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RESUMO

Introducdo: Atualmente, a cirurgia bariatrica € considerada o tratamento mais
eficaz para perda de peso em pacientes com obesidade severa. Contudo, € desafiador
o entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na perda de peso e nos
beneficios metabdlicos, especialmente a remissdo do diabetes mellitus tipo 2 (DM2).
Estudos tém mostrado que até 30% dos pacientes submetidos a cirurgia
bariatrica/metabodlica apresentardo recorréncia da DM2, além dos 45% que
apresentardo reganho de peso. Neste estudo, avaliamos as diferencas entre os perfis
metabon6micos no plasma de pacientes que apresentardo remissdo de DM2 e
agueles que ndo apresentaram remissao apOs cirurgia bariatrica/metabdlica,
buscando encontrar um  fator preditvo para 0 sucesso desta
cirurgia. Objetivo: Analisar a utilizacdo de modelo metabonémico para avaliagdo da
remissdo do DM2 apds cirurgia bariatrica/metabdlica. Métodos: Participaram do
estudo 33 pacientes obesos diabéticos tipo 2, dos quais 22 tiveram remissao completa
da DM2 e 11 e tiveram recidiva da DM2 ou ndo apresentaram remissdo da doenca no
pbés-operatorio. Amostras de sangue foram coletadas para avaliacdo dos perfis
metabondmicos séricos através de um estudo metabonémico baseado em RMN de
'H. Resultados: O modelo metabonémico para avaliacdo da recidiva da
diabetes apresentou uma acuracia de 93,9%, sensibilidade de 81,8%, especificidade
de 100%, valor preditivo positivo (VPP) igual a 100% e valor preditivo negativo (VPN)
igual a 91,7%. Conclusédo: O modelo metabonémico para avaliacdo de remissao ou
recidiva de diabetes apds cirurgia bariatrica mostrou-se uma ferramenta eficaz e

promissora para determinar o progndstico desses pacientes.

Palavras-chave: obesidade; cirurgia bariatrica; reganho de peso; diabetes mellitus;

bypass gastrico; sleeve gastrico; sindrome metabdlica.



ABSTRACT

Introduction: Currently, bariatric surgery is the most effective treatment for
weight loss in severely obese patients. However, it is challenging to elucidate the
molecular mechanisms involved in this weight loss and also in the metabolic
improvements, especially type 2 diabetes (T2D) remission. Studies show that up to
30% of those patients who have undergone bariatric/metabolic surgery will experience
T2D recurrence, besides those 45% that will experience weight regain. In the current
study we evaluated the differences between the metabonomic profile in the serum of
patients who have experienced T2D remission and those who did not after
bariatric/metabolic surgery, aiming to find a predictive factor for the success of this
surgery. Purpose: To analyze a metabonomic model to evaluate T2D remission after
bariatric/metabolic surgery. Methods: Thirthy-three patients withi obesity and T2D were
submitted to bariatric/metabolic surgery, among which, 22 experienced complete
remission of T2D, and 11 did not experience remission in the postoperative period.
Blood samples were taken in order to assess the serum profiles through a *H NMR-
based metabonomic study. Results: The metabonomic model for the assessment of
T2D recurrence presented an accuracy of 93.9%, sensibility of 81.8%, specificity of
100%, positive predictive value of 100% and a negative predictive value of
91.7%. Conclusion: The metabonomic model to assess remission or recurrence of
T2D after bariatric surgery has shown to be an effective and promising tool to establish

the prognosis of this patients.

Keywords: obesity; bariatric surgery; weight regain; diabetes mellitus; gastric bypass;

sleeve gastrectomy; metabolic syndrome.
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1 INTRODUCAO!

1.1 APRESENTACAO DO PROBLEMA

A obesidade é definida como aumento do excesso de gordura corporal e tem
etiologia multifatorial ainda ndo bem elucidada, envolvendo doencas genéticas,
alteracdes da atividade metabdlica, enddcrina e transtornos nutricionais -7,

O tratamento clinico da obesidade tem resultados limitados, particularmente,
para as formas mais graves e obesidade morbida, sendo o tratamento cirdrgico
atualmente a alternativa mais efetiva principalmente a médio e longo prazo para perda
de peso nestes casos(®10),

Pesquisadores demonstram que uma perda de peso equivalente por dieta,
comparado a cirurgia bariatrica, promove menos beneficios no controle dos niveis
glicémicos. Inclusive, apés a cirurgia, a remissdo da diabetes mellitus tipo 2 (DMT2)
pode ser observada independente da perda de massa®9. Além da perda de peso e
controle da diabetes tipo 2, a terapia cirargica promove uma expressiva melhora a das
comorbidades e outras doencgas associadas a obesidade, como hipertensao arterial,
dislipidemia, esteatose hepatica, funcédo cardiopulmonar, apneia obstrutiva do sono,
cardiopatia, além na prevencéo e tratamento de algumas neoplasias(°-19),

No entanto, a longo prazo, observa-se uma recaida da diabetes em 10-43%
daqueles que tiveram uma remissao inicial apos a cirurgia bariatrica ou metabdlica. A
recidiva estd associada a muitos anos de diabetes diagnosticada, baixa reserva
pancreatica, pouca perda de peso, descontrole alimentar, grave desregulacao
metabdlica requerendo insulinoterapia no pré-operatério e reganho de peso(10.16-18),

As moléculas de incretinas (principalmente o peptideo glucagon like 1 -GLP1)
e de peptideo insulinotropico dependente de glicose (PIDG) tem sido apontadas como
motivadoras do controle glicEmico pds-operatorio, antes bloqgueadas na DMT2. Essas
mudanc¢as podem aparecer com uma a seis semanas apos a cirurgia, € ndo sao
observadas com a perda de peso induzida por dieta®. No entanto, os mecanismos
moleculares associados a cura e recidiva de diabetes no pds-operatério ainda nao

estdo bem elucidados.

Tese formatada conforme orientacéo da Biblioteca Central e Biblioteca Setorial do Centro de Ciéncias
da Saude da UFPE: ABNT NBR 14724:2011. Versdo do manuscrito a ser publicado na Revista Obesity,
apos correcdes (APENDICE A).
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O termo metabolitos faz referéncia a pequenas moléculas que sao substratos,
intermediarios ou produtos de processos biologicos®®. Assim, a andlise de
metabalitos, através da metabondmica, ajuda a entender diferentes fenétipos e tem o
potencial de diagnosticar doencas metabdlicas, bem como avaliar sua gravidade,
monitorar sua progressao e resultados de tratamento e prevenir(20:2h),

A metabondmica refere-se ao perfil abrangente de metabdlitos presentes em
células, tecidos ou organismos inteiros. Sua funcdo tem carater multifacetado e
envolve ferramentas como a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RNM)
e formalismo de estatistica multivariada, tais como anélise de componentes principais
(PCA), andlise discriminante (DA) e regressao por minimos quadrado (PLS)@224),

A estratégia metabondémica neste estudo, pode ser considerada uma alternativa
pouco invasiva para avaliar o prognostico da regressao do diabetes mellitus tipo 2,
especificamente apds cirurgia bariatrica.

Técnicas de metabolizacdo ja séo utilizadas para estudar as mudancas de
metabalitos e vias metabdlicas em pacientes com diabetes mellitus tipo 2, no entanto,
poucos estudos avaliaram o papel dos metabdlitos como progndstico de cura ou

recidiva apés o tratamento cirtrgico da obesidade em pacientes diabéticos.

1.2 JUSTIFICATIVA DA INVESTIGACAO

E um desafio para a comunidade académica entender os mecanismos
moleculares envolvidos na diminuicdo de massa nos pacientes submetidos a cirurgia
bariatrica, bem como os beneficios metabdlicos e a forte associacdo com a cura do
diabetes mellitus tipo 2 (DMT2).

Neste estudo, n6s admitimos a hipétese que ao encontrarmos as diferencas de
perfis metabondémicos no plasma de pacientes submetidos a cirurgia bariatrica com e
sem remissdo de DMT2, poderemos prever quem respondera a cirurgia com cura ou
controle parcial da doenga, podendo esta funcionar como indicacao terapéutica.

A caracterizagdo de um modelo progndstico e descoberta de um biomarcador
para este fim consolidara sua aplicacgéo clinica.

A viabilidade econdmica, embora ainda dificil na pratica clinica atual, & bastante
promissora, uma vez que os novos aparelhos de RNM estdo vindo acoplados de
modulos de RMS, mostrando que possivelmente no futuro poderdo ser adquiridos
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espectros de boa qualidade durante exames de imagens convencionais sem a
necessidade de grande acréscimo financeiro.

No momento, o exame de RNM de cranio acoplado com espectometria é
realizado para investigacdo neurolégica e possui custo estimado de R$ 268,75,
conforme a tabela do Sistema Unico de Saude (SUS)®@) e ja consta no rol de
procedimentos da Agéncia Nacional de Salde Suplementar (ANS)©®), Estima-se que
a utilizacdo da RNM na avaliacdo de pacientes diabéticos obesos candidatos ao
tratamento cirdrgico ndo tenha um valor muito diferente.

N&o obstante, este estudo limita-se a investigacdo da viabilidade clinica
da estratégia metabonémica e, ndo propriamente, da identificacdo de um
biomarcador. Em tempo, espera-se no futuro, poder elucidar o uso de biomarcadores
pela estratégia metabondémica por RNM como uma ferramenta util para avaliar o

prognostico da remisséo da diabetes apds a cirurgia bariatrica.

1.3 OBJETIVOS

Analisar a utilizacado de modelo metabondémico para avaliagdo da regressao do
diabetes mellitus tipo Il apos cirurgia bariatrica. Da mesma forma, construir modelos
metabondémicos baseados em RMN de H, visando discriminar pacientes que tiveram

reganho de massa poOs-cirurgia bariatrica dos que nao tiveram.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 OBESIDADE

A obesidade é uma doencga crbnica caracterizada pelo acimulo de excesso de
massa adiposa localizada ou generalizada no organismo, provocada por desequilibrio
alimentar associado ou ndo a disturbios genéticos ou enddcrinos metabdlicos. A
definicdo de obesidade mais utilizada € baseada no indice de Massa Corporal
(IMC=Peso x altura 2), que retrata o excesso de peso, porém sem definir exatamente
o conteuldo corporal de gordura ou massa magra. A adiposidade localizada na regido
central do corpo, mais especificamente a adiposidade abdominal, esta associada a
um maior risco de doencas cardiacas e metabdlicas7-39),

O estilo de vida da sociedade contemporanea é apontado como o principal
responsavel pelo rapido crescimento da prevaléncia de obesidade que é resultante do
desiquilibrio crénico entre a energia ingerida e gasta. O acumulo de gordura é
causado, invariavelmente, por um desequilibrio entre a ingestdo alimentar e o gasto
de energia, um problema de solucdo aparentemente simples. No entanto, até hoje
pouco se tem conseguido fazer para reverter ou mesmo conter a progressao desse
problema.

Conforme dados da OMS, em 2017, mais de 1.9 bilhdo de adultos maiores de
18 anos foram considerados acima do peso (IMC > 25kg/m2) em todo o mundo, dos
quais 650 milhdes classificados como obesos (IMC > 30 kg/m?), representando 13%
da populacdo mundial(0,

Segundo a pesquisa que foi considerada uma das analises mais abrangentes
feitas sobre o tema obesidade: Global Burden of Disease, conduzida pelo Instituto de
Métrica e Avaliacdo em Saude (IHME), da Universidade de Washington, nos Estados
Unidos e publicada na revista The Lancet, existem hoje em todo o mundo 2,1 bilhdes
de pessoas obesas ou com sobrepeso, 0 que representa quase 30% da populacéo.
Em 1980, esse numero era de 857 milhdes. O aumento da obesidade nas ultimas trés
décadas ocorreu em todas as regides do mundo, representando um problema de
saude publica em paises ricos e pobres. O estudo analisou informacfes de criangas,
adolescentes e adultos de 188 paises, reunindo dados de pesquisas, censos
estatisticos e artigos cientificos em todas as regides do planeta entre 1980 e 2013. O

trabalho aponta para a necessidade de uma acao global conjunta para combater a
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epidemia crescente de obesidade. Tradicionalmente, a obesidade e suas doengas
relacionadas tém sido consideradas um problema nos paises ocidentais. No entanto,
nas ultimas duas décadas, a urbanizacdo em muitos paises asiaticos levou a um estilo
de vida sedentario e super-nutricdo, preparando o cenario para a epidemia de
obesidade1-33),

Em todo o planeta, a obesidade e sobrepeso aumentaram de 29% para 37%
entre os homens e, entre as mulheres, de 30% para 38%. Os homens lideram o
ranking nos paises ricos e as mulheres, nos pobres. Entre as mulheres ficou claro que,
quanto menor a instrucdo e a renda, maior é o peso. Para os homens, esses fatores
ndo sao tdo importantes. Acredita-se que isso se deva a um menor acesso a
informacéao, o que faz com que as mulheres deixem de ter uma alimentacao variada.
Além disso, o preco dos alimentos altamente cal6ricos € baixo. Entre os paises ricos,
0 aumento de peso foi maior nos Estados Unidos (onde quase um terco da populagao
adulta é obesa), Australia (28% dos homens e 30% das mulheres) e Gra-Bretanha
(um quarto dos adultos). Nas nacdes de maior renda, o aumento da obesidade
acelerou-se entre 1992 e 2002 e diminuiu apés 2006. Nas pobres, onde vivem quase

dois tercos dos obesos do mundo, o nimero ndo para de crescer®239),

Um dos dados mais alarmantes da pesquisa é a constatacdo do aumento da
obesidade e sobrepeso em criancas e adolescentes. Nos Ultimos 33 anos, essas
condicBes cresceram 47% nessa faixa, enquanto nos adultos o crescimento foi de
28%. Nos paises pobres, quase 13% dos meninos e 13% das meninas sdo obesos ou
tém sobrepeso. Entre os ricos, o niumero é de 24% para os garotos e 23% para as

garotas®3-39),

No Brasil, a Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas Crdnicas
por Inquérito Telefénico (VIGITEL), em 2014, divulgou uma pesquisa evidenciando
que mais da metade da populacéo adulta estd acima do peso. Segundo o estudo, 17%
da populacédo apresenta obesidade devido as mudancas nos habitos de vida e aos
fatores ambientais. A pesquisa revelou também, o incremento da obesidade que
aumenta com o avanco da idade, com baixa escolaridade e maior frequéncia para os

homens(36:37),

A frequéncia de adultos com excesso de peso variou entre 47,7% em Palmas
e 60,6% em Rio Branco. As maiores frequéncias de excesso de peso foram

observadas, no caso de homens, em Rio Branco (65,8%), Cuiaba e Porto Alegre


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/urbanization
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/overnutrition
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(62,1%) e, para as mulheres, em Rio Branco (55,8%), Campo Grande (54,5%) e
Salvador (54,1%). As menores frequéncias de excesso de peso ocorreram, entre
homens, no Distrito Federal (50,6%), Sao Luis (50,9%) e Goiania (52,4%) e, entre
mulheres, em Palmas (41,7%), Floriandpolis (42,1%) e Goiania (45,1%). No conjunto
das 27 cidades, a frequéncia de excesso de peso foi de 53,8%, sendo maior entre
homens (57,7%) do que entre mulheres (50,5%). Essa condi¢céo tendeu a aumentar
com a idade até os 64 anos. Entre as mulheres, a frequéncia de excesso de peso

diminuiu com o aumento do nivel de escolaridade (3637,

Em 10 anos, a prevaléncia da obesidade passou de 11,8% em 2006 para 18,9%
em 2016, atingindo quase um em cada cinco brasileiros. Segundo a pesquisa, 0
crescimento da obesidade € um dos fatores que pode ter colaborado para o aumento
da prevaléncia de diabetes e hipertensdo, doencas cronicas ndo transmissiveis que
pioram a condicao de vida do brasileiro. O diagnostico médico de diabetes passou de
5,5% em 2006 para 8,9% em 2016 e o de hipertensao de 22,5% em 2006 para 25,7%

em 2016. Em ambos os casos, o diagndstico é mais prevalente em mulheres(®8:39),

As mulheres tém maior adiposidade e menor massa muscular do que os
homens e essas alteracGes sdo hormonio - dependente (estrogénios x testosterona).
J4 os homens tém maior tendéncia a adiposidade visceral (gordura abdominal),
mesmo quando com sobrepeso. Isto é tdo ou mais preocupante que o aumento de
peso nas mulheres, jA& que h& relacdo da obesidade visceral e doencas

cardiovasculares, diabetes, dislipidemias e alta mortalidade®“©,

2.2 SINDROME METABOLICA

A SM é definida por critérios diagndsticos atuais, no entanto, ainda ndo esta
claro se os elementos definidores realmente representam todo o fenbmeno. Para o
diagnéstico de SM, sédo utilizados os critérios do National Cholesterol Education
Program (NCEP-ATP Ill): obesidade abdominal (CC 2102 cm em homens e =88 cm
em mulheres), hipertrigliceridemia (= 150 mg / dl), baixa lipoproteina de alta densidade
(HDL <40 mg / dl em homens e <50 mg / dl em mulheres), hipertensdo (BP> 130/85

mm Hg ou em tratamento) e glicemia em jejum (> 110 mg)“Y,

Em esséncia, a sindrome metabdlica agrupa os fatores de risco cardiovascular

da obesidade abdominal com diabetes mellitus tipo 2, hipertenséo e dislipidemia. No
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entanto, medidas de gordura visceral e hepatica ndo fazem parte da definicao
atual. Apesar disso, a adiposidade visceral e a esteatose hepatica demonstraram ser

fatores-chave na sindrome metabdlica(1:27:42.43),

Ha um aumento da prevaléncia da sindrome metabdlica em todo o mundo, a
medida que as taxas de obesidade continuam a crescer®®- Além de impor ao individuo
um forte estigma social, a obesidade € fator de risco importante para diabetes mellitus
tipo 2, hipertensdo arterial sistémica, dislipidemia, aterosclerose, doengas
respiratorias, e alguns tipos de céancer, impactando a qualidade de vida e a
longevidade da populacéo. Existe uma forte relacédo entre o excesso de peso aos 50
anos de idade e o risco de morte por qualquer causa em homens e mulheres que
nunca fumaram. Mesmo com eleva¢c6es moderadas no IMC, hd um maior risco de

morte em relacdo aos individuos de peso normal(®:45:46),

2.3 DIABETES MELLITUS E CIRURGIA BARIATRICA

O tratamento cirdrgico da obesidade mostra-se superior em relagdo ao
tratamento medicamentoso no controle da glicemia, assim como os resultados
alcancados com a cirurgia bariatrica podem retardar ou diminuir a progressao da
nefropatia diabética*’” 48

O Diabetes Surgery Study trata-se de um ensaio clinico que, ao longo de 12
meses, comparou 0 manejo medicamentoso intensivo, ou combinado com DGYR para
o controle da diabetes, hipertensdo, e hiperlipidemia, conduzido em quatro centros
académicos; dois em Taiwan e dois nos Estados Unidos. Pacientes submetidos a
cirurgia perderam mais massa corporal (26,1% vs 7,9%) e necessitaram menos
medicacobes (1,7 vs 4,8) do que o tratamento medicamentoso isolado. Os pontos de
corte considerados como objetivos do tratamento foram: HbAlc (hemoglobina glicada)
< 7%, colesterol LDL abaixo de 100, pressdo sanguinea sistélica abaixo de 130
mmHg. Esses objetivos foram alcancados por 48,5% dos casos de GPYR e 19% dos
pacientes submetidos a otimizagcdo do uso de medicamentos®“?).

Cerca de 20% dos obesos morbidos sdo diabéticos®?. N&o seria
surpreendente que a perda de peso nesses pacientes melhorasse o controle
glicémico. Foi observado que o controle glicémico € alcancado em semanas, antes

mesmo da queda maior no peso, o que sugere que ha outros fatores além da perda
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de peso em si que contribuem para os efeitos benéficos da cirurgia no controle
glicémico®Y. Entre outros beneficios, a cura do diabetes mellitus tipo 1l foi observada
em cerca de 40 a 50% dos casos, nos demais houve melhora®?. Alguns estudos
demostraram que pacientes com curta historia de DMT2, em insulinoterapia, foram
aptos a cessar o tratamento, por terem atingido o controle glicémico, devido as
modificacdes metabdlicas promovidas pela cirurgia com Roux-en-Y. O mesmo néo foi
demonstrado para cirurgia gastrica apenas restritiva®354),

Hormonios intestinais que promovem saciedade (pepitideo YY (PYY), GLP-1)
nao demonstram a mesma magnitude de resposta no seguimento de cirurgias
restritivas gastricas, da forma como é observada com a cirurgia com a derivagdo 4459,

Estudos demonstram que uma perda de peso equivalente por dieta,
comparado a cirurgia, promove menos beneficio em relacéo a esta ultima no controle
dos niveis glicémicos. Inclusive, a remissdo da DMT2 pode ser observada
independente da perda de massa®9. As moléculas de incretinas (principalmente o
peptideo glucagon like 1 - GLP1) e de peptideo insulinotrépico dependente de glicose
(GIP) tem sido apontadas como motivadoras do controle glicémico pds-operatdrio,
antes bloqueadas na DMT2. Essas mudancas podem aparecer com uma a seis
semanas ap0s a cirurgia, € ndo sao observadas com a perda de peso induzida por
dieta®. Os fatores que predizem essa melhora no perfil glicEmico sdo uma curta
histéria de doenca, grande perda de massa, mudanca no estilo de vida e controle dos
niveis glicémicos com medicamentos. Longa duracdo da diabetes, pouca perda de
peso e severa desregulacao metabdlica requerendo insulinoterapia sédo preditivos de
menor resposta no controle glicémico com a cirurgia®). Em longo prazo, ha uma
recaida da diabetes em 10-43% daqueles que tiveram uma remissao inicial. Tal
situacdo estd associada a muitos anos de diabetes diagnosticada, pouca perda de

peso, em longo prazo, e reganho de peso(10:16),

2.4 REGANHO DE PESO APOS CIRURGIA BARIATRICA

Com o aumento cumulativo do nimero de pacientes submetidos a cirurgia
bariétrica, a recuperacdo do peso  no pés-operatorio tornou-se um  desafio
consideravel. Os mecanismos parao reganho de pesondo sao totalmente

compreendidos e 0 processo é provavelmente multifatorial em muitos casos. Segundo
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pesquisadores, a recuperacdo do peso apOs a cirurgia bariatrica é devido a uma
combinacdo complexa de fatores técnicos, fisiolégicos, comportamentais e
psicossociais®?),

A literatura aponta como reganho de peso um aumento de mais de 15% do
peso ou um aumento do IMC de 5 kg / m? apés a cirurgia bariatrica®-6%. Rolim et al.
Demonstraram em acompanhamento a longo prazo de 42 pacientes, reganho de peso
patolégico (15% do peso minimo) em 64,04% da amostra®8).,

O reganho do peso corporal pos-bariatrica inclui fatores especificos do paciente
e do procedimento e engloba fatores homeostéaticos, ambientais, inatividade fisica,
falha cirtrgica anatdémica e distirbios mentais®9.6),

Estudo mostrou que a gastroplastia vertical alterou negativamente o
comportamento alimentar pds-operatério em relacdo a doces e sorvetes, 0 que, em
parte, explica os resultados de perda de peso inferior em comparacdo com o bypass
gastrico em Y de Roux; uma taxa de falha de quase 80% foi relatada 10 anos apés a
gastroplastia vertical®®),

Pesquisadores relataram em um estudo retrospectivo com cinco anos de
seguimento, que aproximadamente metade dos pacientes recuperou 0 peso durante
nos dois primeiros anos (46% em 24 meses e 63,6% em 48 meses)®”). Outros
relataram uma taxa de falha de longo prazo aproximadamente 35%, com a
incapacidade de atingir um indice de massa corporea (IMC) <35 kg / m2 em 60% dos

superobesos (> 50 kg / m?) (68:69),

2.5 ESTUDO METABONOMICO

Por definicdo, a metabonémica é uma “medida quantitativa da resposta
metabdlica dinamica e multiparamétrica dos organismos vivos as modificacdes
fisiopatoldgicas ou genéticas”@?. Envolve a determinacdo do perfil dinamico e tempo
dependente, dos metabdlitos dentro do organismo e como eles se alteram em
decorréncia de algum processo bioldgico(?,

E muito frequente encontrarmos na literatura os termos “metabonémica” e
“‘metabolédmica” como sindnimos. Entretanto, na estratégia “metabolémica”, o
pesquisador busca uma descrigdo analitica das amostras biologicas e tem por objetivo
a identificacdo e quantificagcdo dos metabdlitos presentes no biofluido e que poderia
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estar associado a uma discriminacdo de grupos com estados metabdlicos diferentes,
como uma patologia especifica("72).

Ja no caso da “metabonémica”, a identificagao de todos os metabdlitos ndo é o
objetivo principal, mas sim a busca por perfil de metabdlitos endégenos, associados a
um estado metabdlico especifico. Embora sutis, observa-se as diferencas de
estratégias de cada método e consequentemente as diferencas analiticas. Na
“metabolémica”, em funcdo da necessidade de identificacdo de cada metabdlito,
frequentemente, utiliza-se uma técnica de separacdo de misturas, como a
cromatografia em fase gasosa ou liquida, associada a um sistema de detec¢cdo com
alta sensibilidade, como a espectometria de massas. Ja na “metabondmica” € mais
frequente o uso da espectometria de RNM, sem a separacao prévia dos componentes
da mistura(?,

A metabondmica fundamenta-se no principio da homeostasia, ou seja, se um
ser vivo é exposto a uma situacao de estresse, doenca ou a algum agente quimico, o
organismo responde na tentativa de neutralizar esta acéo externa, havendo mudancas
na concentracdo e no fluxo dos metabdlitos endégenos, quebrando o equilibrio,
desencadeando ajustes do ambiente extracelular, de forma a manter o meio interno
estavel. E essa alteracdo no perfil metabdlico que pode ser avaliada pela
espectroscopia de RNM®@271.73) esperando a partir destes espectros identificar um
determinado perfil para cada agressdo especifica. Outros métodos podem ser
empregados para estudar este perfil metabdlico, como a espectometria de massa, a
cromatografia gasosa acoplada a espectometria de massa, a cromatografia liquida de
alta performance ou a técnica de espectometria 6ptica, mas a RNM e a espectometria
de massa sdo as melhores técnicas devido a producdo rapida e adequada dos
conjuntos metabdlicos(74.

Na area da saude quando se fala em RNM, vem a tona a Ressonancia Nuclear
Magnética de Imagem (RNMI), que é um método diagndstico capaz de gerar imagens
pela medida das moléculas de agua, permitindo distinguir tecidos moles com nitidez e
sem usar radiacao ionizante. Recentemente a utilizacdo da espectroscopia de RNM
vem aumentando, principalmente com a associacdo deste método aos scanners
convencionais de RNMI. A RMS fornece informacdes sobre a estrutura quimica e
consequentemente dos metabdlitos teciduais além das imagens(®),

Embora existam outros is6topos, como o 13C, 31P e 15N, a abundancia natural

do isétopo de hidrogénio-1 (99,98%) e sua ocorréncia no organismo fazem com que
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a RNH de 1 H seja escolhida para gerar o perfil de biomateriais. Esta técnica
fundamenta-se na interacdo dos nucleos atdmicos com a radiagdo eletromagnética,
qguando estes estdo sujeitos a um campo magnético. Os nucleos atdbmicos possuem
um spin, que faz com que os nucleos se comportem como barras magnéticas muito
pequenas(’4.

Na presenca de um campo magnético, alinham-se a favor ou contra este
campo, originando diferentes estados de energia. Quando se irradia a amostra com a
correta radiofrequéncia, provoca-se a excitacao dos spins que absorvem esta energia,
posteriormente, liberando-as e fornecendo o espectro de RNM, sendo este
representado graficamente pela intensidade destas absor¢des versus as frequéncias
absorvidas(76).

O espectro de RNM pode detectar varios componentes em uma Unica medida
e nele cada metabdlito pode gerar um ou mais sinais (picos). A intensidade do sinal
esta relacionada a quantidade de spins e corresponde a concentragéo de determinado
metabalito, refletindo alteracGes bioquimicas fisioldgicas ou patolégicas. Apesar da
espectroscopia de RNM de 1 H ter seu papel inicial na elucidacdo das estruturas
quimicas, a técnica tem alcancado imenso e crescente valor em caracterizar as
consequéncias de doencas e toxicidade por drogas ou modificacGes genéticas(’4.

A principio, todos os nacleos de um mesmo is6topo deveriam apresentar a
mesma frequéncia de ressonancia, mas o ambiente quimico em que este esta inserido
provoca uma discreta alteragdo chamada de deslocamento quimico (8). Na pratica, o
O € expresso em partes por milhdo (ppm), ou seja, considerando que a frequéncia do
ndcleo é de origem em mega-hertz (MHz) e a alteragéo provocada pelo ambiente é
da ordem de Hertz (Hz), o espectro é representado em uma dimensao que tem & e na
outra a intensidade dos sinais. O que significa que a mesma substancia apresenta
sinais diferentes no espectro de RNM de 1 H, fornecendo dados acerca da estrutura
quimica das espécies(’"). Para exemplificar a Figura 1 é uma representacéo grafica
das regides espectrais, onde os metabdlitos podem ser identificados. A Figura 2

representa um esquema para a obtencéo deste espectro.
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Figura 1 — Simulacéo de espectro de RNM

Fregiiéncia (MHz) 400,13 Nimero de Pontos 32768 Largura da Varredura (Hz) 8278,15

—1050,6

Integral Relativa: 1,00 1,09 2,00
| 1 I |

2,85 2,80 275 &(ppm) 2,70 2,65 2,60 2,55

Fonte: Constantino et al.”8, 2006

Figura 2 — Representagdo esquematica de obtencéo dos espectros

Nitrogénio liquido
Hélio liquido
Espectro
Computador de RMN

Bobina supercondutora

Amostra
Sonda

Transmissor

Receptor

Fonte: Colnago et al.”®, 2002
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A estratégia metabondmica utiliza biofluidos, que via de regra sdo obtidos de
forma n&o invasiva, como urina, ou pouco invasiva como amostras de soro ou
plasma(®79), Além destes, existem estudos que mostram a utilizacdo de biofluidos ndo
convencionais como fluido cérebro espinhal, bile, fluido seminal, fezes e biofluidos de
origem vegetal™D,

Uma vez suprimido o sinal da 4gua, um grande numero de metabdlitos serdo
detectados, ocorrendo uma sobreposicdo de sinais devido a estreita faixa para
deslocamento quimico, aproximadamente 10 a 12 ppm, especialmente em
espectdbmetros de campo magnético médio (4,7T a 9,45T, com frequéncias de 200 a
400 MHz). Os aparelhos de amplo espectro, por exemplo, com 18,8T e frequéncia de
800MHz, apresentardo um maior sinal de disperséo e contribuirdo para o aumento da
complexidade do espectro e sua sensibilidade(.

Um fator limitante para a informacdo gerada € a complexidade, havendo
centenas de variaveis que dificilmente poderiam ser processadas manualmente,
necessitando de uma estratégia estatistica avancada. A estratégia aplicada a dados
guimicos numéricos, ou quimiometria, para reduzir e redimensionar o conjunto de
dados é a estatistica multivariada. Esta técnica pode ser supervisionada ou nao
supervisionada. O método ndo supervisionado € utilizado para estabelecer se existe
algum grupamento dentro no conjunto de dados, mapeia as amostras de acordo com
suas propriedades sem o conhecimento das classes das amostras, ja as técnicas
supervisionadas utilizam informacdes de classes para treinar um grupo de amostras
de dados, otimizando a separacdo entre duas ou mais classes(’?.

O método nado supervisionado, também chamada de técnica de
reconhecimento de padrdo, possui como método mais frequente a analise dos
componentes principais (PCA), onde a matriz dos dados originais é projetada em um
subespaco definido por combinacdes lineares com maxima variancia. Assim, o
primeiro componente principal (PC1) é o eixo que descreve o maximo possivel de
variancia no espaco multidimensional original e a segunda é o componente ortogonal,
gue estatisticamente ndo esta relacionada com o PC1 e descreve o0 maximo de
variancia ainda nao descrito pela PC1. AS duas ou trés primeiras PCs fornecem as
melhores representacdes possiveis em termos de bioguimica(?.

J& as técnicas supervisionadas mais comuns sdo a analise discriminante por
minimos quadrados parciais (PLS-DA) e sua variante ortogonal (OPLS-DA), anélise

discriminante linear (LDA), analise de classificacdo simples (SIMCA - “soft
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independent modelling of class analogy”), entre outras que permitem analisar os
espectros de forma mais simples rapida e reprodutivel76)

Cada biofluido possui uma caracteristica prépria, composicao bioquimica Unica,
gue se altera em resposta a estimulos fisioldgicos ou patolégicos, promovendo uma
“impresséo digital” metabdlica, a qual é especifica da natureza ou sitio de agresséo??.
A melhor maneira de obter as principais informacdes metabon6micas é pela
combinacdo de espectroscopia de RNM com métodos estatisticos multivariados e
métodos quimiométricos, permitindo identificar mudancas no perfil metabdlico dos
biofluidos end6genos. Embora existam outros métodos para produzir e analisar o perfil
metabdlico de cada biomaterial, tais como a espectometria de massa (MS), a
cromatografia gasosa acoplada a espectometria de massas (GC/MS), a cromatografia
liquida de alta performance (HPLC) ou técnicas de espectometria Optica, a RNM e a
MS sao as melhores técnicas uma vez que podem produzir um conjunto de dados
metabondmicos de forma rapida e adequada(®),

A construcdo de um modelo quimiométrico deste perfil € realizada através de
softwares que analisam os espectros dos biofluidos com determinadas enfermidades,
na expectativa de encontrar um padréo. Uma grande preocupac¢ao em relagéo ao uso
clinico da metabonémica € a possivel variagdo inerente a cada paciente,
principalmente quando comparadas a modelos animais, onde o controle € muito mais
rigoroso. Apesar da grande variacdo existente na populacdo humana, o emprego de
analises matematicas multivariadas consegue obter uma resposta adequada retirando
os fatores individuais inerentes(6-79),

Perfil metabdlico por *H RNM tém apresentado alteragées no metabolismo
basal associadas & homeostase energética ap0s cirurgia bariatrica, com diminui¢ao
da glicose e aumento de acetato e lactato, diminuicdo de BCAA e alteracdes no
metabolismo lipidico®>81), Uma série de estudos avaliou o padrdo metabondmico por
'H RNM do efeito da cirurgia bariatrica em pacientes obesos com diabetes mellitus

tipo 28%-82) os trés principais encontram-se resumidos na tabela a seguir (Quadro 1):
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Quadro 1 — Estudos metabon6émico por *H RNM em pacientes obesos submetidos
a cirurgia bariatrica.

Autor Técnica Grupo Tempo Resultados principais
Metabon6émica Observado

Lopes et

al.(89

2016

Lopes et 1H RNM 10 pacientes Pré e 12 meses Maiores niveis de leucina,
al.eD com obesidade pés-op. isoleucina, valina,
2015 e DM2 treonina, lactato e glicose
no pré-operatorio.

Acetato, glutamina/
glutamato, metilamina,
dimetilamina, O-acetil-
carnitna e  carnitina
maiores no pos-

operatorio.

BCAA — Aminoacidos de cadeia ramificada; HbAlc-Hemoglobina glicada; 3-HB — Acido beta
hidroxibutirico; DM2 — Diabetes Mellitus tipo 2; 'H RNM — Ressonancia Nuclear Magnética de
hidrogénio. Fonte: Autora (2019)

Kwon et al.

(82

2014
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3 METODOS

3.1 LOCAL DE ESTUDO

O estudo foi desenvolvido no ambulatério de Cirurgia Geral do Hospital das
Clinicas e no Laboratério Central Analitica do Departamento de Quimica Fundamental
- UFPE.

3.2 TIPO DE ESTUDO

O estudo foi do tipo transversal observacional em pacientes diabéticos que

foram submetidos a cirurgia bariatrica.

3.3 SELECAO

3.3.1 Selecao dos pacientes

Participaram do estudo 33 pacientes obesos diabéticos tipo 2 que realizaram
cirurgia bariatrica, através de qualquer técnica, apos 2 anos do procedimento, e (a)
tiveram remissao completa da mellitus tipo 2 e (b) tiveram recidiva da diabetes mellitus
tipo Il ou n&o tiveram remissao da doenca no pés-operatorio (Quadro 2).

Foi definido como recidiva de diabetes com pacientes que permaneciam em
uso de insulina ou com hemoglobina glicada > que 7mg/dI.

Foi definido como reganho de peso patolégico o aumento de mais de 15% em
relacdo ao peso minimo alcancado.

Todos os participantes da pesquisa assinaram o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE). As amostras de sangue foram coletadas no Laboratorio Central
do Hospital das Clinicas da UFPE, onde foram realizadas todas as determinacdes de
rotina. Amostras de soro de cada paciente foram encaminhadas a Central Analitica do
Departamento de Quimica Fundamental (DQF) da UFPE para a obtencdo dos
espectros de RMN de H.
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Quadro 2 — Dados demograficos da pesquisa

_ o o
Recidiva DM2 11 Sim 22 Nao(64,7%)
(35,3%)
Minimo Méximo Média Desvio
Padrao
Idade (Anos) 32 67 51 9,10
Tempo de cirurgia (Anos) 2 6 3 1,38
IMC pré-op. (Kg/m?) 35,1 70 46,05 6,76
IMC pés-op. (Kg/m?) 18 44,3 31,3 571
HbAlc (%) Recidiva DM2 55 10,5 7,45 1,24
HbA1c (%) Sem Recidiva DM2 4 6 4,5 0,53

Fonte: Autora (2019)

Foram constituidos dois universos de pesquisa, cada qual contendo dois
grupos, sendo: (1) Investigacdo da regressdo da diabetes mellitus 2 pds-cirurgia
bariatrica.

= Grupo |: Pacientes que apresentaram regressdo do quadro de diabetes

mellitus apos intervencdao cirdrgica,

= Grupo II: Pacientes que n&do apresentaram regressao do quadro de diabetes

mellitus apos intervencgao cirdrgica.

O segundo grupo consiste em (2) Investigacao do reganho de peso pés-cirurgia
bariatrica.

= Grupo I: Pacientes que nao apresentaram reganho de peso apés

intervencao cirurgica;

= Grupo lI: Pacientes que apresentaram reganho de peso apdés intervencao

cirurgica.
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3.4 PROCEDIMENTOS

3.4.1 Procedimentos técnicos

3.4.1.1 Analise estatistica

Foram utilizadas 33 amostras de pacientes submetidos a cirurgia bariatrica,
sendo 11 (33,3%) de pacientes com recidiva para diabetes e 22, ndo. O estudo de
reganho de massa foi realizado utilizando 10 (30,3%) amostras de pacientes que
apresentaram reganho de massa, nesse universo de 33 voluntarios. Desses, 5
(15,2%) apresentaram simultaneamente reganho de massa e recidiva do quadro de
diabetes. A figura 3 apresenta, de forma esquematica, a distribuicdo das amostras

utilizadas no estudo preliminar.

Figura 3 — Distribuicdo das amostras em cada grupo

Universo

Reganho
de Peso

Recidiva
de
Diabetes

17

Fonte: Autora (2019)

Foram criados 02 modelos metabondmicos, usando o formalismo LDA (Linear
Discriminants Analysis), como segue: Modelo 1 — Diabetes mellitus tipo 2 pds-cirurgia
bariatrica (11 positivos versus 22 negativos); e Modelo 2 — Reganho de massa pos-
cirurgia bariatrica (10 positivos versus 23 negativos). Todos os modelos foram
validados por LOOCV (Leave-One-Out Cross Validation), sendo os valores de
acuracia, sensibilidade, especificidade, VPN e VPN extraidos da matriz de
classificacéo apoés validacao cruzada.

O método de validacdo cruzada, dispensa um grupo de teste, diminuindo o

numero de analises.
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As amostras foram preparadas usando 400 pL do soro de sangue e 200 pL de
agua deuterada. Os espectros de RMN de 'H foram obtidos usando um espectrémetro
de RMN de 9,0 T, operando a 400 MHz para o nucleo de 'H. A sequéncia de pulsos
HPRESAT, que faz supresséo do sinal da agua, e, em seguida, a CPMG foi utilizada
para a obteng&o dos espectros, usando 0s seguintes parametros: janela espectral de
4.807 Hz, tempo de aquisicéo igual a 1,704 s, tempo de esperaigual a 2 s, pulsos de
RF de 90° igual a 13.200 e 128 repeticbes. Os espectros foram processados com
linebroadening igual a 0,3 Hz e dividido em regides iguais a 0,04 ppm, no intervalo
compreendido entre & 0,0 a 4,5 ppm. Foi excluida a regido apés 6 4,5 ppm. As linhas
de base e as fases dos espectros foram corrigidas manualmente.

Cada espectro foi processados com linebroadening igual a 0,3 Hz e divididos
em regides de mesma largura iguas a 0,04 ppm (bins), no intervalo compreendido
entre & 0 a 4,5 ppm, dando um total de 113 bins, utilizando o Software MestReNova
12.0. Foram excluidas as regides apos 4,5 ppm, que contém o sinal da agua.

As linhas de base foram corrigidas automaticamente pelo método de Polinbmio
de Bernstein e as fases dos espectros foram corrigidas manualmente. A Figura 4

abaixo exemplifica como ficaram os espectros apds esses processamentos manuais.

Figura 4 — Espectro apds processamento manual (amostra 1).

A T T T T T T T T A
4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

Fonte: Autora (2019)

Uma matriz foi construida com os dados destes bins, onde os bins de cada
amostra sdo convertidos em uma matriz linha (cada linha na matriz representa uma
amostra, ou seja, um espectro), na qual os elementos sao preenchidos com a integral
do bin correspondente a cada coluna (variaveis), resultando em uma matriz com 34
linhas (33 das amostras mais a linha de classificacdo) e 166 varidveis (113 dos bins
mais as variaveis de classe), que foi submetida ao tratamento quimiométrico de

analise estatistica multivariada (Figura 5).



Figura 5 — Matriz de bins com para construcdo dos modelos metabonémicos.
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NAO
SIM
NAO
SIM
NAO
NAO

c

NAO
NAO
sImM
simM
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO

D

Amostras REGANHO RECIDIVADM 0,033823

0,039741
-0,05729
-0,07429
0,091652
0,116938
0,387713

0,40066
-0,07804
0,023445
0,184507
0,542487
-0,07858
-0,03167
-0,03968
-0,08372
-0,00288
-0,04087
0,077782
0,137576
0,057532
-0,03385
-0,04282
-0,20601
-0,00171

3
0,079646
0,245131
0,087931
0,075101
0,425928
0,334237
0,651513
0,54527
0,113408
0,33304
0,241548
0,740994
0,096305
0,243545
0,233955
0,148791
0,095309
0,189913
0,280357
0,246671
0,271286
0,403135
0,351295
0,086763
0,13823

F
0,119462
0,152915
0,000435
0,017012
0,230474
0,231437
0,532702
0,475787
0,025286
0,249047
0,176608
0,684935
0,125005
0,076486
0,069421
0,137161
0,079703
0,154497
0,240253

0,12911

0,16446
0,188822
0,102649
-0,00962
0,073554

G
0,159291
0,116773
-0,22915
-0,20117
0,165291
0,020266
0,402768
0,348514
-0,09007
0,048499

0,12597
0,533932

-0,0616
-0,08149
-0,09142
-0,02328
-0,04029
0,085125

0,10478
0,117745

0,11946

-0,1162
-0,12625
-0,20217
-0,14377

H
0,199114

0,08288
-0,18768
-0,08421
0,152139
0,159149
0,507268
0,406569
-0,10704
0,096614
0,119676
0,696241
-0,10183
-0,02005
-0,02229

-0,0514
-0,04611
0,083782
0,139931
-0,01455
0,074726
-0,11323
-0,18934
-0,27615
-0,03967

1
0,238937
0,001717
-0,122
-0,16663
0,200719
0,172609
0,485237
0,514709
-0,05732
0,069472
0,172182
0,601214
-0,00998
-0,09405
-0,10363
-0,01392
0,013399
0,050428
0,127538
-0,1273
0,07681
-0,09599
-0,201
-0,20436
-0,01576

J
0,278759
0,027019
-0,18568
-0,20841
0,080614
0,184667
0,572108
0,411255
-0,04826
0,068169

0,19401
0,748115
-0,06105
-0,02113
-0,02879
-0,04398.
-0,03263

-0,0041
0,083748
-0,12239
0,098786
-0,11536

-0,1632
-0,23357
0,030533

K
0,318582
0,018704
-0,08173
-0,17267
0,211233
0,212661
0,631978
0,589831
0,087854
0,034294
0,144478
0,747961
-0,00115
-0,03874
-0,04266

-0,0419
0,008743

0,08848

0,06926
-0,08518
0,118463
-0,16024
-0,23305
-0,32837

0,10123

L
0,358405
-0,00047
-0,197
-0,26663
0,209084
0,236961
0,711541
0,64851
-0,03217
0,136638
0,115565
0,828729
-0,06084
-0,00611
-0,00921
0,002572
-0,02288
0,140747
0,067519
-0,13122
0,136598
-0,26615
-0,23066
-0,37133
0,085622

M
0,358228
0,022891
-0,14295
-0,40348
0,128938
0,286824
0,882936
0,659591
-0,10034
0,133095
0,246634
0,835235
0,052262
0,076447
0,074852
0,037109
-0,01566.
0,050342
0,192632
-0,31058
0,172093
-0,18424
-0,14337

-0,2366
0,170701

N
0,438051
0,051862
-0,23028
-0,21276
0,354492
0,324468
0,905102
0,660888
0,137296
0,172731
0,210082
0,993882
0,034391
-0,05395
-0,05451

0,07171
0,026213
0,037973
0,122122
-0,21308
0,151253
-0,29669
-0,30071
-0,24124
0,193912

o
0,477873
0,110757
-0,21377
-0,29945
0,372487
0,376986

1,03332
0,847306
0,107616
0,282179

0,28649

0,94778
0,033096
-0,01685

-0,0191
0,127299
0,060894
0,122921
0,135914
-0,29676
0,243745
-0,27126
-0,21926
-0,34016
0,194638

P
0,517696
0,125808
-0,07282
-0,31645
0,396722
0,608776

1,09255
0,991321
0,252127
0,406692
0,462521

1,06958
0,084831
0,101031
0,108711

0,09825
0,077897
0,111348
0,225035
-0,38931
0,365249
-0,19084
-0,26398
-0,17601
0,260482

Q
0,557519
0,159295
0,025472
-0,37478
0,486072
0,60143
1,32832
1,13035
0,308877
0,361327
0,424373
1,1665
0,13338
0,138787
0,144342
0,120621
0,171214
0,06378
0,330951
-0,39541
0,332714
-0,24029
-0,15066
-0,30527
0,411244

R
0,597342
0,200686
-0,02779
-0,30859
0,493009
0,688811

1,52475

1,33156
0,283417
0,498037
0,632859

1,47244
0,224265
0,288877

0,29525
0,165777
0,198478
0,198128
0,332968
-0,39107
0,393981
-0,22706
-0,25414
-0,24619
0,548202

s
0,637164
0,455333
0,037246
-0,37848
0,645983
0,917161

1,79434

1,59978
0,548975

0,60105
0,769696

1,64898
0,426382
0,259509
0,272171
0,243834
0,298451
0,380846
0423118
-0,50108

0,53141
-0,24539
-0,20153
-0,17271
0,713921

=
0,676987
0,71542
0,263977
-0,10907
1,03003
1,32958
2,32812
2,05459
0,963116
1,11924
0,98962
2,2077
0,885448
0,706315
0,724112
0,381982
0,547364
0,387957
0,962955
-0,33739
0,799552
-0,0079
0,079174
0,151534
1,10987

Fonte: Autora (2019)

A matriz de dados foi preprocessada usando a normalizacdo pela soma
(Standard Normal Variate - SNV) na linha (Figura 6) para realizacdo do formalismo
LDA, segundo a Equacdo 1 abaixo. Este processamento tem como finalidade
minimizar qualquer tipo de erro, tais como variagao na concentragao, erro associado
ao analista, etc. O pré-processamento impede que amostras com erros sistematicos
associados possam ter uma maior relevancia na construcdo do modelo, sem alterar a
informacdao contida na variavel, para que, assim, as amostras possam ser comparadas
entre si. Para construgcdo do modelo, utilizou-se escores de cinco componentes

principais, escolhidas pelo método de selecao de varidveis Lambda de Wilks.

x =32 Equacio (1)

s

7

Onde x é a intensidade do sinal num determinado deslocamento quimico, X € a
intensidade no espectro original (ou seja, a area de integracdo da variavel i), x € a

média de x para aquela amostra e s € o0 desvio-padréo de x na amostra.
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Figura 6 — Matriz normalizada por SNV

=(D2-$DM2)/SDN2

F G H 1 J K L M N o ) a R s T
138 Amostras REGANHO RECIDIVA DNVjpmiyB390a8mgrd7a646=0, 119468 0,159291 0,199114 0,238937 0,278759 0,318582 0,358405 0,398228 0,438051 0,477873 0,517696 0,557519 0,597342 0,637164 0,676987
E 2 NAo NAO -0,58139 -0,58375 -0,58597 -0,59128 -0,58963 -0,59017 -0,59143 -0,5899  -0,588 -0,58415 -0,58316 -0,58097 -0,57826 -0,56159 -0,54456
a0 simM nEO - - -0,5559 -0,56875 -0,56643 -0,56275 -0,56632 -0,5605 -0,56695 -0,56393 -0,56881 -0,56789  -0,56 -0,5545 -0,55748 -0,55384 -0,54115
a1 NAO sim -0,57576 -0,56812 -0,57109 -0,58226 -0,57627 -0,58043 -0,58263 -0,5808 -0,5856 -0,59261 -0,58285 -0,58728 -0,58815 -0,59114 -0,58775 -0,59133 -0,57754
a2 sIM sImM -0,60144 -0,57971 -0,59241 -0,59665 -0,59751 -0,59435 -0,60216 -0,59367 -0,5938 -0,59902 -0,58435 -0,58279 -0,58161 -0,5758 -0,57535 -0,5654 -0,54043
nEo nEo -0,54798 -0,53537 -0,54133 0,553 -0,54553 -0,54475 -0,54405 -0,54242 -0,54101 -0,53812 -0,53594 -0,53289 -0,51944 -0,51986 -0,51479 -0,50154 -0,4776
NAO NAO -0,50409 -0,49057 -0,49666 -0,50332 -0,49796 -0,49903 -0,49464 -0,49157 -0,48743 -0,4787 -0,47756 -0,47093 -0,46795 -0,45586 -0,44579 -0,43196 -0,40459
NAO NAO -0,6113 -0,59896 -0,60489 -0,61575 -0,61079 -0,60156 -0,61039 -0,59515 -0,59014 -0,5892 -0,58909 -0,57317 -0,56088 -0,54501 -0,53184 -0,50894 -0,47012
nEo nEo -0,66116 -0,64524 -0,65257 -0,66216 -0,66357 -0,65944 -0,63868 -0,64736 -0,65734 -0,66302 -0,64325 -0,64572 -0,6337 -0,62898 -0,6311 -0,60901 -0,57436
a7 sim NAO -0,70146 -0,67162 -0,67971 -0,69304 -0,6944 -0,69702 -0,69715 -0,70041 -0,69055 -0,6908% -0,68707 -0,67652 -0,66452 -0,66889 -0,65572 -0,64579 -0,59585
a3 NAO NAO -0,58962 -0,58542 -0,5902 -0,59393 -0,59439 -0,59053 -0,58892 -0,59256 -0,59469 -0,58505 -0,58774 -0,58212 -0,56917 -0,57197 -0,55664 -0,54657 -0,53039
49 nEo simM -0,64382 -0,63164 -0,63508 -0,64435 -0,63435 -0,64022 -0,6312 -0,63121 -0,62625 -0,62586 -0,61612 -0,61895 -0,61147 -0,60553 -0,58675 -0,57592 -0,54163
50 NAO NAO -0,46136 -0,45374 -0,45249 -0,46062 -0,46237 -0,45837 -0,4606 -0,45799 -0,46059 -0,45566 -0,45634 -0,4565 -0,45424 -0,45213 -0,44817 -0,43936 -0,41936
51 NAO NAO -0,68246 -0,65538 -0,67182 -0,68736 -0,68132 -0,6886 -0,68142 -0,68316 -0,67995 -0,67182 -0,68465  -0,681 -0,66%4 -0,66569 -0,65092 -0,65381 -0,60984
52 simM simM -0,67971 -0,65276 -0,66395 -0,6848 -0,67799 0,686 -0,67863  -0,68 -0,67671 -0,66843 -0,68117 -0,67768 -0,66509 -0,66159 -0,64673 -0, -0,6045
53 NAO NAO -0,80705 -0,76464 -0,76676 -0,79602 -0,80115 -0,79431 -0,7998 -0,79342 -0,79131 -0,78501 -0,7787 -0,76856 -0,77386 -0,76977 -0,76154 - -0,7221
54 NAO NAO -0,68028 -0,66862 -0,67047 -0,68472 -0,68541 -0,67834 -0,68381 -0,67889 -0,68265 -0,68179 -0,67682 -0,6727 -0,67068 -0,65961 -0,65637 -0, -0,61495
55 simM simM -0,7957 -0,76349 -0,76243 -0,77811 -0,7783 -0,78296 -0,79057 -0,77764 -0,77035 -0,78297 -0,78469 -0,77284 -0,77445 -0,78109 -0,76234 -0, -0,73584
56 sim NAO -0,46577 -0,45696 -0,4587 0,466 -0,46307 -0,46361 -0,46551 -0,46614 -0,46622 -0,46077 -0,46384 -0,46324 -0,45936 -0,45475 -0,45467 - -0,42725
57 sImM -0,5849 -0,57661 -0,58555 -0,58641 -0,59647 -0,60504 -0,60467 -0,60192 -0,60534 -0,61898 -0,61156 -0,61793 -0,62496 -0,62543 -0,6251 -0, -0,62101
58 simM simM -0,60519 -0,58592 -0,59555 -0,53961 -0,60364 -0,60345 -0,60147 -0,5997 -0,50806 -0,50486 -0,50674 -0,5824 -0,57745 -0,58038 -0,57436 -0, -0,53829
59 NAO sim -0,63668 -0,60354 -0,61979 -0,64292 -0,6427 -0,64139 -0,64286 -0,64626 -0,65423 -0,64808 -0,65661 -0,65468 -0,64858 -0,65233 -0,65133 - -0,63471
60 NAO -0,71668 -0,67769 -0,70229 -0,72493 -0,73117 -0,73233 -0,72859 -0,7355 -0,73526 -0,72663 -0,74219 -0,73413 -0,73856 -0,72735 -0,73758 - -0,70461
61 sImM -0,62215 -0,59623 -0,60477 -0,62181 -0,62836 -0,62205 -0,62459 -0,63298 -0,63679 -0,62486 -0,62532 -0,63403 -0,6195 -0,63094 -0,62571 -0,5905
62 NAO -0,57913 -0,57102 -0,57477 -0,58737 -0,58133 -0,58018 -0,57726 -0,57317 -0,57407 -0,56914 -0,56779 -0,56775 -0,56334 -0,5552 -0,54726 -0,53765 -0,5147 _

43
44
45
46

Fonte: Autora (2019)

3.4.2 Procedimentos éticos

3.4.2.1 Aprovacéo pelo comité de ética

O projeto foi encaminhado ao Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Saude da UFPE para analise e aprovacdo, como também seguiu 0s
principios que regem o Cdédigo de Etica Médica e as normas vigentes da Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) criada pela resolucdo do Conselho Nacional
de Saude de numero 466/12 e seguindo os principios da declaracdo de Helsinque
para pesquisa em Humanos (ANEXO A).

Avaliacdo ambulatorial dos pacientes que foram convidados a participar do
estudo e a inclusdo do mesmo somente foi permitida, através de assinatura de termo

de consentimento livre e esclarecido (APENDICE B).
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4 RESULTADOS

No modelo I, para avaliacdo da recidiva da diabetes, foram selecionadas 05
variaveis para a construcao do modelo, que resultou nas duas funcdes discriminantes

apresentadas nas equacoes abaixo:

FD1 = —699,999.8 56 — 257,116.5,1, — 378,566.83 93 — 703,369. 8395 + 778,530. 8,0,
— 247,463
FD2 = 581,654.80 5 — 212,437.8, 11 — 319,460.53 g3 — 602,170. 83 95 + 627,2838,9, — 186,909

Onde, FD1 e FD2 sédo as funcdes discriminantes para classificar uma amostra nos
grupos recidiva ou ndo de diabetes, respectivamente.

A Tabela 1 apresenta a matriz de classificacdo, apos validacao cruzada, para
o diagndstico de recidiva da diabetes.

Tabela 1 — Matriz de classificagdo do modelo metabon6émico | (LDA, 5 variaveis, 33 amostras)

Diagnostico Clinico

Recidiva Negativo
- Recidiva 9 0
=
= Negativo 2 22

Fonte: Autora (2019)

O modelo apresentou uma acuracia de 93,9% (31/33), sensibilidade de 81,8%,
especificidade de 100%, valor preditivo positivo (VPP) igual a 100% e valor preditivo
negativo (VPN) igual a 91,7%. Foi realizado o teste F de Fischer para investigar se o
modelo tem significancia estatistica. Foram utilizados 5 e 27 graus de liberdade,
resultando em Fs27 = 12,48 (p < 0.001).
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A Figura 7 apresenta o grafico de valores preditos pelo modelo metabonémico versus
os valores observados para cada amostra (0 = Negativo; 1 = Recidiva).

Figura 7 — LDA - valores preditos versus valores observados. Em destaque, as amostras que

foram classificadas no grupo errado.
1.4 . .
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Fonte: Autora (2019)

Na Validacéo Cruzada, o modelo errou a classificacdo das amostras 15 e 29.
O segundo modelo metabonémico foi construido para avaliacao do reganho de
peso. Foram selecionadas 05 variaveis para a construcdo do modelo, que resultou

nas duas fun¢@es discriminantes apresentadas nas equacdes abaixo:

FD1 = 352,07.5, 4, — 1201,4.5, 7, + 628,37.833 — 2356,81.839, — 351,9.8; 54 — 486,19
FD2 = 415,84.8, 4, — 1301,59. 8, 51 + 687,73.83 93 — 2555,33.83 97 — 370,97. 835, — 557,26

Onde, FD1 e FD2 séo as funcdes discriminantes para classificar uma amostra nos
grupos de reganho de peso ou nao, respectivamente.
A Tabela 2 apresenta a matriz de classificacdo, apds validacéo cruzada, para

o diagndstico de reganho.
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Tabela 2 — Matriz de classificagdo do modelo metabondmico Il (LDA, 5 variaveis, 33 amostras).

Diagndstico Clinico

BIE Controle
— BIE 7 2
=
= Controle 3 21

Fonte: Autora (2019)

O modelo apresentou uma acuracia de 84,8% (28/33), sensibilidade de 70,0%,
especificidade de 91,3%, valor preditivo positivo (VPP) igual a 77,8% e valor preditivo
negativo (VPN) igual a 87,5%. Foi realizado o teste F de Fischer para investigar se o
modelo tem significancia estatistica. Foram utilizados 5 e 27 graus de liberdade,
resultando em Fs27 = 7,55 (p = 0,002).

A Figura 8 apresenta o grafico de valores preditos pelo modelo metabondédmicos

versus os valores observados para cada amostra (0O = Negativo; 1 = Reganho).

Figura 8 — Modelo metabondmico para discriminagédo das amostras de pacientes que apresentaram
reganho de massa apés cirurgia bariatrica. LDA - valores preditos versus valores observados. Em
destaque, as amostras que foram classificadas no grupo errado.
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Fonte: Autora (2019)
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5 DISCUSSAO

Ha uma necessidade latente de identificar métodos que tenham valor
progndstico para remissdo de diabetes em pacientes que serdo submetidos a cirurgia
bariatrica, como uma forma de triar aqueles pacientes que estardo curados ou nao
apos a cirurgia.

E sabido que fatores como idade, tempo do diagndstico de diabetes, sexo,
indice de massa corporal, hemoglobina glicosilada Alc e valor do peptideo C em jejum
sdo fatores individuais de prognéstico para o tratamento da diabetes(®).

No entanto, hd uma necessidade de busca de fatores independentes destes
fatores prognosticos que sinalizem os pacientes que serdo bons respondedores ou
nao da terapéutica proposta.

No atual cenario da cirurgia bariatrica e metabdlica, hé indicacédo do tratamento
cirirgico da sindrome metabdlica, em pacientes com refratariedade ao tratamento
clinico da diabetes, com IMC cada vez menores("). Neste contexto, identificar um
meio metabondmico, que avalie o espectro metabdlico dos pacientes que serdo bons
respondedores ao tratamento cirdrgico proposto, € bastante pertinente.

Estudo anterior aponta que o impacto metabdlico da cirurgia bariatrica
poderia ser acessado via metabon6mica, demonstrando os efeitos cirlrgicos sobre
diversos componentes e vias bioguimicas do organismo, apesar de o0 exato
mecanismo fisiopatoldgico ndo estar completamente elucidado ().

A ferramenta que usamos em nosso estudo foi a tHRNM. Pois esta é uma das
plataformas de analise metabondmica mais utilizadas nos estudos relacionados aos
efeitos da cirurgia bariatrica, embora poucos. Alguns outros estudos, no entanto,
utilizaram a espectrometria de massa, um método que permite a deteccao,
caracterizagcdo e quantificacdo de metabolitos de baixo peso molecular das mais
variadas classes, como lipidios, aminoacidos, peptideos, acidos nucleicos, acidos
organicos, vitaminas e carboidratos.

Mesmo com a atual falta de consenso e a necessidade de maior investigacao,
alguns grupos de metabdlitos se destacaram, mostrando maior importancia no
processo fisiopatolégico®. Um dos maiores grupos a sofrer alteracdes é o dos
aminoacidos, os niveis de BCAA, por exemplo, foram correlacionados com resisténcia
insulinica no pds-operatério™76). Além dos aminoacidos, o metabolismo lipidico se

mostrou alterado, principalmente relacionado aos niveis de &cidos graxos,
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triglicerideos, LDL, HDL(>77, Qutro fator importante é a modulacdo da microbiota
intestinal, bacteroides e firmicutes, cujos niveis no pds-operatério mostram ligacdo
com a perda de peso e remissdo DM2(75.78),

Em pacientes diabéticos, acredita-se que a remissdo da DM2 ocorra
independentemente da perda de peso(?), e as aplicagées recentes da metabondmica
nessa area possibilitaram a descoberta de marcadores de fisiopatologia, progndéstico
e fatores de risco da doenca®,

Nesses casos, perfil metabdlico por 'H RNM mostrou alteracdes no
metabolismo basal associadas & homeostase energética apds cirurgia bariatrica, com
diminuicdo da glicose e aumento de acetato e lactato, diminuicAo de BCAA e
alteracGes no metabolismo lipidico®1-82),

No nosso estudo, pudemos observar que a remissdo da DM2 ocorreu
independente. Mesmo em pacientes com reganho de peso, houve remissdo da
diabetes durante o prazo do acompanhamento.

Pelas limitagbes do seguimento a longo dos pacientes pela perda de
seguimento foi optada pela analise estritamente pds-operatéria, o que limita a
avaliacdo como estudo para prognastico.

O modelo para avaliar remissdo da diabetes apresentou uma acuracia de
93,9% (31/33), sensibilidade de 81,8%, especificidade de 100%, valor preditivo
positivo (VPP) igual a 100% e valor preditivo negativo (VPN) igual a 91,7%. Foi
realizado o teste F de Fischer para investigar se 0 modelo tem significancia estatistica.
Foram utilizados 5 e 27 graus de liberdade, resultando em Fs27 = 12,48 (p < 0.001).

N&o foi possivel identificar explicacdo clinica para os dois pacientes que
apresentaram recidiva da diabetes, porém nao foram incluidos nos modelos
metabonémicos de auséncia de recidiva. Uma possivel explicacdo é que sejam
outliers.

Além disso, € preciso investigar as regides espectrais importantes para a
discriminagédo, visando identificar os metabdlitos. No entanto, 0 nimero de amostras
ainda € muito reduzido no grupo positivo (recidiva de diabetes), considerando que
temos 11 amostras e cinco desses também apresentaram reganho de massa.

No que pese ter uma relacdo entre os dois (recidiva de diabetes e reganho de
massa), o fato de termos uma distribuicdo dessa forma torna mandatério aumentar o
namero de individuos nesse grupo para validar ainda mais o modelo como

prognaéstico, assim como comparar os perfis no pré e no pos-operatorio.
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Em relacdo aos resultados encontrados quanto a avaliagdo metabondmica para
reganho de peso, a distribuicdo das amostras para o Modelo | sé&o validas para o
Modelo II. Identificamos que ha mais erros de classificacéo, sugerindo que o modelo
€ mais sensivel a essa distribuicao.

Nesse sentido, a investigacdo de possiveis metabodlitos associados as
discriminagBes observadas devem ter inicio apenas quando esses vieses na
distribuicdo das amostras forem corrigidos, aumentanto por exemplo, 0 numero de
pacientes avaliados.

Como perspectiva, pode-se inferir que a estratégia metabondmica seja método
promissor de avaliacdo prognéstica de recidiva da diabetes e reganho de peso apés
cirurgia bariatrica em amostras de sangue de pacientes submetidos ao procedimento
com finalidade de controle metabodlico. Os resultados encontrados no estudo
encorajam a continuidade deste projeto, apdés as corre¢cdes metodoldgicas

necessarias, além de nortearem a expansao desta linha de pesquisa.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos com a metodologia utilizada, conclui-se que:
O modelo metabondmico para avaliagdo de remissao ou recidiva de diabetes
apos cirurgia bariatrica mostrou-se eficaz e promissor como método de avaliagao

prognastica.
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RESUMO

Introducéo: Atualmente, a cirurgia bariatrica € considerada o tratamento mais eficaz
para perda de peso em pacientes com obesidade severa. Contudo, é desafiador o
entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na perda de peso e nos
beneficios metabdlicos, especialmente a remissdo do diabetes mellitus tipo 2 (DM2).
Estudos tém mostrado que até 30% dos pacientes submetidos a cirurgia
bariatrica/metabodlica apresentardo recorréncia da DM2, além dos 45% que
apresentardo reganho de peso. Neste estudo, avaliamos as diferencas entre os perfis
metabon6micos no plasma de pacientes que apresentardo remissdo de DM2 e
agueles que ndo apresentaram remissao apOs cirurgia bariatrica/metabdlica,
buscando encontrar um  fator preditvo para 0 sucesso desta
cirurgia. Objetivo: Analisar a utilizacdo de modelo metabondémico para avaliagéo da
remissdo do DM2 apds cirurgia bariatrica/metabdlica. Métodos: Participaram do
estudo 33 pacientes obesos diabéticos tipo 2, dos quais 22 tiveram remissdo completa
da DM2 e 11 e tiveram recidiva da DM2 ou ndo apresentaram remissdo da doenca no
pés-operatorio. Amostras de sangue foram coletadas para avaliacdo dos perfis
metabondmicos séricos atraves de um estudo metabonémico baseado em RMN de
'H. Resultados: O modelo metabondmico para avaliagdo da recidiva da
diabetes apresentou uma acuracia de 93,9%, sensibilidade de 81,8%, especificidade
de 100%, valor preditivo positivo (VPP) igual a 100% e valor preditivo negativo (VPN)
igual a 91,7%. Conclusao: O modelo metabondémico para avaliagdo de remissao ou
recidiva de diabetes apds cirurgia bariatrica mostrou-se uma ferramenta eficaz e

promissora para determinar o progndéstico desses pacientes.

Palavras-chave: Obesidade. Cirurgia bariatrica. Reganho de peso. Diabetes mellitus.
Bypass gastrico. Sleeve gastrico. Sindrome metabdlica.
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ABSTRACT

Introduction: Currently, bariatric surgery is the most effective treatment for weight
loss in severely obese patients. However, it is challenging to elucidate the molecular
mechanisms involved in this weight loss and also in the metabolic improvements,
especially type 2 diabetes (T2D) remission. Studies show that up to 30% of those
patients who have undergone bariatric/metabolic surgery will experience T2D
recurrence, besides those 45% that will experience weight regain. In the current study
we evaluated the differences between the metabonomic profile in the serum of patients
who have experienced T2D remission and those who did not after bariatric/metabolic
surgery, aiming to find a predictive factor for the success of this surgery. Purpose: To
analyze a metabonomic model to evaluate T2D remission after bariatric/metabolic
surgery. Methods: Thirthy-three patients withi obesity and T2D were submitted to
bariatric/metabolic surgery, among which, 22 experienced complete remission of T2D,
and 11 did not experience remission in the postoperative period. Blood samples were
taken in order to assess the serum profiles through a *H NMR-based metabonomic
study. Results: The metabonomic model for the assessment of T2D recurrence
presented an accuracy of 93.9%, sensibility of 81.8%, specificity of 100%, positive
predictive value of 100% and a negative predictive value of 91.7%. Conclusion: The
metabonomic model to assess remission or recurrence of T2D after bariatric surgery
has shown to be an effective and promising tool to establish the prognosis of this

patients.

Keywords: Obesity. Bariatric surgery. Weight regain. Diabetes mellitus. Gastric

bypass. Sleeve gastrectomy. Metabolic syndrome.
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INTRODUCAO

A obesidade é uma doenca caracterizada pelo acumulo crénico e excessivo de
tecido adiposo devido ao desequilibrio duradouro entre ingestédo e gasto energético,
resultando frequentemente em sérios prejuizos a saude, como doencas genéticas,
alteracGes da atividade metabdlica e enddcrina ou por alteragdes nutricionais*®). O
recente aumento da popularidade aponta a obesidade como um dos maiores
problemas de saude publica em todo o mundo com uma estimativa de que haja, em
2025, aproximadamente 2,3 bilhdes de adultos em sobrepeso e mais de 700 milhdes
de obesos®.

Pesquisadores demonstram que uma perda de peso equivalente por dieta,
comparado a cirurgia bariatrica, promove menos beneficios no controle dos niveis
glicémicos. Inclusive, apds a cirurgia, a remissdo da diabetes mellitus tipo 2 (DMT2)
pode ser observada independente da perda de massa(’-19, A terapia cirtrgica fornece
0 Unico tratamento viavel para obesidade grave com perda de excesso de peso,
resolucdo e melhora das comorbidades. As atuais cirurgias metabdlicas bariatricas
resultam em perdas de peso significativas e duradouras, bem como em importantes
alteracGes metabdlicas®D). O tratamento cirdrgico da obesidade mostra-se superior
em relacdo ao tratamento medicamentoso no controle da glicemia, assim como 0s
resultados alcancados com a cirurgia bariatrica podem retardar ou diminuir a
progressédo da nefropatia diabética(*213

E um desafio para a comunidade académica entender os mecanismos
moleculares envolvidos na diminui¢cdo de massa nos pacientes submetidos a cirurgia
bariatrica, bem como os beneficios metabdlicos e a forte associacdo com a cura do
diabetes mellitus tipo 2 (DMT2). Neste estudo, ndés admitimos a hipdtese que ao
encontrarmos as diferencas de perfis metabondémicos no plasma de pacientes
submetidos a cirurgia bariatrica com e sem remissdo de DMT2, poderemos prever
quem respondera a cirurgia com cura ou controle parcial da doenca, podendo esta

funcionar como indicacao terapéutica.
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Quadro 1. Estudos metabonémico por *H RNM em pacientes obesos submetidos a cirurgia

bariatrica.

Autor

Técnica
Metabondmica

Grupo
Observado

Tempo

Resultados principais

Lopes et
al.t 2016

H RNM

10 pacientes
com obesidade
e DM2

Pré e 12 meses
pbs-op

Abordagem  metabolémica
baseada no tempo de RMN-
1H. Mais rapida absorcéo de
glicose no pos-op.;
decrécimo nos niveis de
lactato e BCAA. Aumento de
valina, isoleucina e leucina.

Lopes et
al.t® 2015

'H RNM

10 pacientes
com obesidade
e DM2

Pré e 12 meses
pés-op.

Maiores niveis de leucina,
isoleucina, valina, treonina,
lactato e glicose no pré-
operatdrio.
Acetato, glutamina/
glutamato, metilamina,
dimetilamina, O-acetil-
carnitina e carnitina maiores
no pés-operatério.

1) 2014

Kwon et al.

'H RNM

22 pacientes
com obesidade

7 dias, e nova
avaliacdo nos 3

Assinaturas metabdlicas do
pos-operatdrio mais precoce

e DM2 meses pos- | (7 dias) podem estar
operatério. correlacionadas com o
controle glicémico aos 3
meses apds a cirurgia, via
HbAlc. Com base nos niveis
de 3-HB, glicose e HbAlc.

BCAA — Aminoacidos de cadeia ramificada; HbAlc-Hemoglobina glicada; 3-HB — Acido beta hidroxibutirico;, DM2 — Diabetes
Mellitus tipo 2; *H RNM — Ressonancia Nuclear Magnética de hidrogénio

A viabilidade econdmica, embora ainda dificil na pratica clinica atual, € bastante
promissora, uma vez que os novos aparelhos de RNM estdo vindo acoplados de
modulos de RMS, mostrando que possivelmente no futuro poderdo ser adquiridos
espectros de boa qualidade durante exames de imagens convencionais sem a
necessidade de grande acréscimo financeiro.

No momento, o exame de RNM de cranio acoplado com espectometria é
realizado para investigacdo neuroldgica e possui custo estimado de R$ 268,75,
conforme a tabela do Sistema Unico de Saude (SUS)®") e ja consta no rol de
procedimentos da Agéncia Nacional de Satde Suplementar (ANS)18). Estima-se que
a utilizacdo da RNM na avaliacdo de pacientes diabéticos obesos candidatos ao

tratamento cirdrgico nao tenha um valor muito diferente.
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N&o obstante, este estudo limita-se a investigacdo da viabilidade clinica da
estratégia metabonémica e, ndo propriamente, da identificacdo de um biomarcador.
Em tempo, espera-se no futuro, poder elucidar o uso de biomarcadores pela estratégia
metabonémica por RNM como uma ferramenta util para avaliar o prognostico da
remissdo da diabetes apds a cirurgia bariatrica.

Analisar a utilizacado de modelo metabondémico para avaliagao da regressao do
diabetes mellitus tipo Il apds cirurgia bariatrica. Da mesma forma, construir modelos
metabondmicos baseados em RMN de 'H, visando discriminar pacientes que tiveram

reganho de massa poés-cirurgia bariatrica dos que néo tiveram.

METODOS
O estudo foi desenvolvido no ambulatério de Cirurgia Geral do Hospital das
Clinicas e no Laboratério Central Analitica do Departamento de Quimica Fundamental
— UFPE. O estudo foi do tipo transversal observacional em pacientes diabéticos que
foram submetidos a cirurgia bariatrica.

Participaram do estudo 33 pacientes obesos diabéticos tipo 2 (a) que
realizaram cirurgia bariatrica e tiveram remissdo completa da mellitus tipo 2 e (b)
pacientes que realizaram cirurgia bariatrica que tiveram recidiva da diabetes mellitus
tipo Il ou ndo tiveram remissdo da doenca no pos-operatério (Quadro 2). Todos os
participantes da pesquisa assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE). As amostras de sangue foram coletadas no Laboratério Central do Hospital
das Clinicas da UFPE, onde foram realizadas todas as determinacdes de rotina.
Amostras de soro de cada paciente foram encaminhadas a Central Analitica do
Departamento de Quimica Fundamental (DQF) da UFPE para a obtencdo dos
espectros de RMN de H.

Foram constituidos dois universos de pesquisa, cada qual contendo dois grupos,
sendo: (1) Investigacdo da regressao da diabetes mellitus 2 pos-cirurgia bariatrica.

= Grupo I: Pacientes que apresentaram regressdo do quadro de diabetes

mellitus apos intervencgdo cirdrgica,

= Grupo II: Pacientes que nao apresentaram regressao do quadro de diabetes

mellitus apos intervencgao cirurgica.

O segundo grupo consiste em (2) Investigacao do reganho de peso pds-cirurgia
bariatrica.



53

= Grupo |: Pacientes que ndo apresentaram reganho de peso apoés
intervencgao cirurgica,
= Grupo II: Pacientes que apresentaram reganho de peso apos intervencao

cirdargica.

Foram criados 02 modelos metabonémicos, usando o formalismo LDA (Linear
Discriminants Analysis), como segue: Modelo 1 — Diabetes mellitus tipo 2 pds-cirurgia
bariatrica (11 positivos versus 22 negativos); e Modelo 2 — Reganho de massa poés-
cirurgia bariatrica (10 positivos versus 23 negativos). Todos os modelos foram
validados por LOOCV (Leave-One-Out Cross Validation), sendo os valores de
acuracia, sensibilidade, especificidade, VPN e VPN extraidos da matriz de
classificacéo apdés validacao cruzada.

O método de validacdo cruzada, dispensa um grupo de teste, diminuindo o
namero de analises.

As amostras foram preparadas usando 400 pL do soro de sangue e 200 pL de
agua deuterada. Os espectros de RMN de *H foram obtidos usando um espectrémetro
de RMN de 9,0 T, operando a 400 MHz para o nucleo de 'H. A sequéncia de pulsos
HPRESAT, que faz supresséao do sinal da agua, e, em seguida, a CPMG foi utilizada
para a obtencdo dos espectros, usando 0s seguintes parametros: janela espectral de
4.807 Hz, tempo de aquisicéo igual a 1,704 s, tempo de espera igual a 2 s, pulsos de
RF de 90° igual a 13.200 e 128 repeticbes. Os espectros foram processados com
linebroadening igual a 0,3 Hz e dividido em regides iguais a 0,04 ppm, no intervalo
compreendido entre 6 0,0 a 4,5 ppm. Foi excluida a regiao apos 6 4,5 ppm. As linhas
de base e as fases dos espectros foram corrigidas manualmente.

Cada espectro foi processados com linebroadening igual a 0,3 Hz e divididos
em regibes de mesma largura iguas a 0,04 ppm (bins), no intervalo compreendido
entre 6 0 a 4,5 ppm, dando um total de 113 bins, utilizando o Software MestReNova
12.0. Foram excluidas as regides apos 4,5 ppm, que contém o sinal da agua.

As linhas de base foram corrigidas automaticamente pelo método de Polinbmio
de Bernstein e as fases dos espectros foram corrigidas manualmente. A Figura 1
abaixo exemplifica como ficaram 0s espectros ap0s esses processamentos manuais.

Uma matriz foi construida com os dados destes bins, onde os bins de cada
amostra sdo convertidos em uma matriz linha (cada linha na matriz representa uma

amostra, ou seja, um espectro), na qual os elementos sao preenchidos com a integral
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do bin correspondente a cada coluna (variaveis), resultando em uma matriz com 34
linhas (33 das amostras mais a linha de classificacdo) e 166 varidveis (113 dos bins
mais as variaveis de classe), que foi submetida ao tratamento quimiométrico de

analise estatistica multivariada (Figura 2).

A matriz de dados foi preprocessada usando a normalizacdo pela soma
(Standard Normal Variate - SNV) na linha (Figura 3) para realizagdo do formalismo
LDA, segundo a Equacdo 1 abaixo. Este processamento tem como finalidade
minimizar qualquer tipo de erro, tais como variacdo na concentracdo, erro associado
ao analista, etc. O pré-processamento impede que amostras com erros sistematicos
associados possam ter uma maior relevancia na construcdo do modelo, sem alterar a
informacé&o contida na variavel, para que, assim, as amostras possam ser comparadas
entre si. Para construcdo do modelo, utilizou-se escores de cinco componentes

principais, escolhidas pelo método de selecéo de varidveis Lambda de Wilks.

x =82 Equacéo (1)

N

7

Onde x é a intensidade do sinal num determinado deslocamento quimico, X € a
intensidade no espectro original (ou seja, a area de integracdo da variavel i), x é a

média de x para aquela amostra e s é o desvio-padrdo de x na amostra.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Saude da UFPE para analise e aprovacdo, como também seguiu 0s
principios que regem o Caédigo de Etica Médica e as normas vigentes da Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) criada pela resolucéo do Conselho Nacional
de Saude de numero 466/12 e seguindo os principios da declaracdo de Helsinque
para pesquisa em Humanos. Avaliacdo ambulatorial dos pacientes que foram
convidados a participar do estudo e a inclusdo do mesmo somente foi permitida,

através de assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido (APENDICE B).
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RESULTADOS

No modelo I, para avaliacdo da recidiva da diabetes, foram selecionadas 05
variaveis para a construcao do modelo, que resultou nas duas funcdes discriminantes

apresentadas nas equacoes abaixo:

FD1 = —699,999.8 56 — 257,116.5, 1, — 378,566.83 93 — 703,369. 8395 + 778,530. 8,0,
— 247,463
FD2 = 581,654.80 5 — 212,437.8, 11 — 319,460.53 g3 — 602,170. 83 95 + 627,2838,9, — 186,909

Onde, FD1 e FD2 séo as funcdes discriminantes para classificar uma amostra nos
grupos recidiva ou ndo de diabetes, respectivamente.

A Tabela 1 apresenta a matriz de classificacdo, apos validacao cruzada, para
o diagndstico de recidiva da diabetes.

O modelo apresentou uma acuracia de 93,9% (31/33), sensibilidade de 81,8%,
especificidade de 100%, valor preditivo positivo (VPP) igual a 100% e valor preditivo
negativo (VPN) igual a 91,7%. Foi realizado o teste F de Fischer para investigar se o
modelo tem significAncia estatistica. Foram utilizados 5 e 27 graus de liberdade,
resultando em Fs27 = 12,48 (p < 0.001).

A Figura 4 apresenta o gréafico de valores preditos pelo modelo metabonémico

versus os valores observados para cada amostra (0 = Negativo; 1 = Recidiva).

. Em destaque, as amostras que foram classificadas no grupo errado.

Na Validagéo Cruzada, o modelo errou a classificacdo das amostras 15 e 29.
O segundo modelo metabondémico foi construido para avaliacdo do reganho de
peso. Foram selecionadas 05 variaveis para a constru¢do do modelo, que resultou

nas duas funcgdes discriminantes apresentadas nas equacodes abaixo:

FD1 = 352,07.8, 4, — 1201,4.5, 7, + 628,37.833 — 2356,81.839, — 351,9.8; 54 — 486,19
FD2 = 415,84.8, 4, — 1301,59. 8, 51 + 687,73. 8393 — 2555,33.83 97 — 370,97. 835, — 557,26

Onde, FD1 e FD2 séo as funcgdes discriminantes para classificar uma amostra nos

grupos de reganho de peso ou néo, respectivamente.
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A Tabela 2 apresenta a matriz de classificacdo, apos validacao cruzada, para
o diagndstico de reganho.

O modelo apresentou uma acuracia de 84,8% (28/33), sensibilidade de 70,0%,
especificidade de 91,3%, valor preditivo positivo (VPP) igual a 77,8% e valor preditivo
negativo (VPN) igual a 87,5%. Foi realizado o teste F de Fischer para investigar se o
modelo tem significAncia estatistica. Foram utilizados 5 e 27 graus de liberdade,
resultando em Fs27 = 7,55 (p = 0,002).

A Figura 5 apresenta o grafico de valores preditos pelo modelo metabondédmicos

versus os valores observados para cada amostra (0 = Negativo; 1 = Reganho).

DISCUSSAO

Ha uma necessidade latente de identificar métodos que tenham valor
progndstico para remissdo de diabetes em pacientes que seréo submetidos a cirurgia
bariatrica, como uma forma de triar aqueles pacientes que estardo curados ou nao
apos a cirurgia.

E sabido que fatores como idade, tempo do diagndstico de diabetes, sexo,
indice de massa corporal, hemoglobina glicosilada Alc e valor do peptideo C em jejum
sdo fatores individuais de prognéstico para o tratamento da diabetes®9).

No entanto, ha uma necessidade de busca de fatores independentes destes
fatores prognosticos que sinalizem os pacientes que serdo bons respondedores ou
nao da terapéutica proposta.

No atual cenario da cirurgia bariatrica e metabdlica, h& indicacdo do tratamento
cirargico da sindrome metabdlica, em pacientes com refratariedade ao tratamento
clinico da diabetes, com IMC cada vez menores®?. Neste contexto, identificar um
meio metabondmico, que avalie o espectro metabdlico dos pacientes que serédo bons
respondedores ao tratamento cirdrgico proposto, é bastante pertinente.

Estudo anterior aponta que o impacto metabdlico da cirurgia bariatrica
poderia ser acessado via metabon6mica, demonstrando os efeitos cirlrgicos sobre
diversos componentes e vias bioquimicas do organismo, apesar de o0 exato
mecanismo fisiopatolégico ndo estar completamente elucidado®b.

A ferramenta que usamos em nosso estudo foi a tHRNM. Pois esta é uma das
plataformas de andlise metabonémica mais utilizadas nos estudos relacionados aos
efeitos da cirurgia bariatrica, embora poucos. Alguns outros estudos, no entanto,

utilizaram a espectrometria de massa, um método que permite a deteccao,
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caracterizagdo e quantificacdo de metabolitos de baixo peso molecular das mais
variadas classes, como lipidios, aminoécidos, peptideos, &cidos nucleicos, acidos
organicos, vitaminas e carboidratos.

Mesmo com a atual falta de consenso e a necessidade de maior investigacao,
alguns grupos de metabdlitos se destacaram, mostrando maior importancia no
processo fisiopatolégico®d). Um dos maiores grupos a sofrer alteracdes é o dos
aminoacidos, os niveis de BCAA, por exemplo, foram correlacionados com resisténcia
insulinica no pdés-operatério122), Além dos aminoacidos, o metabolismo lipidico se
mostrou alterado, principalmente relacionado aos niveis de &cidos graxos,
triglicerideos, LDL, HDL®?123), Qutro fator importante € a modulacdo da microbiota
intestinal, bacteroides e firmicutes, cujos niveis no pds-operatorio mostram ligacao
com a perda de peso e remissdo DM2(1.24),

Em pacientes diabéticos, acredita-se que a remissdo da DM2 ocorra
independentemente da perda de peso®®), e as aplicagdes recentes da metabonémica
nessa area possibilitaram a descoberta de marcadores de fisiopatologia, progndstico
e fatores de risco da doenca®®),

Nesses casos, perfil metabdlico por 'H RNM mostrou alteracdes no
metabolismo basal associadas a homeostase energética apds cirurgia bariatrica, com
diminuicdo da glicose e aumento de acetato e lactato, diminuicdo de BCAA e
alteracGes no metabolismo lipidico@”:28),

No nosso estudo, pudemos observar que a remissdo da DM2 ocorreu
independente. Mesmo em pacientes com reganho de peso, houve remissdo da
diabetes durante o prazo do acompanhamento.

Pelas limitagbes do seguimento a longo dos pacientes pela perda de
seguimento foi optada pela analise estritamente pdés-operatéria, o que limita a
avaliacdo como estudo para prognaostico.

O modelo para avaliar remissdo da diabetes apresentou uma acuracia de
93,9% (31/33), sensibilidade de 81,8%, especificidade de 100%, valor preditivo
positivo (VPP) igual a 100% e valor preditivo negativo (VPN) igual a 91,7%. Foi
realizado o teste F de Fischer para investigar se 0 modelo tem significancia estatistica.
Foram utilizados 5 e 27 graus de liberdade, resultando em Fs27 = 12,48 (p < 0.001).

N&o foi possivel identificar explicagdo clinica para os dois pacientes que

apresentaram recidiva da diabetes, porém ndo foram incluidos nos modelos
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metabonémicos de auséncia de recidiva. Uma possivel explicacdo é que sejam
outliers.

Além disso, € preciso investigar as regides espectrais importantes para a
discriminacéao, visando identificar os metabdlitos. No entanto, o niumero de amostras
ainda é muito reduzido no grupo positivo (recidiva de diabetes), considerando que
temos 11 amostras e cinco desses também apresentaram reganho de massa.

No que pese ter uma relacdo entre os dois (recidiva de diabetes e reganho de
massa), o fato de termos uma distribuicdo dessa forma torna mandatorio aumentar o
namero de individuos nesse grupo para validar ainda mais o modelo como
prognaostico, assim como comparar os perfis no pré e no pos-operatorio.

Em relacao aos resultados encontrados quanto a avaliacdo metabondémica para
reganho de peso, a distribuicdo das amostras para o Modelo | sdo validas para o
Modelo Il. Identificamos que h& mais erros de classificacdo, sugerindo que o modelo
€ mais sensivel a essa distribuicao.

Nesse sentido, a investigacdo de possiveis metabodlitos associados as
discriminacbes observadas devem ter inicio apenas quando esses vieses na
distribuicdo das amostras forem corrigidos, aumentanto por exemplo, o numero de
pacientes avaliados.

Como perspectiva, pode-se inferir que a estratégia metabonémica seja método
promissor de avaliacdo prognostica de recidiva da diabetes e reganho de peso apés
cirurgia bariatrica em amostras de sangue de pacientes submetidos ao procedimento
com finalidade de controle metabdlico. Os resultados encontrados no estudo
encorajam a continuidade deste projeto, apdés as corre¢cdes metodoldgicas
necessarias, além de nortearem a expansao desta linha de pesquisa.

Com base nos resultados obtidos com a metodologia utilizada, conclui-se que:
O modelo metabondmico para avaliagdo de remissado ou recidiva de diabetes
apos cirurgia bariatrica mostrou-se eficaz e promissor como método de avaliacdo

progndstica.
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FIGURAS
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Figura 1. Espectro apés processamento manual (amostra 1).

5

B C D E F G H 1 J K L M N e} P a R s T E
Amostras REGANHO RECIDIVADM 0,039823 0,079646 0,119468 0,159291 0,199114 0,238937 0,278759 0,318582 0,358405 0,398228 0,438051 0,477873 0,5176%6 0,557519 0,597342 0,637164 0,676987

1
2 NAO NAO 0,039741 0,245131 0,152915 0,116773 0,08288 0,001717 0,027019 0,018704 -0,00047 0,022891 0,051862 0,110757 0,125808 0,159295 0,200686 0455333 0,71542
3 SIM NAO -0,05729 0,087931 0,000435 -0,22315 -0,18768  -0,122 -0,18568 -0,08173  -0,157 -0,14295 -0,23028 -0,21377 -0,07282 0,025472 -0,02779 0,037246 0,263977
a NEO SIM -0,07429 0,075101 0,017012 -0,20117 -0,08421 -0,16663 -0,20241 -0,17267 -0,26663 -0,40348 -0,21276 -0,29945 -0,31645 -0,37478 -0,30859 -0,37848 -0,10907
5 SIM 0,091652 0,425928 0,230474 0,165291 0,152139 0,200715 0,080614 0,211233 0,209024 0,128938 0,354492 0,372487 0,396722 0,486078 0,493009 0,645983 1,03003
6 NAO A 0,116938 0,334237 0,231437 0,030366 0,159149 0,172609 0,184667 0,212661 0,236961 0,286824 0,324468 0,376986 0,608776 0,60143 0,688811 0,917161 1,32958
7 NEO A 0,387713 0,651513 0,532702 0,402768 0,507268 0,485237 0,572108 0,631978 0,711541 0,882936 0905102 1,03332 1,09255 1,32832 152475 179434 2,32812
2 NAO A 0,40066 0,54527 0,475787 0,348514 0,406569 0,514709 0,411255 0,589831 0,64851 0,659591 0,660888 0,847306 0,991321 1,13035 1,33156 1,59978 2,05459
9 NAO A -0,07804 0,113408 0,025286 -0,09007 -0,10704 -0,05732 -0,04826 0,087854 -0,03217 -0,10034 0,137296 0,107616 0,252127 0,308877 0,283417 0,52975 0,963116
siM A 0,023449 0,33304 0,249047 0,048499 0,096614 0,069478 0,068169 0,034294 0,136638 0,133095 0,172731 0,282179 0,406692 0,361327 0,498037 0,60105 111924
NEO A 0,184507 0,241548 0,176608 0,12597 0,119676 0,172182 0,19401 0,144478 0,115565 0,246634 0,210082 0,23649 0,462521 0,424373 0,632859 0,763696 0,98962
NAO 0,542487 0,740994 0,624935 0,533932 0,696241 0,601214 0,748115 0,747961 0,828729 0,835235 0,993882 0,94778 1,06958 1,1665 147244 1,64898  2,2077
NAO -0,07858 0,096305 0,125005 -0,0616 -0,10183 -0,00998 -0,06105 -0,00115 -0,06084 0,052262 0,034391 0,033096 0,084831 0,13338 0,224265 0,426382 0,885448
-0,03167 0,243545 0,076486 -0,08149 -0,02005 -0,09405 -0,02113 -0,03874 -0,00611 0,076447 -0,05395 -0,01685 0,101031 0,138787 0,288877 0,259509 0,706315
SIM -0,03968 0,233955 0,069421 -0,09142 -0,02225 -0,10363 -0,02273 -0,04266 -0,00921 0,074352 -0,05451 -0,0191 0,108711 0,14342 0,29525 0,272171 0,724112
-0,08372 0,148791 0,137161 -0,02328 -0,0514 -0,01392 -0,04398 -0,0419 0,002572 0,037108 0,07171 0,127299 0,09825 0,120621 0,165777 0,243834 0,381982
NAO -0,00288 0,095309 0,079703 -0,04029 -0,04611 0,013399 -0,03263 0,008743 -0,02288 -0,01566 0,026213 0,060894 0,077897 0,171214 0,198478 0,298451 0,547364
SIM -0,04087 0,189913 0,154497 0,035125 0,083782 0,050428 -0,0041 0,08848 0,140747 0,050342 0,037973 0,122921 0,111348 0,06378 0,198128 0,380846 0,387957
SIM A 0,077782 0,230357 0,240253 0,10478 0,139931 0,127538 0,083748 0,06926 0,067519 0,192632 0,122122 0,135914 0,225035 0,330951 0,332968 0,423118 0,962955
SiM 0,137576 0,246671 0,12911 0,117745 -0,01455 -0,1273 -0,12239 -0,08618 -0,13122 -0,31058 -0,21308 -0,29676 -0,38931 -0,39541 -0,39107 -0,50108 -0,33739
siM 0,057532 0,271286 0,16446 0,11946 0,074726 0,07681 0,098786 0,118463 0,136598 0,172093 0,151253 0,243745 0,365249 0,332714 0,393981 0,53141 0,799552
NEO -0,03385 0,403135 0,188822 -0,1162 -0,11323 -0,09599 -0,11536 -0,16024 -0,26615 -0,18424 -0,29669 -0,27126 -0,15084 -0,24029 -0,22705 -0,24539 -0,0079
NAO A -0,04282 0,351295 0,102649 -0,12625 -0,18934  -0,201 -0,1632 -0,23305 -0,23066 -0,14337 -0,30071 -0,21926 -0,26398 -0,15066 -0,25414 -0,20153 0,079174
NAO -0,20601 0,086763 -0,00962 -0,20217 -0,27615 -0,20486 -0,23357 -0,32837 -0,37133 -0,2366 -0,24184 -0,34016 -0,17601 -0,30527 -0,24619 -0,17271 0,151534
-0,00171  0,13823 0,073554 -0,14377 -0,03967 -0,01376 0,030533 0,10123 0,085622 0,170701 0,193912 0,194638 0,260483 0,411244 0,548202 0,713921 1,10987

Figura 2: Matriz de bins com para construcdo dos modelos metabonémicos.
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J< | =(D2-5DM2)/SDN2
8 c F G H 1 J K L M N o [ Q R s T
38 | Amostras REGANHO RECIDIVA DI 0,119468 0,159291 0,199114 0,238937 0,278759 0,318582 0,358405 0,398208 0,438051 0,477873 0,517696 0,557519 0,597342 0,637164 0,676987
39 2 NAo NAO -0,58139 -0,58375 -0,58597 -0,59128 -0,58963 -0,53017 -0,59143 -0,5899  -0,588 -0,58415 -0,58316 -0,58097 -0,57826 -0,56159 -0,54456
a0 sIM A -0,5559 -0,56875 -0,56643 -0,56275 -0,56632 -0,5605 -0,56695 -0,56393 -0,56881 -0,56789 -0,56  -0,5545 -0,55748 -0,55384 -0,54115
a1 NAO -0,57576 -0,56812 -0,57109 -0,58226 -0,57627 -0,58049 -0,58263 -0,5808 -0,5856 -0,59261 -0,58285 -0,58728 -0,58815 -0,59114 -0,58775 -0,59133 -0,57754
a2 sIM -0,60144 -0,57971 -0,59241 -0,59665 -0,59751 -0,59435 -0,60216 -0,59367 -0,5938 -0,53902 -0,58435 -0,582739 -0,58161 -0,5758 -0,57535 -0,5654 -0,54043
nEo A -0,54798 -0,53537 054133  -0,553 -0,54553 -0,54475 -0,54405 -0,54242 -0,54101 -0,53812 -0,53594 -0,53289 -0,51944 -0,51986 -0,51479 -0,50154 -0,4776
NAO A -0,50409 -0,49057 -0,49666 -0,50332 -0,49796 -0,49908 -0,43464 -0,49157 -0,42748 -0,4787 -0,47756 -0,47099 -0,46795 -0,45586 -0,44579 -0,43196 -0,40459
NEO -0,6113 -0,59896 -0,60489 -0,61575 -0,61079 -0,60156 -0,61038 -0,59515 -0,59014 -0,5892 -0,58909 -0,57317 -0,56082 -0,54301 -0,53184 -0,50834 -0,47012
NAO A -0,66116 -0,64524 -0,65257 -0,66216 -0,66357 -0,65944 -0,65868 -0,64736 -0,65734 -0,66302 -0,64325 -0,64572 -0,6337 -0,62898 -0,6311 -0,60901 -0,57456
a7 sIM A -0,70146 -0,67162 -0,67971 -0,69904 -0,6944 -0,69702 -0,69715 -0,70041 -0,69055 -0,63089 -0,68707 -0,67652 -0,66452 -0,66889 -0,65572 -0,64579 -0,59585
a8 NAO A -0,58962 -0,58542 -0,5302 -0,59393 -0,59439 -0,59053 -0,58892 -0,59256 -0,59469 -0,58505 -0,58774 -0,58212 -0,56917 -0,57197 -0,55664 -0,54657 -0,53039
a9 nEo -0,64382 -0,63164 -0,63508 -0,64435 -0,63439 -0,64022 -0,6312 -0,63121 -0,62625 -0,62586 -0,61612 -0,61895 -0,61147 -0,60553 -0,58675 -0,57592 -0,54163
50 nEo A -0,46136 -0,45374 -0,45249 -0,46062 -0,46237 -0,45837 0,606 -0,45799 -0,36059 -0,45566 -0,45634 -0,4565 -0,45424 -0,45213 -0,44817 -0,43936 -0,41936
51 NEO A -0,68246 -0,65538 -0,67182 -0,68736 -0,68132 -0,6886 -0,68142 -0,68316 -0,67995 -0,67182 -0,68465 0,681 -0,6694 -0,66569 -0,65092 -0,65381 -0,60984
52 sIM 0,67971 -0,65276 -0,66896 -0,6848 -0,67799 0,686 -0,67363 0,68 -0,67671 -0,66843 -0,68117 -0,67768 -0,66509 -0,66159 -0,64673  -0,649  -0,6045
53 A -0,80705 -0,76464 -0,76676 -0,79602 -0,80115 -0,79431 -0,7998 -0,79942 -0,79131 -0,78501 -0,7787 -0,76856 -0,77386 -0,76977 -0,76154 -0,7473 -0,7221
54 A -0,68028 -0,66862 -0,67047 -0,68472 -0,68541 -0,67834 -0,68381 -0,67889 -0,68265 -0,68179 -0,67682 -0,6727 -0,67068 -0,65961 -0,65637 -0,6445 -0,61495
55 -0,7957 -0,76349 -0,76843 -0,77811 -0,7783 -0,78296 -0,79057 -0,77764 -0,77035 -0,78297 -0,78469 -0,77284 -0,77445 -0,78109 -0,76234 -0,73683 -0,73584
56 A -0,46577 -0,45696 -0,4587 -0,4646 -0,46307 -0,46361 -0,46551 -0,46614 -0,46622 -0,46077 -0,46384 -0,46324 -0,45336 -0,45475 -0,45467 -0,45074 -0,42725
57 -0,5849 -0,57661 -0,58555 -0,58641 -0,59647 -0,60504 -0,60467 -0,60192 -0,60534 -0,61898 -0,61156 -0,61793 -0,62496 -0,62543 -0,6251 -0,63346 -0,62101
58 -0,60519 -0,58592 -0,59555 -0,59961 -0,60364 -0,60345 -0,60147 -0,5997 -0,59806 -0,53436 -0,59674 -0,5884 -0,57745 -0,58038 -0,57486 -0,56247 -0,53829
59 -0,63668 -0,60354 -0,61979 -0,64292 -0,6427 -0,64139 -0,64286 -0,64626 -0,65429 -0,64808 -0,65661 -0,65468 -0,64858 -0,65233 -0,65133 -0,65272 -0,63471
60 A -0,71668 -0,67763 -0,70229 -0,72493 -0,73117 -0,73233 -0,72859 -0,7355 -0,73526 -0,72663 -0,74219 -0,73413 -0,73856 -0,72735 -0,73758 -0,73238 -0,70461
61 A -0,62215 -0,59623 -0,60477 -0,62181 -0,62836 -0,62205 -0,62459 -0,63298 -0,63679 -0,62486 -0,62532 -0,634023 -0,6195 -0,63094 -0,62571 -0,6182 -0,5905
62 A A -0,57913 -0,57102 -0,57477 -0,58737 -0,58133 -0,58018 -0,57726 -0,57317 -0,57407 -0,56914 -0,56779 -0,56775 -0,56394 -0,5552 -0,54726 -0,53765 -0,5147

43
a4
a5
a6

Figura 3: Matriz normalizada por SNV
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Figura 5. Modelo metabon6mico para discriminacdo das amostras de pacientes que
apresentaram reganho de massa ap0s cirurgia bariatrica. LDA - valores preditos
versus valores observados. Em destaque, as amostras que foram classificadas no
grupo errado.
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TABELAS

Tabela 1. Matriz de classificacdo do modelo metabonémico | (LDA, 5 variaveis, 33 amostras).

Diagnéstico Clinico

Recidiva Negativo
- Recidiva 9 0
=
= Negativo 2 22

Tabela 2. Matriz de classificacdo do modelo metabondémico Il (LDA, 5 variaveis, 33 amostras).

Diagnostico Clinico

BIE Controle

BIE 7 2

MM1

Controle 3 21
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APENDICE B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Desenvolvimento de Modelo Metabondmico para Prognostico da Regresséo
da Diabetes Mellitus tipo Il pos Cirurgia de Reducé&o Bariatrica

NOs (Prof. Dr Alvaro Antdnio Bandeira Ferraz, Prof. Dr Ricardo Oliveira da Silva, Prof. Dr.
Paulo Renato A. Firmino, Dra. Luciana Teixeira de Siqueira, Dra. Hérika Rafaella de Abreu,
Dr. Francisco Felippe de Araljo Rolim, Alyson Celson Medeiros de Oliveira, Carlos
Jonnatan Pimentel Barros, Ronaldo Dionisio da Silva) responsaveis pela pesquisa
Desenvolvimento de Modelo Metabonémico para Prognostico da Regressdo da Diabetes
Mellitus tipo 1l pos Cirurgia de Reducéo Bariatrica, estamos fazendo um convite para vocé
participar como voluntario deste nosso estudo.

Esta pesquisa pretende desenvolver modelos metabondmicos para progndstico da
regressdo da Diabetes mellitus tipo Il pos-cirurgia de redugdo bariatrica, utilizando

espectros de RMN de 1y de amostras de soro e urina. Acreditamos que ela seja importante
porque, uma vez identificado o perfil de paciente que terd regresséo da diabetes mellitus
tipo Il antes da cirurgia, poderemos prever qual paciente tera beneficio nos niveis glicémicos
no pos-operatorio. Para sua realizacdo sera feito o

seguinte: utilizacdo de amostras de sangue ja colhidas em pacientes que foram submetidos
a procedimentos de cirurgia bariatrica, bem como coleta de amostras de urina, e analise de
gual padrdo metabonémico esta associado a boa resposta no pés operatério dos niveis
glicémicos. Sua participacdo constara de fornecer amostras de urina, bem como permitir a
utilizacdo de amostras de sangue ja coletadas em ocasiao do pré-operatorio.

A sua participacdo ndo envolvera riscos para sua saude. Os beneficios que esperamos
como estudo sdo poder prever se 0 paciente diabético tipo Il ira se beneficiar do ponto de
vista endécrino com a cirurgia, constatar ou ndo a capacidade prognéstica do modelo
metabondmico, investigar qual ou quais metabolitos estdo associados a melhor ou pior
progndstico com a cirurgia, facilitando a indica¢@o mais criteriosa da cirurgia bariatrica nos
pacientes com diabetes mellitus tipo Il.

Durante todo o periodo da pesquisa vocé tem o direito de tirar qualquer davida ou pedir
gualquer outro esclarecimento, bastando para isso entrar em contato, com algum dos
pesquisadores ou com o Conselho de Etica em Pesquisa. Em caso de algum problema
relacionado com a pesquisa voceé tera direito a assisténcia gratuita que sera prestada.

Vocé tem garantido o seu direito de ndo aceitar participar ou de retirar sua permissao, a
gualguer momento, sem nenhum tipo de prejuizo ou retaliacdo, pela sua deciséo.

As informacdes desta pesquisa seréo confidencias, e serdo divulgadas apenas em eventos
ou publicag@es cientificas, ndo havendo identificagdo dos voluntérios, a
ao ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre sua participacéo.

O material biolégico coletado sera utilizado para andlise por espectros de RMN de 1H. Fica
também garantida indenizacdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da
participacdo na pesquisa, conforme decisédo judicial ou extrajudicial.

Autorizagéo:

Eu, ,

apos a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e ter tido a oportunidade de
conversar com o pesquisador responsavel, para esclarecer todas as minhas duvidas,
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acredito estar suficientemente informado, ficando claro para mim que minha participacao é
voluntaria e que posso retirar este consentimento a qualquer momento sem penalidades ou
perda de qualquer beneficio. Estou ciente também dos objetivos da pesquisa, dos
procedimentos aos quais serei submetido, dos possiveis danos ou riscos deles
provenientes e dagarantia de confidencialidade e esclarecimentos sempre que desejar.
Diante do exposto expresso minha concordancia de espontanea vontade em participar
deste estudo.

Assinatura do voluntario ou de seu representante legal

Assinatura de uma testemunha

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntéaria o Consentimento Livre e Esclarecido
deste voluntario (ou de seu representante legal) para a participacéo neste estudo.

Assinatura do responsavel pela obtencao do TCLE

Hospital das Clinicas UFPE

Av. Professor Moraes Rego, 1235. Cidade Universitaria, Recife-PE. CEP.:
50.670-901

Departamento de Cirurgia Geral

Fone: 21263654 (sala dos residentes) (81) 2126 8000
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

[ [~
s
([~

m

WIRTUS IMPAVIR,
[ B I ]

UFPE - HOSPITAL DAS
CLINICAS DA UNIVERSIDADE {W"\“
FEDERAL DE PERNAMBUCO -

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: DESENVOLVIMENTO DE MODELO METABONOMICO PARA PROGNOSTICO DA
REMISSAO DA DIABETES MELLITUS TIPO Il POS CIRURGIA BARIATRICA

Pesquisador: CLARISSA GUEDES NORONHA

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 03919118.7.0000.8807

Instituigdo Proponente: EMPRESA BRASILEIRA DE SERVICOS HOSPITALARES - EBSERH
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.072.610

Apresentacdo do Projeto:

Finalidade do projeto: Projeto de pesquisa com finalidade de obtengéo de titulo de Mestre em cirurgia sob a
orientagdo do Prof. Dr. Alvaro Anténio Bandeira Ferraz

Local da realizagdo do projeto: O estudo sera realizado com pacientes que serdo submetidos a cirurgia

bariatrica no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco.

Objetivo da Pesquisa:

Desenvolver modelos metabondmicos, utilizando espectros de RMN de 1H de amostras de soro, para (a)
prognostico da regressdo da Diabetes mellitus tipo Il pés-cirurgia de redugdo bariatrica

Especificos

1. Investigar qual(is) das sequéncias de pulsos de RF — PRESAT, WET ou CPMG melhor se aplica para
obtengdo dos espectros de RMN de 1H para otimizar os resultados, discriminando os grupos com maior ou
menor probabilidade de regressao da diabetes mellitus;

2. Investigar quais ferramentas de estatistica multivariada melhor se aplica aos dados coletados - PCA,
HCA, KNN e PLS-DA, e construir um modelo metabondmico para o prognastico de regressao da diabetes
mellitus;

3. Investigar quais metabdlitos endogenos esldo associados ao progndstico de regressao da diabeles

mellitus (ou do perfil glicémico de diabetes) pos cirurgia bariatrica;

Enderego: Av. Professor Morses Rego, S/, 3% andar do prédio principal (enfermarias)

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.670-901

UF: PE Municipio: RECIFE

Telefone: (8112125-3743 E-mail: cephcufpe@gmail.com
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4. Investigar o impacto na indicagdo da cirurgia bariatrica para alguns obesos diabéticos como terapéutica de
escolha para perfis de pacientes especificos previstos como responsivos, através do estudo metabondmico

do plasma.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Perda da amostra coletada. Todos os outros procedimentos s&o da rotina dos cuidados de poientes
submetidos & cirurgia bariatrica.

Beneficios: possibilidade de desenvolver processos capazes de prever se o paciente diabético tipo 1l ird se
beneficiar do ponto de vista enddcrino com a cirurgia, objetivando uma indicago mais criteriosa da cirurgia

barigtrica nos pacientes com diabetes mellitus tipo |l

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:

Desenho da pesquisa:. Estudo coorte transversal

Métados:

Serdo incluidos 80 pacientes com diagnostico positivo para diabetes mellitus tipo Il que tenham indicagao
clinica para a cirurgia bariatrica com idade entre 18 e 65 anos. Serdo excluidos pacientes com diabetes tipo
1 e fora da faixa elaria sem indicagdo para cirurgia bariatrica.

A pesqguisa propriamente sera realizada em mostras sangue serdo coletadas antes da cirurgia bariatrica e
passados 15 e 30 dias da intervengdo cirdrgica, no Laboratorio Central do Hospital das Clinicas da UFPE,
onde serdo realizadas todas as delerminagoes de rotina. Amostras do soro e de urina de cada paciente
serdo encaminhadas ao Laboratdrio de Quimica para a obtengao dos espectros de ressonancia nuclear

magnetica.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

Trata-se de relevante pesquisa que pode trazer beneficios na capacidade de predigdo dos desfechos do
diabetes tipo |l em individuos submetidos a cirurgia bariatrica.

o Folha de rosto - Adequada

o Cartas de anuéncia e autorizagdo de uso de dados - Adequada

o TCLE - Adequado

o Termo de compromisso — Adequado

Enderego: Av. Professor Moraes Rego, S/M, 3% andar do prédio principal (enfermarias)

Bairro: Cidade Universitaria CEP: S50.670-301
UF: FE Municipio: RECIFE
Telefone: (81j2126-3743 E-mail: cephcufpe@gmail.com

Pidgna 02 de 04
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Recomendagbes:
nenhuma

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:
Nenhuma

Consideragbes Finais a critério do CEP:

O Protocolo foi avaliado na reunido do CEP e esta APROVADO para iniciar a coleta de dados. Informamos
que a APROVACAQ DEFINITIVA do projeto s6 serd dada apds o envio da Motificagio com o Relatdrio Final
da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatdrio Final para envia-lo via
“Motificagdo”, pela Plataforma Brasil. Siga as instrugdes do link “Para enviar Relatdrio Final”, disponivel no
site do CEP HC/UFPE. Apds apreciagao desse relatério, o CEP emitird nove Parecer Consubstanciado
definitivo pelo sistema Plataforma Brasil.

Informames, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesqguisa conforme delineada neste
protocolo aprovado, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao voluntario participante (item V.3,
da Resolugdo CNS/MS N® 466/12).

Eventuais modificagBes nesla pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA ao projeto, identificando
a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Para projetos com mais de um ano de execugdo, & obrigatério que o pesquisador responsavel pelo
Protocole de Pesquisa apresente a este Comité de Etica, relatdrios parcials das atividades desenvolvidas no
periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovagao (item X.1.3.b., da Resolugdo CNS/MS N° 466/12).
O CEP HC/UFPE deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudo (item V.5., da Resolugao CNS/MS N° 466/12). E papsl dola pesquisadoria assegurar
todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido
em outro centro) e ainda, enviar notificagao a ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, junto com

seu posicionamento.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 28/M11/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1237020.pdf 10:56:35
Folha de Rosto rosto_ass. pdf 28M11/2018 |LUCA TERRACINI Aceito

10:55:17 | DOMPIERI

Enderego: Av. Professor Moraes Rego, S/M, 3° andar do prédio principal (enfarmarias)

Bairro: Cidade Universitdria CEP: 50.670-201

UF: PE Municipio: RECIFE

Telefone: (81)2126-3743 E-mail: cephcufpe@gmail.com
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RBraa ™

Outros siga_clarissa.jpg 22M11/2018 |LUCA TERRACINI Aceito
12:20:15 | DOMPIERI

Outros compromisso.pdf 22M11/2018 |LUCA TERRACINI Aceito
12:18:48 |DOMPIERI

Outros Lattes_Tatiane. pdf 221172018 |LUCA TERRACINI Aceito
12:16:43 | DOMPIERI

Outros Lattes_Ricardo.pdf 221172018 |LUCA TERRACINI Aceilo
12:16:24 |DOMPIERI

Outros Lattes_Marcelo. pdf 22/11/2018 |LUCA TERRACINI Aceito
12:16:06 | DOMPIERI

Outros Lattes_Luca.pdf 22M11/2018 |LUCA TERRACINI Aceilo
12:15:42 | DOMPIERI

Cutros Lattes_Clarissa.pdf 221172018 |LUCA TERRACINI Aceilo
12:15:17 | DOMPIERI

Outros Lattes_Alvaro.pdf 22/11/2018 |LUCA TERRACINI Aceilo
12:14:35 | DOMPIERI

TCLE / Termos de  |lcle_1.docx 221172018 |LUCA TERRACINI Aceilo

Assentimento / 12:11:26 |DOMPIERI

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado /| projeto_detalhado.docx 22/11/2018 |LUCA TERRACINI Aceito

Brochura 12:11:03  |DOMPIERI

Investigador

Outros anuencia.pdf 22M11/2018 |LUCA TERRACINI Aceito
12:10:32  |DOMPIERI

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciacao da CONEP:

Mao

RECIFE, 11 de Dezembro de 2018

Assinado por:

José Angelo Rizzo
(Coordenador(a))
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