 18 69,2
Maior ou igual a 40 anos 8 30,8
Minimo 22
Maximo 62
Média £ desvio padréo 38,1+10,8
IMC pré-operatoério
Obesidade Grau | 1 3,8
Obesidade Grau I 5 19,2
Obesidade Grau Il 20 76,9
Minimo 33,87
Maximo 57,20
Média + desvio padrao 45,1946,42
Diabetes Mellitus
Sim 11 42,3
Nao 15 57,7
Glicemia
Minimo 68,0
Maximo 263,0
Média * desvio padréo 109,0+43,6
Hemoglobina Glicada
Minimo 5
Maximo 8
Médiaxdesvio padrao 6,7+0,9
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B Masculino ™ Feminino

Figura 1. Distribuicdo dos pacientes segundo o género.

HAte 40 anos  ® Maior do que 40 anos

Figura 2. Distribuicdo dos pacientes segundo a idade.
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B Obesidade Grau I m Obesidade Grau II = Obesidade Grau III

3,8%

Figura 3. Distribuicdo dos pacientes segundo o grau de obesidade.

EPossui DM ®Nio possui DM

Figura 4. Distribuicdo dos pacientes segundo a presenga de DM 2.
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Na tabela 2 temos a analise dos modelos de regressao linear do IMC x dCt. Através
dela verifica-se que no pré-operatério foi encontrada uma correlagdo positiva entre IMC e
expressao genetica (figura 5), ou seja, houve aumento do dCt (reducdo da expressdo genética)
a medida que aumentou o IMC dos pacientes avaliados, sendo encontrada relevancia
estatistica (p=0,037).

O mesmo modelo de andlise foi empregado para avaliar os subgrupos de pacientes
diabéticos e ndo diabéticos, foi encontrada uma relacdo inversamente proporcional entre dCt e
0 IMC no grupo diabético e uma relagdo diretamente proporcional no grupo ndo diabético
(Figura 6), contudo o teste de relevancia desta relacdo ndo foi significativo em ambos 0s

grupos avaliados (p-valor = 0,378 e 0,061, respectivamente).

No pos-operatdrio o0 mesmo modelo de regresséo foi empregado, mostrando resultados
semelhantes aos do pré-operatorio, aumento do dCt conforme os pacientes apresentaram
maior IMC (figura 7). Contudo, ao avaliar os subgrupos de pacientes diabéticos e nédo
diabéticos no pos-operatorio (figura 8), diferentemente do que ocorreu no pré-operatorio
ambos 0s grupos apresentaram relacdo diretamente proporcional entre o dCt e o IMC, sendo

que, apenas no grupo ndo diabético houve significancia estatistica (p=0,039).

Tabela 2. Anélise de regressdo linear: Expressdo do TCF7L2 (dCt) x IMC, no pré
e pobs-operatdrio, na populacdo estudada e nos subgrupos diabéticos e néo
diabéticos.

Momento da Diabéticos Nao diabéticos Geral

coleta B p-valor R? B p-valor R? B p-valor R?

Pré-operatorio | -2,163 0,378 0,087 | 2,243 0,061 0,245 | 2,32 0,037 0,168
Pos-operatério | 3,928 0,164 0,204 | 3,570 0,039 0,288 | 3,81 0,007 0,268
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Na tabela 3 temos a média e desvio padrdo da expressao genética do TCF7L2 (dCt),
avaliando de forma transversal a variagdo da mesma entre os subgrupos diabéticos e néo
diabéticos. Através dela verifica-se que os pacientes diabéticos apresentaram valores de dCt
significativamente menores no pré-operatério, indicando, portanto, uma expressao sérica

aumentada do gene (p-valor = 0,042).

Na tabela 4 temos a média e desvio padrdo da expressdo relativa do TCF7L2 (ddCt)
avaliando de forma longitudinal sua variagdo na populacéo estudada e nos subgrupos. Através
dela verifica-se que, em média, houve um aumento de 16% da expressdo genética do
TCF7L2, considerando todos os pacientes, ap0s um ano da cirurgia, contudo, tal diferenca ndo

foi estatisticamente relevante (p = 0,381).

Ainda na tabela 4, ao avaliarmos o ddCt nos subgrupos de acordo com a presenca ou
ndo de DM 2, percebe-se um aumento medio de 48% (1,48) nos nao diabéticos e uma reducdo
média de 27% (0,73) nos diabéticos ap6s um ano da cirurgia, contudo apenas nos diabéticos
tal variacdo foi estatisticamente significativa (p= 0,021). Percebe-se que o padrdo de variacdo

da expressao foi diferente entre os dois grupos (figura 9), com p-valor= 0,02.

Tabela 3. Comparacédo da expressdo do TCF7L2 (dCt) no pré e pds-operatério de
acordo com a presenca de DM 2.

DM 2 Expressdo genética (dCt)
Pré-operatério P6s-operatdrio
Sim 7,56+0,75 8,21+0,56
Né&o 8,47+1,24 8,38+0,85
p-valor! 0,042 0,574

Ip-valor do teste t-student para comparacdo de média
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Tabela 4. Anélise descritiva e inferencial da expressdo do TCF7L2 (ddCt) na populacéo
e nos subgrupos diabéticos e ndo diabéticos.

Estatisticas S Grupo — Geral
Diabéticos N&o diabéticos

Minimo 0,17 0,15 0,15

Maximo 1,28 3,76 3,76

Media? 0,73 1,48 1,16

Desvio padréo 0,33 1,07 0,91
1C(95%) 0,50-0,95 0,88 — 2,07 0,79 -1,53

p-valort 0,021 0,106 0,381

Ip-valor do teste t-student sobre a hipotese H,: X, = 1 (Se p-valor < 0,05
a expressdo pré-operatoria é diferente ao pos-operatério).
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Figura 9. Comparacdo da variacao da expressdo do TCF7L2 (ddCt)

entre 0s grupos diabético e ndo diabético.
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Na tabela 5 e figura 10 avaliamos os subgrupos de pacientes diabéticos e nédo
diabéticos em relagdo expressdo pds-operatoria do gene desta vez utilizando a mesma como
varidvel categorica, dividimos os paciente em dois subgrupos, aqueles com aumento ou
reducdo na expressdo relativa (ddCt maior ou menor que 1). Na tabela observamos uma
tendéncia a maior proporcdo de pacientes com reducdo da expressao entre os diabéticos em
relacdo aos ndo diabéticos (81,88% versus 40%), valor que muito se aproxima de uma

diferenca estatisticamente significativa (p = 0,051).

Tabela 5. Distribuicdo dos pacientes diabéticos e ndo diabéticos conforme o
aumento ou reducdo na expressdo genética relativa do TCF7L2 (ddCt)

Expresséo

Diabetes p-valor?
Aumentou Diminuiu
Diabético 2 (18,2%) 9 (81,88%) 0.051
N&o diabético 9 (60,0%) 6 (40,0%) ’

Ip-valor do teste Exato de Fisher.

B Aumentou ¥ Diminuiu
p-valor = 0,051
100 - 81,9

%
80 -

40 -

20 -

Diabético Nio diabético

Figura 10. Distribuicdo dos pacientes diabéticos e ndo diabéticos conforme
0 aumento ou redugéo na expressédo do TCF7L2 (ddCt).
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Por fim analisamos a relacdo da reducdo de IMC com a variagdo da expressdo do
TCF7L2 (ddCt), na tabela 6 pode-se observar que os pacientes apresentaram uma perda média
de 13,5 Kg/m2, com os pacientes ndo diabéticos apresentando uma perda ponderal mais

relevante que os nao diabéticos.

Tabela 6. Andlise descritiva da reducdo de IMC na populagéo estudada e nos subgrupos
diabéticos e ndo diabéticos.

Grupo

Estatisticas Diabéticos Nao diabéticos Geral
Minimo 5,25 9,37 5,25
Maximo 17,83 20,59 20,59

Media 10,97 15,38 13,51
Desvio padrédo 3,39 3,25 3,93
1C(95%) 8,69 — 13,25 13,57 - 17,18 11,92 - 15,10

Foi realizado um modelo de regressao linear entre perda do IMC e expressdo relativa
do TCF7L2 (ddCt), conforme observamos na figura 11 houve uma correlagdo positiva entre
uma maior reducdo de IMC e um aumento no ddCt, inclusive relagdo estatisticamente
significativa (p = 0,027). Contudo, ao aplicar modelo de regressdo semelhante para avaliar 0s
subgrupos populacionais diabéticos e ndo diabéticos ndo encontrou-se relacao estatisticamente

relevante (figura 12).
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Figura 11. Anélise de regressao linear da reducdo de IMC x expressdo
do TCF7L2 (ddCt).
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5.DISCUSSAO

O perfil dos pacientes incluidos na pesquisa demonstra uma clara predominancia de
pacientes jovens, femininos e portadores de obesidade grau Il (tabela 1 e figuras 1-3). Por
provaveis questdes soOcio-culturais, tais pacientes costumam procurar tratamento cirdrgico
com maior freqlencia, visto que dados nacionais ndo corroboram tais diferencas na populacao

brasileira @.

Contudo, a grande frequéncia de pacientes diabéticos no estudo (42,3%), pode ser
parcialmente explicada por um aumento da frequéncia do DM 2 na populacao bariatrica em
relacio a média populacional brasileira de 7% . Estudo nacional, usando modelo de
regressao logistica, verificou que pacientes obesos (IMC>30) tinham seis vezes mais chances
de apresentar DM 2 que nado-obesos (IMC<25) %, Contudo, esta prevaléncia elevada também
pode ser atribuida a uma diretriz do servico de cirurgia geral, durante o periodo em que
ocorreu a coleta dos dados, que priorizava 0s pacientes portadores de comorbidades

importantes, dentre elas 0 DM 2.

A relacdo entre IMC e expressao genética no pré-operatdrio expressa pelo dCt (figura 5)
mostrou uma correlagdo positiva, com p-valor = 0,037, indicando um aumento nos valores do
dCt (reducdo da expressao genética) a medida que os pacientes apresentaram maior IMC.
Apbs dividirmos os pacientes em diabéticos e ndo diabéticos, embora com p-valor > 0,05,
percebesse nos gréaficos uma tendéncia divergente, com os diabéticos apresentando tendéncia
a correlacdo negativa, ocorrendo o inverso com o0s pacientes ndo diabéticos (figura 6). Tais
dados estdo em sincronia com os de Hindle et al, que avaliaram a expressdo genética do
TCF7L2 no pré-operatério de pacientes obesos morbidos submetidos a cirurgia bariatrica,
utilizando o dCt como forma de medida da expresséo génica, contudo, em seu trabalho, ndo
foi evidenciada diferenca estatistica na populacdo geral, apenas ao se avaliar os subgrupos
(diabéticos e ndo diabéticos) em relacdo ao dCt ®. As diferencas entre tais resultados e os do
presente estudo podem ser atribuidas ao tamanho amostral ou ao tipo de material analisado:
no trabalho de Hindle et al a expressao foi avaliada a partir de fragmentos de figado e gordura

omental, enquanto que aqui foi utilizado sangue periférico.

Usando a mesma metodologia acima no pos-operatério (figura 7), observamos que a
correlacdo positiva entre dCt e IMC observada no pré-operatorio se manteve semelhante,
também com diferenca estatistica (p = 0,007). Contudo percebe-se uma inversdao na relagéo
entre dCt e IMC nos pacientes diabéticos ap6s a cirurgia (figura 8a), que passaram a
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apresentar o0 mesmo padrdo dos pacientes ndo diabéticos (figura 8b). Nesta analise de
subgrupo a relacdo entre IMC e dCt foi estatisticamente significativa apenas no grupo nédo
diabético (p = 0,039).

Tal achado aventa a hipGtese de que, com o aumento do peso, h& uma tendéncia
fisiologica a redugdo da expressdo genética do TCF7L2, contudo os pacientes diabéticos ndo
seguem este padrdo, inclusive apresentando valores de expressdo pré-operatoria aumentados
(dCt menor) em relacdo aos ndo diabéticos, conforme observado na tabela 3. Tal achado é
intrigante, pois sugere que, em um subgrupo de individuos, o surgimento do DM 2 apoés a
engorda bem como a resolucdo do mesmo apds a perda de peso estejam associados a uma

regulacao inadequada do TCF7L2 ante as varia¢cdes do IMC.

Utilizando o método de analise relativa da expressdo (ddCt), percebesse que ndo houve
alteracdo da mesma apds a cirurgia na populacdo estudada como um todo (tabela 4), contudo
0s pacientes diabéticos apresentaram reducdo estatisticamente significativa em relacdo aos
valores pré-operatérios (p = 0,021). Ao separarmos 0S pacientes em diabéticos e nao
diabéticos observa-se que houve uma distribuicdo heterogénea de alteracGes da expressdo
ap6s um ano da cirurgia: nos pacientes diabéticos a média do ddCt foi de 0,725, enquanto que
nos ndo diabéticos foi de 1,478. Percebesse, entdo, que o subgrupo de pacientes diabéticos
apresenta uma tendéncia a redugdo da expressao genética apos a cirurgia bariatrica, enquanto
0s ndo diabéticos apresentaram grande heterogeneidade de alteracdes, mas com tendéncia a

aumento do ddCt.

Analizando expressdo genética do TCF7L2 como varidvel categérica (aumento vs
reducdo) observa-se que cerca de 80% dos pacientes diabéticos apresentaram reducdo da
expressao genética um ano apos a cirurgia, enquanto 60% dos ndo diabéticos apresentaram
algum aumento da mesma (tabela 5 e figura 9), embora os dados mostrem uma tendéncia
clara a diferencas de express@o entre os dois grupos o tamanho da amostra provavelmente
explica a auséncia de significancia estatistica aqui observada.

As alteracOes genéticas observadas prospectivamente ap0s a cirurgia bariatrica
corroboram a hipdtese de que, nos pacientes diabéticos, a relagdo expressdo genética vs IMC
apresente padrdes diferentes dos observados nos individuos ndo diabéticos. A despeito da
heterogeneidade de alteragdes na expressdo do TCF7L2, particularmentente nos individuos
ndo diabéticos (figura 9), observa-se que nos diabéticos a tendéncia a manutencao ou redugédo

da expressao apo6s a cirurgia (e,consequentemente, a perda de peso e resolucdo do DM 2) foi
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relativamente homogénea e constante, com diferenga estatisticamente significativa entre os

dois subgrupos (figura 9).

Também demonstrou-se um aumento da expressdo do TCF7L2 a medida que houve uma
maior reducdo de IMC (figura 10) com relevancia estatistica (p = 0027), a analise dos
subgrupos (figura 11 a e b) ndo conseguiu definir diferencas, provavelmente devido ao
tamanho amostral, contudo mostrou uma tendéncia a aumento diretamente proporcional da
expressao a medida que houve maior reducdo de IMC no grupo nao diabético, enquanto nos

ndo diabéticos a relagdo praticamente inexiste.

Levanta-se aqui a hipotese de que a resolucdo do DM 2 no pds-operatdrio de cirurgia
bariatrica tem como um de seus mecanismos a modulacdo da expressao genética do TCF7L2,
provavelmente relacionada a perda ponderal. Os dados do presente estudo corroboram esta
hipotese, mostrando diferentes padrdes de expressdo do TCF7L2 no pré-operatdrio entre 0s
dois subgrupos, bem como diferentes padrbes de alteracdo da mesma apds a cirurgia
bariatrica. Ainda, na populacdo como um todo, consegue-se observar a relacdo entre reducao

de IMC e aumento na expressdo do TCF7L2.

Kaminska et al, demonstraram auséncia de alteracdo na expressdo genética em tecido
adiposo e hepético antes e um ano ap0s cirurgia bariatrica, contudo evidenciou mudanca da
distribuicdo de variantes do mRNA produzidas pelo gene ©®®. Acreditamos que no presente
estudo parte da heterogeneidade das alteracdes de expressdo genética observadas possa ser
explicada pela modulacdo do processamento alternativo, no qual, a depender dos éxons
inseridos a proteina resultante pode ser um forte estimulante ou até mesmo inibidor da via
wnt, ou seja, embora no pos-operatério 80% dos pacientes diabéticos tenham apresentado
reducdo na expressao genética do TCF7L2 ndo podemos descartar que tenha ocorrido reducédo
de transcritos inibidores e manutencdo ou até mesmo aumento de transcritos estimuladores,

resultando em uma atividade aumentada do gene e um melhor controle glicémico.

Zhou et al, em estudo experimental com ilhotas pancreaticas, demonstraram que tanto as
células onde houve delecdo como aquelas onde houve aumento da expressdao do TCF7L2
apresentaram reducgéo na expressao da proinsulina, acreditamos que, como no presente estudo,
a expressdo variavel de isoformas ativadoras e inibidoras que, em conjunto, se apresentam
como aumento da expressdo, ndo necessariamente resultam em aumento do efeito do gene,

que seria determinado pela complexa interacdo entre tais transcritos (35),
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Como no presente estudo ndo houve avaliacdo das variantes de mRNA produzidas e sim
uma avaliacdo global da expressdo, tais hipoteses ndo podem ser corroboradas, podendo ser
objetivo de futuros estudos sobre o tema. Contudo demonstra-se que as alteracdes induzidas
pela cirurgia bariatrica alteram a expresséo genética do TCF7L2 e que tanto a reducdo de IMC
quanto a presenca de diabetes sdo fatores moduladores destas alteracoes.

Vale ressaltar que nos estudos anteriores a expressdo genética ndo foi avaliada em sangue
periférico, utilizou-se 0 mesmo neste estudo tanto por acreditar que a expressdo serica do gene
pudesse também estar associada ao controle glicémico como devido a praticidade de coleta,
que facilita novas dosagens no seguimento bem como uma maior factibilidade de seu uso

posteriormente na pratica clinica.

O mecanismo pelo qual a obesidade possa modula alteracbes na expressdo e
processamento do gene pode estar relacionado a possiveis mecanismos epigenéticos, como a

metilacdo de regides adjacentes ao gene, como proposto por Canivel et al ©©.

Dos 11 pacientes diabéticos apenas dois ainda utilizavam alguma medicacdo para controle
glicémico no pds-operatdrio, embora com niveis glicémicos recentes normais, tais paciente
foram reencaminhados para avaliagdo com endocrinologista e possivel suspensdo dos
hipoglicemiantes. Como parte dos pacientes ndo possuia exames (glicemia de jejum e
hemoglobina glicada) nos tres meses anteriores a coleta e como 0s mesmos ndo faziam parte

dos objetivos do estudo, optou-se por ndo adicionar tais dados nos resultados.

Até onde sabemos, este € o primeiro estudo que demonstra alteracdo na expressdo sérica
do TCF7L2 apos a cirurgia bariatrica, bem como suas potenciais associagdes com o diabetes e
a reducdo de IMC.

Futuros estudos sobre o tema devem abordar a variacdo na expressdo das isoformas e sua
relacdo com a perda ponderal, bem como uma andlise do comportamento das mesmas nos

pacientes com diabetes e sua possivel associacdo com a resolu¢do do mesmo.
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6. CONCLUSOES

Com um nivel de significancia de 95% pode-se concluir que:

1-

2-

N&o houve alteracdo estatisticamente significativa na expressao do TCF7L2 um ano
apos a cirurgia bariatrica na populacdo estudada como um todo

Os pacientes diabéticos mostraram expressao aumentada do TCF7L2 em relacdo aos
ndo diabéticos na avaliacdo pré-operatdria, com reducao estatisticamente significativa
da mesma apds a cirurgia.

Houve correlacéo positiva entre a dCt do TCF7L2 e o IMC tanto no pré quanto no
poés-operatdrio na populacdo estudada; no entanto observou-se uma tendéncia a
correlacdo negativa apenas no grupo diabético na avaliacdo pré-operatoria.

A reducéo de IMC foi significativamente associada ao aumento da expressao relativa

do TCF7L2 na populacéo estudada.
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APENDICE -1
Ficha de coleta de dados

Nome:

Data: [/ [/ Registro:

Telefones/email:

Idade: Sexo: F() M()

1.PRE-OPERATORIO

Peso inicial Kg Altura m? IMC___ Kg/m?

Diabetes T2 (pré-cirurgia): SIM ( ) NAO ()
Glicemia inicial mg/dl Hb glicada:

Expresséo TCF7L2 - dCt Antes -

2. SEGUIMENTO (01 ANO APQOS)
Peso atual Kg IMC atual____kg/m?

dCt 01 ano apos -

ddcCt -
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APENDICE -2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado(a) para participar, como voluntario, em uma pesquisa. Apds ser
esclarecido(a) sobre as informacdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final
deste documento, que estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel.

Desde logo fica garantido o sigilo das informacgdes. Em caso de recusa vocé ndo sera
penalizado(a) de forma alguma.

Titulo do Projeto: Alteracdo na expressao to TCF7L2 em pacientes submetidos a cirurgia
bariatrica

Pesquisador Responsavel: Carlos Eduardo Soares de Macedo
Telefone para contato: 081 88304286

Pesquisadores participantes: Alvaro Antonio Bandeira Ferraz,
Telefones para contato: 081 21263654

Essa pesquisa tem como objetivo o estudo da expressdo de um gene relacionado ao diabetes
(TCF7L2) em pacientes obesos que fardo a cirurgia e terd o objetivo de melhor compreender os
mecanismos associados ao diabetes e a obesidade e a sua resposta ao tratamento cirdrgico. A
importancia deste trabalho baseia-se no fato de que, tanto a obesidade quanto o diabetes, sdo doencas
cronicas de alta morbidade e o estudo visa prosseguir o conhecimento nesta area, abrindo campo para
o desenvolvimento de novas intervencdes e aprimorando 0 nosso conhecimento sobre a doenca e as
alteragdes produzidas pela cirurgia.

Caso decida aceitar o convite, solicitamos que o Sr.(a) permita a esta pesquisa acessar suas
informacdes hospitalares, bem como realizar exames ligados a expressao do gene acima citado, antes e
apos o procedimento cirdrgico. Para isso, o Sr.(a) sera submetido(a) ao(s) seguinte(s) procedimentos:
Coleta de 5 mL de sangue antes da cirurgia (1 vez) e, novamente, 12 meses ap0s a cirurgia, data que
coincidira com um de seus retornos ao ambulatdrio para reavaliagdo da cirurgia, datas em que o Sr.(a)
ja iria realizar coleta de sangue para exames de rotina para tal cirurgia. Tal procedimento sera
realizado no Hospital das Clinicas da UFPE. Sua cirurgia sera realizada, independente de sua
aceitacdo em participar deste projeto, o que implica esclarecer que esta pesquisa nao se responsabiliza
por eventuais complicacdes inerentes ao ato cirdrgico.

Os riscos relacionados com sua participacdo sao relacionados ao sigilo dos dados da pesquisa.

Todas as informacgdes obtidas serdo sigilosas e sua identidade ndo seré revelada publicamente
em nenhum momento. Os dados serdo guardados em pastas individuais para cada participante da
pesquisa, num armario localizado na enfermaria de Cirurgia Geral, cujas chaves ficardo sob a
responsabilidade do pesquisador. A divulgacéo dos resultados seré feita de forma a ndo identificar os
voluntérios. Somente os pesquisadores envolvidos neste projeto terdo acesso a essas informagoes, que
serdo utilizadas somente para fins de pesquisa. O Sr.(a) ndo receberd pagamento de nenhum valor
econdmico por sua participacao.

O Sr.(a) ficara com uma copia deste Termo. Duvidas a respeito da ética dessa pesquisa
poderdo ser questionadas ao Comité de Etica em Pesquisa da UFPE, no endereco Av. Prof. Moraes
Régo, s/n, Cidade Universitéria, Recife-PE, CEP: 50670-901, Tel. 21268588.

¢ CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO
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Declaro que compreendi os objetivos desta pesquisa, como ela serd realizada, os riscos e beneficios
envolvidos. Acredito ter sido suficientemente esclarecido a respeito das informagdes que li ou que
foram lidas para mim e declaro que aceito participar do estudo, me submetendo ao exame acima
proposto. Estou ciente do exposto acima, autorizando, inclusive, a publicacdo das informacdes que
forneci em revistas cientificas, desde que minha identidade néo seja revelada.

Assinatura do participante da pesquisa:

Testemunha 1;

Testemunha 2:

Assinatura do
pesquisador:

Recife, de de




ANEXO

“f“‘"-'; izfisa B8 UNIVERSIDADE FEDERAL DE
VLY 88  PERNAMBUCO CENTRO DE W""‘“
& CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

A3eres Humanos

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADDE DO PROJETD DE PESGUNSA
Titulo da Pesquisa; Alleracio na sxpressao oo TCFTLE em pacientes suDmelioos 3 drurgla barisnca

Pesquisador: canos eduandio soanss de macado

Araa Temabica:

“Wersdo: 2

CAAE: D15E1012.0.0000.5208

Inatitulgao Proponents: Universidade Federl de Pemambucn - UFPE
Patrocinador Principal: Financamenio Prapio

DaDOE DO PARECER

Mamero do Parecer. 431.576
Drata da Relatoria: 1641062013

apresentagao do Projsto:

Trata-52 08 SMenda 30 proncii Infhuiads Alteracao na expressdo do TCFTLE em pacieniss submetitos a
pirurgla barlatnca, culo documento nomeado de sltuago da pesquisa, anexado 3 Platatonma Brasil em
10710013, [ustica a necessidads de aumentar 3 sa amdsTa de 23 padentes para 32. A anallse estatislica
£om epsa |ustificativa encontra-se destacada no liem 2.2 1 Tamanho da Amceira (pagina © do projeto de
pesquisa anexado & Platalorma Brasll em 10i10/13)

Objstivo da Pasquisa:

[ cijatieo primano da pesquisa & avalar 6o manala prospectiva os efsfios da perta e peso Induzida pain
tratamenio cimrglco da obesidage mosblda na requiagio da expressio do TCLTFZ, principal gene
relacionado ao desenvolvimentd do diabstes.

Avallapho dos Rlscod & Baneficios:

Em refacdo 305 rscos, 3 paticipacao na pesquisa nad envalve rscos adidonals a0 procediments dningic
cirurgla baratrca).

Como bensfico para & sociedade 3 pesquisa poderd contrlbulr como |8 esta estabeleckdo que o fratamento
cinirglco 43 ob=sldade mantém a perda de pest SUsiEntada em longa prazo com dminulcio &a3s
comortidades associadas e da monaldade. Toma-se ImMponants prossaguir a

Erdesecn: dAv dw Engentwriswhn® - ¥ ader, e 8, Frécio do D05
Baireo! Cikdwde Unfeprsibirs CEP. 507405
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Comrecla to Parscar: 434 578

Investigacio am DUSCA de Marcadores QEnelcos que DOssam sanvir como faiores preditivos de resuitado ou
abeir espapo para NOVas pesquisas soone um bama tho prevalente & Importamie na atuaidade. Para 3 canda
o benefico & ldentificar & compreender o papel da express3o do TOFTLE na obesidade 2 no diabedes & 5L
possivedl rel3ca0 COm 3 resoiucan 0o Mesmos 3pcs 3 cinumla bandiica.

Comantanios @ Conslderagies sobre a Pesquisa;

A pesquisa apresenta problematica relevante. O objetivos encontram-s2 clammente defnidos. O medodo
esfd adsquado 3 alender 306 obietvis propostos. Descreve daramente 06 oitdnos de Inclusdo & exdusdo
ta amostra. O projedo fol ahsilzado sem modficar 3 essancla do projeto orginal.

Conalderagies sobre o8 Termos ds aprassntagio obrigabia:
05 termos de notficagio obrigabona foram anexados 3 Platafma Srasil.

Recomendaciias:
N30 52 Fmlca

Conciusdas ol Pendénclss & Lista de Inadaqueagiees:

Emenda annwvada

SEuagao o Parecer

AQITANEN0

Macassita Apreciacio da COMER:

Mo

Conslderaghes Finals a critério do CEP:

O Colegiago INOva o Parecer 4a Emenda, tendo 3 Mesma sido avallada e aprovada e o pesquisadon
pode continuar a coleta de dados da pesquisa

Erdesegn:  dv. da Engentariswin® - 1% srcer, sske 4, Pridis do CO8
Cidmrdn L " CEP: 507405

UE: PE Munksiple: RECIFE
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RECIFE, 22 die Oumubm die 2013

ran ™

Assinador por:
GERALDO BOSCO LINDOSO COUTO
[Coordenador)

Erdesece:  Ax. S Engeniaris wn - ¥ ander, sl 4, Prédia do CC5
Ciduele L " CEP: 50, Fui-s00
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