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RESUMO

Cardinelli CS. Metabolémica fecal de pacientes obesos com diabetes tipo 2
submetidos a derivacéo gastrica em Y-Roux (DGYR) com énfase em acidos
biliares [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo;
20109.

A cirurgia bariatrica (CB) é um método efetivo para promover perda de peso
sustentavel. A Derivacdo Gastrica em Y de Roux (DGYR) € uma modalidade
de CB muito indicada para obesos graves, especialmente devido ao seu
impacto positivo sobre alteragbes metabolicas como o Diabetes Mellitus tipo
2 (DM2). Apesar das altas taxas de melhora ou remissdo, oS mecanismos
metabolicos pelos quais a DGYR influencia a glicemia ainda ndo séo
completamente conhecidos. Nesse sentido, os acidos biliares (ABs) tém sido
apontados como fatores determinantes, especialmente devido a sua potente
acao no metabolismo sistémico. Ao atuar como reguladores metabdlicos, os
ABs mediam a sinalizag&o de diversos processos de utilizagdo de substratos
energéticos em diferentes 6rgdos. Assim, o aumento dos niveis plasmaticos
de ABs - frequentemente observado ap6s a DGYR — pode promover
alteracbes metabodlicas importantes e contribuir para a promocdo da
homeostase glicémica. O aumento plasmatico de ABs é acompanhado da
alteracdo da excrecdo fecal, ja previamente demonstrada em estudos
experimentais. Atualmente, pouco se sabe sobre a metabolomica fecal e o
perfil de ABs de seres humanos apés a DGYR, bem como a sua influéncia na
remissdo pos-operatéria do DM2. Nossa hip6tese considera que a DGYR
altera o perfil de metabdlitos e de ABs fecais de mulheres obesas portadoras
de DM2 e que isso pode estar relacionado com a melhora do DM2 pés-
operatorio. Recrutamos 20 mulheres obesas portadoras de DM2, candidatas
a DGYR, em atendimento no Departamento de Cirurgia Digestiva do Hospital
das Clinicas, da Faculdade de Medicina da USP. Foram coletadas amostras
de fezes no pré e poés-operatorios de 3 e 12 meses. As pacientes foram
classificadas em responsivas (R) e ndo responsivas (NR) a remisséo do DM2,
de acordo com os critérios da American Diabetes Association (ADA). Variaveis
clinicas e bioquimicas também foram avaliadas. Amostras fecais foram
submetidas a: (1) analise metabolébmica untargeted pela técnica de
espectrometria de massas acoplada a cromatografia liquida (LC-MS) (n=10),
para identificar o perfil metabolémico global; e (2) anéalise metaboldomica
targeted para quantificacdo de ABs, realizada pela empresa Biocrates®
(Innsbruck, Austria) por LC-MS tandem. O software MetIDQTM foi aplicado
para a exportacdo de dados. As analises estatisticas incluiram anélise de
componentes principais supervisionada PLS-DA, com auxilio do software
Pirouette 3:11 e da plataforma on-line MetaboAnalyst 3.0. Diferentes métodos
estatisticos foram aplicados: ANOVA, fold change, teste t de student,
Wilcoxon e Mann-Whitney, para identificar diferencas nas concentragoes de
ABs fecais antes e ap0s a DGYR. Os resultados indicam que a DGYR
promoveu melhora nas variaveis clinicas e bioquimicas em todas as pacientes
avaliadas, apesar de niveis de glicemia e hemoglobina glicosilada (HbAlc)



terem sido significativamente menores no grupo R. ldentificamos alteracdes
do perfil metabolémico global e reducéo significativa de 10 ABs fecais ap0s a
DGYR (p < 0,05). As mudangas em ABs fecais nos periodos pos-operatorios
foram diferentes entre pacientes R e NR, com reducéo significativa em mais
subfracbes no grupo R, acompanhada de diferenca significativa no
comportamento temporal do &cido cdlico (CA) e é&cido quenodeoxicdlico
(CDCA). Isso também refletiu em mudancas na razdo CA/CDCA e nos niveis
de acido tauroursodesoxicolico (TUDCA) entre os grupos (<0,05). Pacientes
submetidas a colecistectomia (COLE) apresentaram um perfil de ABs distinto
do perfil das pacientes que nao realizaram colecistectomia (NOCOLE).
Concluimos que a DGYR promove alteracbes metabolémicas fecais com
reducdo significativa na concentragcdo de ABs. Essa reducéo foi diferente
entre as pacientes R e NR e entre as pacientes COLE e NOCOLE.

Descritores: Cirurgia bariatrica, Derivagédo gastrica, Diabetes mellitus tipo 2,
Obesidade, Metabolémica



ABSTRACT

Cardinelli CS. Fecal metabolism of obese patients with type 2 diabetes
undergoing gastric bypass in Y-Roux (DGYR) with emphasis on bile acids
[thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”;
2019.

Bariatric surgery (BS) is an effective method to promote sustained weight loss.
Roux-en-Y gastric bypass (RYGB) is highly indicated to severe obesity,
especially due to its positive impact on metabolic complications like type 2
diabetes (T2D). Although the high rates of remission or improvements, the
mechanisms by which RYGB influences glycemia are still not fully recognized.
Therefore, bile acids (BAs) are being pointed as determinant factors,
especially due to its potent action on systemic metabolism. BAs act as
metabolic regulators by mediating signaling of several process, including
substrate utilization in different organs. Thus, increased levels of plasma BAs
— frequently observed after RYGB — could promote important metabolic
alterations and contribute to glucose homeostasis. Increased plasma BAs is
followed by alterations of fecal excretion, as was previously demonstrated by
experimental studies. Nowadays, little is known about fecal global
metabolomics and its BAs profile in human beings subjected to RYGB, as well
as its influence on T2D remission. Our hypothesis considers that RYGB alters
metabolomic and BAs profile of obese women with T2D and this could be
related to postoperative glucose homeostasis. We recruited 20 obese women
with T2D, candidates to RYGB, under attendance on the Digestive Surgery
Department of Hospital das Clinicas, School of Medicine - University of Sao
Paulo. Fecal samples were collected before, 3 and 12 months after RYGB.
Patients were classified as responsive (R) and nonresponsive (NR) to T2D
improvement, according the American Diabetes Association (ADA). Clinical
and biochemical variables were also evaluated. Fecal samples were evaluated
by: (1) untargeted metabolomic analysis, by using liquid chromatography gas
spectrometry (LC-MS) (n=10), in order to determine global metabolomics
profile; and (2) targeted metabolomic analysis by Biocrates® (Innsbruck,
Austria) to quantify BAs profile by tandem LC-MS. MetIDQTM software was
applied to export data. Statistical analysis included supervised principal
component analysis PLS-DA, by Pirouette 3:11 and the online platform
MetaboAnalyst 3.0. Different statistical methods were applied: ANOVA, Fold
change, teste t student, Wilcoxon and Mann Whitney, to identify diferences of
fecal BAs concentrations before and after RYGB. Results indicate that RYGB
induced improvement of clinical and biochemical variables in all patients,
although glycemic levels were significantly lower on R group. Global
metabolomic profile was altered, presenting a significant reduction of 10 fecal
BAs after RYGB (p < 0,05). Changes on postoperative BAs profile were
different between R and NR, with a significant decrease of BAs sub fractions
on R group, including a significant change on cholic acid (CA) and
chenodeoxycholic acid (CDCA) temporal behavior. This reflected on the
CA/CDCA ratio and tauroursodeoxycholic acid (TUDCA) between groups



(=0,05). Patients subjected to cholecystectomy (COLE), showed a distinct
pattern of BAs profile in comparison with non cholecystectomized patients
(NOCOLE). We concluded that RYGB promote fecal metabolomic alterations,
followed by a significant reduction of BAs. This reduction was distinctive
between R and NR and COLE and NOCOLE patients.

Descriptors: Bariatric surgery, Gastric by-pass, Type 2 diabetes mellitus,
Obesity, Bile acid changes



1 Introducao




Introducao 2

1 INTRODUCAO

A obesidade é considerada grave problema de satde publica. E uma
doenca multifatorial complexa que envolve fatores genéticos, ambientais e de
estilo de vida, incluindo sedentarismo e dieta desequilibrada . O consumo
excessivo de alimentos processados e ultraprocessados esta diretamente
associado com o aumento do desenvolvimento de doencas crénicas, como
diabetes tipo 2 (DM2). Atualmente, tem sido sugerido que o processo de
digestdo desses tipos de alimento parece ter papel na homeostase glicémica
e no desenvolvimento do diabetes tipo 2, por alterar de maneira significativa
a composicdo dos &cidos biliares e da microbiota intestinal de individuos

obesos 28,

Os cuidados primarios, como modificagdes dietéticas e de atividade
fisica, frequentemente apresentam baixa aderéncia em longo prazo °. Nesse
cenario, a cirurgia bariatrica (CB) é o tratamento mais eficaz atualmente
disponivel para a obesidade . Taxas mais elevadas de controle e remiss&o
do DM2 sao obtidas com procedimentos bariatricos que incluem derivagéao
gastrintestinal (Gl), como a derivagdo gastrica em Y de Roux (DGYR) 1114,
Essa técnica de CB inclui reducdo da capacidade gastrica e desvio do
duodeno e de parte do jejuno do transito alimentar, promovendo remisséo do
DM2 em 83,3% a 90,6% dos pacientes, segundo metanalises 214, Friihbeck
G (2015) relata taxas de remissdo do DM2 de 93% apés 1 ano da DGYR 1°.

Menor ingestdo e absorgcdo alimentares, em fungdo de alteragdes
cirurgicas da DGYR, podem explicar a perda de peso corporal, mas nao
explicam, plenamente, o seu efeito na melhora em curto prazo do DM2.
Beneficios clinicos associados a técnicas de CB que envolvem desvio
intestinal como a DGYR parecem advir da extensao de seus reflexos, que
impactam o sistema gastrintestinal e podem levar a efeitos sistémicos, como
a melhora do perfil glicémico e lipidico. Entre eles, incluem-se alteragédo na

secrecao de horménios intestinais, mudangca no metabolismo de acidos
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biliares e alteragGes no perfil da microbiota intestinal 16-1°, Isso significa que
metabdlitos fecais podem contribuir significativamente para o entendimento
dos efeitos metabodlicos da DGYR, especialmente na remissao do diabetes
tipo 2 %0,

A metabolémica € uma ciéncia émica que utiliza técnicas analiticas
para caracterizar e quantificar pequenas moléculas (metabdlitos) em
diferentes amostras biolégicas, incluindo sangue, urina e fezes. Gragas aos
avancos na tecnologia de espectrometria de massas, o perfil de metabdlitos
fecais de pacientes submetidos a DGYR pode ser analisado. A grande
vantagem da analise metabolémica fecal € a capacidade de integrar diferentes
sinais, como, por exemplo, a partir das varidveis que compéem a DGYR,
incluindo alteragbes anatdémicas do trato Gl, vias de sinalizacdo que resultam
em alteragbes na secregdo de hormodnios intestinais, mudanca no
metabolismo de acidos biliares e alteracdes no perfil da microbiota intestinal,
e correlacionar com variaveis bioquimicas como a homeostase glicémica. Em
conjunto, esses sinais geram metabdlitos que podem refletir a condicao
biolégica e do seu ambiente intestinal, oferecendo resultados que podem
funcionar como marcadores preditivos de diagnéstico e progndéstico da DGYR,

bem como blocos para a construgdo de novas terapias % 5 10, 20-25,

Portanto, o estudo do perfil de metabdlitos fecais em pacientes com
obesidade grave e diabetes mellitus tipo 2, antes e apés diferentes periodos
de DGYR, permite conhecer parte das alteracdes metabolicas causadas pelo
efeito multimodal desse procedimento cirargico, principalmente no que se

refere as alteragdes envolvendo os acidos biliares.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Obesidade

Definida como indice de Massa Corporal (IMC) acima de 30 kg/m2ou
mais, a obesidade é a condicdo que afeta multiplos 6rgdos e causa graves
problemas de saude. As comorbidades da obesidade podem ser fisiol6gicas
ou psicoldgicas, alcancando desde a depressao até o diabetes, a hipertensao,

a hiperlipidemia e o risco aumentado de cancer 2°,

A Pesquisa Nacional de Saude (PNS), feita pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica, mostrou que 57% das pessoas com mais de 18 anos
de idade estdo acima do peso, sendo que existe maior prevaléncia do sexo
feminino (58,2%) quando comparado ao sexo masculino (56%). Portanto, a
prevencao e o tratamento do sobrepeso e da obesidade, com intuito de reduzir
a incidéncia de DM2, sdo de grande importancia no cenario brasileiro e

mundial?’.

E importante frisar que, apesar de a obesidade ser o principal fator para
o risco de DM2, nem todos os portadores de obesidade ou com sobrepeso
progridem com DM2, ou seja, o DM2 é doenca heterogénea, que envolve

fatores genéticos e ambientais em sua fisiopatologia 2.

2.2 Diabetes mellitus tipo 2

O Diabetes mellitus (DM) é problema de saude publica que podera
atingir até 650 milhdes de pessoas em 2040, de acordo com a Federacgdo
Internacional de Diabetes (IDF). O aumento da incidéncia do DM2 2° ocorre

em conjunto com a elevada prevaléncia de obesidade. Em juncéo, essas
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doencas crbnicas aumentam ainda mais o numero de hospitalizacées,

mortalidade e gastos 30 31,

Além da obesidade, a incidéncia de DM2 esta associada ao aumento
do crescimento e envelhecimento populacional, a urbanizacdo, a maior
sobrevida dos pacientes e ao sedentarismo?®. No Brasil, os dados
epidemioldgicos séo preocupantes. Em 2015, cerca de 14 milhdes de adultos
apresentaram diabetes, e estima-se que essa doencga possa atingir 23,3
milhdes de adultos até 2035. O Brasil foi classificado como o quarto pais com

0 maior nimero de casos de DM do mundo 32,

O DM2 é um disturbio metabdlico complexo que se caracteriza por
resisténcia a insulina (RI) e hiperglicemia. Na fase inicial da doenca, ocorre RI
nos tecidos periféricos, que, em geral, € acompanhada por hiperinsulinemia.
Ja a hiperglicemia por periodo prolongado se relaciona com a disfuncéo das
células beta pancreéticas, e pode ocorrer reducdo da capacidade de secrecéo
de insulina devido a alta demanda promovida pela resisténcia a esse

hormonio 33-35,

Programas para perda de peso envolvendo dieta, atividade fisica e
mudancas comportamentais tém sido desenvolvidos para o0 manejo da
obesidade e do diabetes °. Entretanto, essas estratégias tém sucesso
limitado, especialmente em individuos com obesidade mérbida, cujo IMC é
maior ou igual a 40 kg/m?. Em contrapartida, a cirurgia bariatrica tem mostrado

efetividade a curto e a longo prazo °.

2.3 Cirurgia bariatrica no tratamento da obesidade e do DM2

A cirurgia bariatrica (CB) € método consistente para perda de peso em
pacientes com obesidade grave, e pode promover resolucdo de diversas

disfuncdes metabdlicas associadas a obesidade °.

IntervengBes cirdrgicas bariatricas por via aberta e laparoscopica,

como a derivacao gastrica em Y de Roux (DGYR), a gastrectomia de sleeve
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vertical e a banda gastrica ajustavel, sdo as técnicas mais comumente
realizadas °. Estas duas Ultimas séo técnicas restritivas, as quais limitam o
consumo alimentar devido a diminuicdo do tamanho do estdmago, mas
deixam o restante do sistema digestivo intacto. De maneira diferente, a DGYR
envolve mecanismos restritivos e disabsortivos ao reduzir o tamanho do
estbmago e a reconstituicdo do transito intestinal em Y de Roux. Assim,
favorece a perda de peso e promove beneficios metabdlicos, que incluem a
reversdo ou atenuacdo do DM2, sem gerar deficiéncias nutricionais

graves 10-12. 36,

A melhora do DM2 apés a DGYR é frequentemente observada antes
de perda de peso significativa, e, muitas vezes, pacientes submetidos ao
procedimento tornam-se independentes de medicamentos hipoglicemiantes
ja na alta hospitalar %74°, Apesar de padronizadas na maioria dos centros,
algumas variacées na técnica de DGYR podem influenciar seus resultados
clinicos e metabdlicos. VariagBes no tamanho da alca biliopancreatica podem
influenciar a intensidade e duracdo da melhora glicémica, além dos indices de
recidiva de DM2 4143, Estudos de meta-andlises mostraram que a DGYR
resulta de 83,3% até 90,6% de remisséo e/ou melhora do DM2 %44, Gracas
ao beneficio metabdlico desse procedimento, a DGYR, além de terapéutica
cirdrgica para perda de peso, também tem sido indicada para controle do DM2
associado a obesidade “4*. Entretanto, 0s mecanismos responsaveis pela
remissao do DM2 apés a DGYR ainda nao estao totalmente estabelecidos e
tém impulsionado esforcos para esclarecer o que poderia estar envolvido

nesse processo 1-1416,

Atualmente, no Brasil, a derivagdo gastrica em Y de Roux (DGYR) é
uma das técnicas cirdrgicas bariatricas mais praticadas. As mudancas
anatdmicas da DGYR e a modificacdo de habito dietético podem modificar o
microbioma intestinal “°. Essa alteracdo da microbiota intestinal poderia
contribuir para a modificacdo do perfil metabol6mico global desses pacientes,

apontado como um dos fatores responsaveis pelo sucesso da cirurgia 2> 46,
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Com apoio da Fapesp, o0 hosso laboratério desenvolve estudo tematico
com objetivo principal de avaliar se a remissao precoce do DM2 apés a DGYR
esta associada as alteracdes 6micas que impactam na homeostase glicémica.
O protocolo do referido estudo, denominado SURMetaGIT 47, foi publicado, e
suas avaliagcdes metaboldmicas fecais constituem foco de analise da presente

pesquisa.

2.4 Microbiota intestinal e seus metabdlitos

A microbiota intestinal, em eubiose, € composta por trilhdes de
microrganismos que contribuem com vérias fungbes bioquimicas e
metabdlicas que o hospedeiro ndo pode realizar . No entanto, em condicdes
de disbiose, podem acontecer situacdes adversas a saude. Entre elas,
possivelmente, o ganho de peso corporal. A disbiose intestinal pode gerar
desequilibrio na composicdo das bactérias que habitam o intestino. Esse
desequilibrio pode ocorrer quando substratos especificos, advindos da dieta,
escapam da digestdo no estdmago e intestino delgado e sdo metabolizados
pela microbiota do colon, resultando na formacao de metabdlitos com efeitos

prejudiciais a satude do hospedeiro (Figura 1) 48,
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Figural- Metabdlitos produzidos pela microbiota no célon do hospedeiro.
Nutrientes que escapam da digestéo no trato gastrintestinal (TGI) superior séo
metabolizados pela microbiota do célon e podem resultar na formacédo de
metabdlitos toxicos, como sulfeto de hidrogénio (H2S), amdnia (NHs*) e
diéxido de hidrogénio (Hz)

A microbiota colénica fermenta substratos derivados do hospedeiro,
COmo muco, enzimas pancreaticas e células epiteliais esfoliadas, bem como
componentes dietéticos que escapam da digestdo no trato gastrintestinal
(TGI) superior. Os principais tipos de fermentacéo microbiana colénica séo (a)
fermentacdo sacarolitica de carboidratos e (b) fermentacdo proteolitica de
proteinas “®. A fermentacdo coldnica microbiana resulta na producdo de
distintos metabdlitos. O tipo e a quantidade dos metabdlitos derivados dessa
fermentacdo dependem da composicdo da microbiota, do tempo de transito
intestinal e dos substratos disponiveis para a fermentacdo “°. Alguns
metabdlitos sdo derivados da fermentacdo de substratos especificos por
grupos de bactérias #°. Metabdlitos relacionados a classe de acidos biliares

sdo originados a partir da transformacéo e/ou desconjugacao pelas bactérias
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Lactobacillus, Bifidobacteria, Enterobacter, Bacteroides e Clostridium °. A
homeostase intestinal pode ser modificada por ingredientes alimentares e
também por meio de fatores bioquimicos e metabdlicos, como pH
intracolonico, producao de metabdlitos do acido biliar e producéo fermentativa

de metabolitos “®.

2.5 Metabdlitos

Os metabolitos sdo compostos de baixa massa molecular (<1.5 KDa)
produzidos ou transformados por células, substratos ou produtos finais de
processos celulares (Figura 2). Essas moléculas podem desempenhar
diferentes funcbes no metabolismo, que incluem ser combustivel para a
manutencdo de atividades biologicas, sinalizacdo de vias, inibidores ou
estimuladores de enzimas, cofatores de enzimas cataliticas e componentes
estruturais. O metaboloma pode ser definido como o conjunto de metabdlitos
em uma matriz biologica. J& a metabolémica compreende o estudo cientifico
do metaboloma e os processos quimicos envolvendo os metabdlitos. Essa é
considerada uma das mais avancadas abordagens de mapeamento quimico
de um organismo, no qual é possivel estudar alteracbes no metabolismo por
meio de analises comparativas entre os perfis obtidos para diferentes

amostras biolégicas 5.
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Figura 2 - Figura ilustrativa dos fatores que interferem na producdo de
metabdlitos. A formacado dos metabdlitos tem origem na informacéo genética
codificada no DNA, que representa “o que pode acontecer” ao longo da vida,
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em todas as suas fases de desenvolvimento e envelhecimento. Essa
informacdo €& posteriormente transcrita em uma molécula de &cido
ribonucleico mensageiro (RNAm), que transmite os comandos que estao
sendo realizados e, portanto, representa “a tradu¢cdo da mensagem” naquele
determinado momento. Durante esse processo, ocorre a formacdo de
elementos-chave do funcionamento biolégico e do metabolismo, pois, a partir
do RNA, sao sintetizadas proteinas. As proteinas sao responsaveis por
executar os comandos transcritos, ou seja, elas sdo as substancias que
efetivam as acdes necessarias para promover o que foi determinado pelo
codigo genético, a proteina € “o que faz acontecer”. A fungéo biolégica das
proteinas apresenta uma ampla diversidade; os mensageiros quimicos, as
enzimas, os transportadores de membrana e varios constituintes estruturais
sdo proteinas. No entanto, as proteinas podem ou ndo desempenhar suas
fungdes, havendo a possibilidade de permanecerem inativas de acordo com
0 estado metabdlico. Paralelamente, a transformacdo e a utilizacdo de
moléculas quimicas provenientes de dieta ou de reservas endogenas
dependem da condicdo biolégica. Assim, o metabolismo seleciona e utiliza
substratos para a manutencao de suas func¢des vitais, equilibrando as reacoes
de anabolismo e catabolismo, conforme as necessidades imediatas. Para
determinar esse perfil, € necessério identificar os produtos finais desses
processos celulares, os metabdlitos. Estes regulam a atividade das proteinas,
participam dos processos de transcri¢ao e traducado e sao as Unicas moléculas
gue nao estao sujeitas a modificacdes pos-traducionais e podem ser utilizadas
para compreender “o que aconteceu” 1. A composicdo dos metabdlitos sofre
interferéncia de fatores ambientais e biol6gicos, como género, idade, estilo de
vida, composicdo da microbiota, dieta e meio ambiente, que refletem o
fendtipo do individuo 2.

2.6 Metabolémica

A metabolémica é uma ciéncia 6mica emergente que utiliza técnicas
analiticas para caracterizar e quantificar pequenas moléculas (metabdlitos)
em amostras biolégicas. Essa dGmica monitora flutuagdes nas concentracdes
de metabdlitos em resposta a varios estimulos e melhora nossa compreenséao
sobre os processos de doenca, mecanismos toxicolégicos, descoberta de

biomarcadores e variacdes entre o hospedeiro e sua microbiota intestinal *.

A analise metabolémica pode ser direcionada a analise de metabdlitos
gue surgem como consequéncia de interagOes intergendmicas, ou seja,

interacbes entre o hospedeiro e a sua microbiota intestinal. Esse tipo de
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estudo gera informacao que pode auxiliar o diagndstico, a estratificacdo e o
tratamento de doencas com alvo no microambiente intestinal, além de ser

importante na elucidacéo de vias metabélicas relacionadas a obesidade % 5%
55

2.6.1 Abordagens de estudo em metabolémica

A analise metabolémica pode ser conduzida de duas formas principais,
gue podem ser definidas de acordo com 0s objetivos da investigagdo. Quando
se deseja conhecer o perfil global, é realizada uma varredura para obter o
maior namero possivel de metabdlitos, e esse tipo de abordagem é conhecido
como untargeted, ou seja, sem um alvo especifico. Todavia, quando o objetivo
da investigagéo esta direcionado a metabdlitos especificos, fundamentados
em uma hipotese direcionada, a analise é do tipo targeted, que significa alvo.
Nesse tipo de abordagem, as moléculas de interesse sdo necessariamente
pré-definidas, e pode ser implementada a utilizacao de padrdes internos, que
auxiliam a identificacdo e a quantificacdo das moléculas de interesse no
sistema®!. As técnicas analiticas para analises metabolomicas estdo descritas

no Anexo 1.

2.7 Metabolbmica fecal

Em humanos, os ingredientes dietéticos ingeridos aportados ao
intestino delgado (ID) sdo absorvidos pela mucosa intestinal e transportados
para o figado por meio da circulagdo entero-hepatica (Figura 3). No figado,
esses ingredientes dietéticos sdo metabolizados por enzimas do hospedeiro
(enzimas da familia do citocromo p450), e alguns produtos desse metabolismo
sao excretados na bile e transportados novamente para o limen intestinal, no
gual podem ser reabsorvidos pela mucosa intestinal e voltarem para o figado
via circulacdo portal. No figado, geralmente, ocorre a conjugacdo de

metabalitos a pequenas moléculas polares, como acido glucurdnico, sulfato,
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taurina, glicina ou glutationa. As enzimas (b-glucuronidase, sulfatase e varias
glucosidases) produzidas pela microbiota intestinal desempenham papel
central na circulacdo entero-hepatica porque s&do responsaveis pela
desconjugacdo dos componentes acima citados, facilitando sua reabsorcao
pela mucosa intestinal. Além disso, devido a auséncia de algumas enzimas
ndo codificadas pelo genoma humano, polissacarideos vegetais, incluindo
fibra dietética e amido resistente, frequentemente escapam da digestdo no
estdbmago e chegam ao célon “°. No célon, esses ingredientes alimentares
entram em contato com a microbiota ali residente. Essas bactérias colbnicas
possuem enzimas que degradam os ingredientes alimentares que nao foram
absorvidos pelo trato gastrintestinal (TGI) superior, e geram metabdlitos que

sdo excretados nas fezes 49 %6,

Proteinas
Carboidratos
Outros nutrientes

Estébmago

Circulagao entero-hepética

Circulagéo portal Tecido
Intestino Rim
Eezgs ‘ U%a
(metabdlitos microbianos) (metabslitos microbianos)
Fonte: Adaptado de Han J et al., 2010 56
Figura 3 - Formacdo de metabdlitos microbianos. Ingredientes

alimentares séo degradados por bactérias colénicas, gerando metabolitos que
séo excretados nas fezes e urina

Os metabdlitos microbianos formados no célon séo influenciados pela

quantidade e pelo tipo de componentes dietéticos que sobrevivem a digestao
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no intestino delgado. A Figura 4 demonstra o impacto dos metabdlitos
microbianos no intestino e na fung¢do imune. Distldrbios na homeostase entre
sinais derivados da bactéria e/ou do hospedeiro podem “alterar” a funcéo de
barreira intestinal e levar ao desenvolvimento de desordens imunes na

mucosa intestinal 4°.

z
s Metabélitos Microbianos
oD F \
b
2 1010000000000
o
=)
2
Barreira epitelial Proliferagdo de Inflamagdo intestinal
do intestino células epiteliais e Imunidade

do intestino

Fonte: Adaptado de Jacobs DM et al., 2009 “°.

Figura4 - Impacto de metabdlitos microbianos no intestino e na funcéo
imune. Metabdlitos microbianos estdo em contato com o lumen e também com
a mucosa intestinal, desempenhando efeito local e sistémico no hospedeiro.
Esses metabdlitos participam da funcéo de barreira intestinal, da proliferacéo
de células epiteliais e estao envolvidos no processo de inflamacéo intestinal e
imunidade

Em estudo experimental, Zheng X et al. (2011) identificaram 202
metabdlitos urinarios e 223 metabolitos fecais envolvidos no cometabolismo
entre o hospedeiro e a microbiota intestinal de roedores. Os autores
observaram que a microbiota intestinal € capaz de modular o metabolismo
sistémico do hospedeiro ao envolver metabdlitos derivados do metabolismo

de acidos biliares, triptofano, lipideos e aminoéacidos °.

O perfil de biomarcadores “diagnosticos” fecais inclui muitos
metabolitos de origem mamifero-microbiana . Esses metabdlitos sé&o
considerados marcadores importantes para o diagnostico de individuos com

risco de diabetes mellitus e doengas intestinais 9.
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2.8 Metabolémica fecal apés cirurgia bariatrica

A mudanca anatdbmica, associada com a DGYR, faz com que os
nutrientes ingeridos sejam desviados e ndo entrem em contato com grande
parte do estdbmago, duodeno e jejuno proximal. A anastomose da alca
biliopancreética com o jejuno permite a drenagem dos AB e secrecdes
pancreaticas, que se misturam aos nutrientes ingeridos no jejuno, regiao
denominada canal comum 6%, A manipulacéo cirlrgica do trato gastrintestinal
promove um impacto profundo no metabolismo, induzindo mudancgas
importantes em processos de sinalizagdo estimulados por nutrientes e
horménios. Além disso, ocorre mudanca na morfologia e funcao intestinal,
pois a presenca de nutrientes parcialmente intactos no limen estimula o
aumento da taxa de proliferacdo celular, comprimento das vilosidades e
profundidade de criptas. Da mesma forma, a auséncia de nutrientes causa o
efeito oposto. Assim, os segmentos desviados podem se atrofiar pela
auséncia de nutrientes, e 0s segmentos que permanecem em contato com o
fluxo de nutrientes adaptam-se modificando a arquitetura da mucosa entérica.
Os efeitos dos nutrientes no limen intestinal parecem ser independentes do
peso corporal e de fatores sistémicos 1. O que torna de interesse avaliar “o
que aconteceu” apds essa mudanga anatdmica e metabdlica causada pela
DGYR por meio da metabolémica fecal.

Experimentalmente, avaliou-se o perfil de metabdlitos microbianos na
urina e fezes de ratos Wistar ndo obesos antes e apds a DGYR. Verificou-se
nos animais submetidos ao procedimento cirdrgico o aumento do pH do suco
gastrico e a alteracdo na biodisponibilidade de oxigénio. Os autores tambéem
verificaram reducédo dos filos Firmicutes e Bacteroidetes e aumento do filo
Proteobactéria, principalmente da bactéria Enterobacter hormaechei (E.
hormaechei) em amostras de fezes dos animais submetidos a DGYR ©°,

Ao analisar a influéncia da DGYR na carga citotdxica e genotoxica da

amostra fecal, Li et al. (2011b) observaram alto grau de citotoxidade nas
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amostras dos animais submetidos a DGYR. Os metabdlitos tiramina,
metilamina, piruvato, acido gama aminobutirico (GABA) e putrescina foram
diretamente associados com a morte celular. Os autores ressaltam que,
apesar do procedimento cirurgico pela técnica de DGYR ter aumentado a
citotoxidade em amostras fecais dos animais, ndo se pode afirmar que o
mesmo acontece em humanos com obesidade grave e diabetes tipo 2, j& que
humanos possuem mecanismos de detoxificagdo diferentes dos

animais 92,

2.9 Acidos biliares

Os acidos biliares (ABs) sao produzidos exclusivamente no figado, a
partir de colesterol 3, e sdo a principal forma de excregdo do colesterol 4.
Eles sdo moléculas anfipaticas essenciais para solubilizacdo, absorcdo e
metabolismo de lipideos e vitaminas lipossoliveis. Os principais ABs em
humanos sdo &cido colico (CA), acido guenodeoxicolico (CDCA), acido
deoxicélico (DCA) e litocdlico (LCA). Os ABs sao sintetizados no figado por
uma via que requer a acdo de, no minimo, 14 enzimas hepaticas. Nos
hepatdcitos, o colesterol sofre uma série de reacdes de hidroxilacao e reducéo
do colesterol, que culminam na sintese de acidos biliares primarios. O acido
colico apresenta os seus grupos a-hidroxil nas posicbes 3, 7 e 12, enquanto
gue o acido quenodesoxicolico apresenta 0s seus grupos nas posicoes 3 e 7
63, A enzima 7a hidroxilase de colesterol (CYP7AL) inicia a via classica para
a sintese do acido biliar, e a enzima 27-hidroxilase de esterol (CYP27A1) inicia

a via alternativa ®° (Figura 5).
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Via classica da biossintese de acidos biliares

Em humanos, a via classica € a principal via biossintética dos acidos
biliares, responsavel por mais de 90% da producéo total de acidos biliares.
Ela inicia pela agdo da enzima CYP7A1 ao converter colesterol em 7a-
hidroxicolesterol. Em seguida, a enzima desidroxilase 3B-hidroxi-A5-C27-
esteréide (3B-HSD) converte o 7a-hidroxicolesterol em 7a-hidroxi-4-
colesteno-3-ona (C4), que € o precursor comum para ambos ABs primarios,
CA e CDCA, e tem sido utilizado como um marcador sérico para avaliar a taxa
de sintese de acidos biliares. A proteina esterol microssomal 12a-hidroxilase
codificada pelo gene CYP8B1 medeia a hidroxilacdo de C4 na posi¢ao C-12,
seguida por varias reacdes, incluindo a clivagem da cadeia lateral de esteroide
pela enzima CYP27A1, levando a sintese de CA. A enzima CYP7Al regula a
taxa global de producdo de &cidos biliares, enquanto a CYP8B1 regula a

relacdo entre os dois acidos biliares priméarios (CA/ CDCA) 6,

Via alternativa da biossintese de acidos biliares

Em humanos, a via alternativa produz menos de 10% do total de acidos
biliares em condicfes fisiolégicas normais. Nessa via, a enzima CYP27Al
mitocondrial catalisa a primeira reacao de hidroxilagdo do colesterol ao 27-
hidroxicolesterol e ao acido 3B-hidroxi-5-colestendico, que &,
subsequentemente, hidroxilado na posicao C-7 pela enzima oxiesterol 7a-
hidroxilase, codificada pelo gene CYP7B1 para formar 33, acido 7a-di-hidroxi-
5-colestendico. O CYP7B1 catalisa varias reacdes de hidroxilacdo para a
sintese de esteroides em tecidos esteroidogénicos e sintese de oxiesterol em
tecidos periféricos. Os intermediarios oxisterol formados nos tecidos
periféricos podem ser transportados para o figado e convertidos

principalmente em CDCA ©¢,
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Figura5- Vias classica e alternativa da biossintese dos acidos biliares em
humanos. A figura mostra as duas vias de sintese de acidos biliares. A via
classica acontece com a acgdo da enzima CYP7A1 (localizada no reticulo
endoplasmatico), a qual transforma colesterol em 7a —hidroxicolesterol, que,
posteriormente, é transformado em 7« -hidroxi-4-colesten-3-ona por agéo da
enzima 3B-hidroxiester6ide desidrogenase (HSD3B7). A partir dessas
reacoes, € originado o acido biliar primario CDCA. Ja na presenca da proteina
esterol 12a-hidroxilase, que codifica o gene CYP8B1, ocorre a formagao de
CA. Avia alternativa é iniciada pela enzima esterol 27-hidroxilase mitocondrial
(CYP27A1), que catalisa a oxidacdo da cadeia lateral dos esteroides na
sintese de CA e CDCA. Na via alternativa, o colesterol é, primeiramente,
convertido em 27-hidroxicolesterol pela enzima CYP27A1. O gene oxisterol
7a-hidroxilase (CYP7B1) catalisa a hidroxilagdo do 27-hidroxicolesterol para
acido 3B, 7a-dihidroxi-5-colestendico, que, eventualmente, é convertido em
CDCA. O gene CYP7BL1 ¢ inespecifico e pode também catalisar a hidroxilacdo
do 25-hidroxicolesterol em 5-colesten-3[3, 7a, 25-triol. No intestino grosso, por
acao da microbiota, os dois acidos biliares primarios, CA e CDCA, séao
convertidos em acidos biliares secundarios, DCA e LCA, respectivamente. A
enzima CYP3AL e a epimerase também convertem CDCA em acidos biliares
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secundarios, incluindo éacido biliar tauroursodeoxicolico (TUDCA). Nesse
processo, grande quantidade de LCA é excretada nas fezes. CYP7AL: enzima
7o hidroxilase de colesterol, HSD3B73: enzima [-hidroxiesterdide
desidrogenase, CYP8B1: gene, CA: &cido colico, DCA: acido deoxicélico,
CYP27Al1. enzima esterol 27-hidroxilase mitocondrial, CYP7B1: gene,
CYP3Al: gene, CDCA: acido quenodeoxicolico, TUDCA: 4&cido
tauroursodeoxicolico, LCA: &cido litocolico

2.9.1 Conjugacao e desconjugacao de acidos biliares

No figado, os ABs primarios séo conjugados com glicina e/ou taurina e
originam os ABs primarios conjugados: acido cdlico conjugado (taurocélico e
glicocolico) e acido quenodeoxicolico conjugado (tauroquenodeoxicolico e

glicoquenodeoxicadlico).

Apds a conjugacéo, os ABs sao secretados na bile e armazenados na
vesicula biliar, onde ocorre a concentracao de ABs até a liberagéo no duodeno
67, A secrecgado da bile no lumen intestinal ocorre por estimulo do horménio
colecistoquinina (CCK) %69 e a liberagdo da bile acontece apds a ingestdo

alimentar 69 70,

Os ABs conjugados permanecem em forma ionizada em pH intestinal
e sdo chamados de “sais biliares” 63 %°. Esses sais sdo detergentes altamente
efetivos que promovem solubilizacdo, digestdo e absorcdo de lipideos

dietéticos e vitaminas lipossoluveis no intestino delgado (ID) ©°.

2.9.2 Circulagao entero-hepatica dos acidos biliares

A absorcéo de ABs pelos enterdcitos € dependente de transporte ativo,
principalmente mediado por soédio ’*, por meio do transportador de AB ileal
(IBAT, também conhecido como ASBT ou SLC1042). Pequena porcentagem
de ABs néao conjugados pode atravessar, de forma passiva, as membranas
do intestino delgado superior e célon. Apés atingir a circulagao portal, os ABs
retornam aos hepatdcitos, sdo reutilizados e novamente excretados na bile 72

69, 71 Aproximadamente 95% dos ABs atuantes nas porg¢des iniciais do
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intestino sdo absorvidos no ileo 8%, principal sitio de absorgao 3 67.¢°, Pequena
parcela de ABs escapa da absorgao intestinal e sofre desidroxilagéo, reacdo
provocada por enzimas bacterianas, que origina ABs secundarios, os quais
sdo absorvidos posteriormente ¢7. A circulagdo entero-hepatica resulta na
manutengao estavel de ABs circulantes. Em geral, todas as perdas que
ocorrem pelas fezes podem ser compensadas por maior producado hepatica
(de 0,3 g a 0,7 g por dia) 1. A concentragdo sérica dos acidos biliares varia
conforme o estado de alimentag&do, podendo estar baixa nos periodos de

jejum e mais alta ap6s uma refeigao 8 71

2.9.3 Acidos biliares e microbiota

A pequena parte de ABs primarios ndo absorvida pelo intestino é
convertida por agao de enzimas bacterianas intestinais em ABs secundarios
(LCA e DCA), que sdo absorvidos pelo intestino ¢’. Essas transformacoes
incluem reacfes de desconjugagdo, 7o desidroxilacdo, oxidacdo e
epimerizagdo de grupos 3, 7 e 12 hidroxil, esterificacdo e desulfatagéo,
descritas no Quadro 1 % 72 3¢ ijlustradas na Figura 6.
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Quadro 1 -

Reacdes enzimaticas que conduzem a transformacao de acidos

biliares primarios em secundarios

Reacdes
enzimaticas

Descricao

Bactérias relacionadas

Desconjugacao

Hidrolases de sais biliares
(BHS) realizam a hidrélise
(dupla decomposicéo entre
determinado composto e agua)
sobre a ligagéo N acil amida e
C24 em ABs conjugados.

Bacteroides fragilis, Bacteroides
vulgatus, Clostridium perfringens,
Listeria monocytogenes e muitas
espécies de Lactobacillus e
Bifidobacterium

7o desidroxilagéo

Devido a inacessibilidade sobre
0 grupo hidroxil, a
desidroxilagcao ocorre apenas
apos a desconjugacao. A 7a.
desidroxilacdo sobre ABs
primarios (CA e CDCA), que da
origem aos ABs secundarios
(DCA e LCA), é a converséo
mais importante de ABs em
humanos.

Membros do filo Firmicutes
(clostridium e Eubacterium)

Oxidacéo e
epimerizagéo dos
grupos 3,7e 12
hidroxi

Desidrogenases de
hidroxiesteroides de ABs
(HSDHSs) realizam oxidacgéo
reversivel de hidroxi para
grupos oxo

3o e 3B-HSDHSs: Firmicutes

Epimerizacao 3 hidroxi:
Peptostreptococcus productus,

C. perfringens e Eggerthella lenta.

7o 7B-HSDHSs: Firmicutes (incluindo
espécies do género Clostridium,
Eubacterium e Ruminococcus)

12a ou 12B-HSDHSs: Firmicutes

Esterificacéo e
desulfatacéo

Esterficac&o: reacdo que
resulta na formagao de ésteres.
Ester de ABs quantifica de10%
a 30% do contetido de AB total
nas fezes de humanos.

Desulfatacéo: converte sulfatos
de sais biliares em substratos
menos polares e mais
eficientemente absorvidos,
podendo interferir na excre¢éo
fecal de ABs.

Bacteoides, Eubacterium,
Lactobacillus e Firmicutes
(Clostridium)
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Figura 6 - Reacfes enzimaticas por bactérias intestinais. Bactérias fazem
desconjugacdo de acidos biliares primarios (CA e CDCA) e, por meio de

desidrogenacéo, desidroxilacdo e epimerizacao, transformam ABs primarios
em secundarios

Os ABs podem alterar a composicdo da microbiota intestinal de forma
direta por meio de suas propriedades antimicrobianas 6% 7476 ¢ de forma
indireta através de peptideos antimicrobianos intestinais induzidos por FXR
(Receptor X Farnesoide) ou por meio de regulacdo da resposta imune do
hospedeiro pelos receptores FXR e Takeda G-protein receptor 5 (TGR5) 7% 77:
8, A comparacdo entre a composicdo de ABs na vesicula biliar e nas fezes de
individuos saudaveis ilustra a extensdo do metabolismo microbiano sobre o
conteido de ABs no intestino grosso (Figura 7) 78, A poténcia do AB
secundario DCA como agente antimicrobiano € maior do que o poder do AB
primario CA, devido a sua hidrofobicidade e as propriedades detergentes
sobre a membrana bacteriana % 72, Mudancas complexas e significativas na
composicdo da microbiota intestinal sdo observadas em ratos alimentados
com dieta rica em CA, com aumento do filo Firmicutes de 54% para 93% a

98% do microbioma. A classe Clostridia também aumentou de 8,3% para 55%
a 62% 7> 8,

A reducdo de ABs no intestino pode favorecer o crescimento de

bactérias gram-negativas, com producéo de potentes lipopolissacarideos e
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potenciais patdogenos. De forma distinta, o aumento em niveis de ABs no
intestino pode favorecer o crescimento de bactérias gram-positivas do filo
Firmicutes, incluindo bactérias que realizam 7o desidroxilacdo de ABs
primarios do hospedeiro em ABs secundarios téxicos 2. A “comunicagao”
entre as bactérias e os ABs no intestino pode impactar a saude de forma
global e influenciar o pool sistémico, bem como a homeostase intestinal da
microbiota. Nesse cenario, espera-se que o perfil de AB fecal possa refletir as

condicdes de salde ou doenca &,



Revisdo da Literatura 25

Composicao de acido biliar na vesicula biliar

n2%
ol Nt £
DCA
RCA 25% 35% =
'—“'—.\J
Enzimas
bacterianas

!

Composicao de acido biliar nas fezes

2%m‘\ 2%

34% e

12-o0x0-LCA
3% V
29%

2%

Fonte: Adaptado de Ridlon et al. (2006)¢°

Figura 7 - Composicdo de AB na vesicula biliar e fezes. Apos a agéo de
enzimas bacterianas intestinais, observa-se redugdo drastica no percentual
dos é&cidos biliares primarios, CA e CDCA, dando origem a acidos biliares
secundarios, 0s quais aumentaram sua quantidade percentual nas fezes (LCA
e DCA). “Outros” ABs referem-se a derivados oxo e 3B-hidroxi de ABs
secundarios. CDCA: &cido quenodeoxicolico, DCA: acido deoxicélico, LCA:
acido litocolico, UDCA: éacido ursodeoxicolico, 12-oxo-LCA: acido 12-oxo-
litocdlico.
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As relacdes entre microbiota, acidos biliares e obesidade foram
exploradas por Ridaura et al. (2013). Os autores avaliaram a composi¢ao da
microbiota intestinal e de 37 espécies de ABs em amostra cecal de
camundongos gémeos obesos e gémeos magros, e observaram reducéo
significativa nos niveis de 8 ABs em obesos comparados com os magros. Ao
realizarem transplante de microbiota de camundongos magros para obesos,
verificaram mudanca no perfil de ABs nos camundongos obesos, que se
assemelhou ao dos magros. Os autores destacam que o novo metabolismo
de ABs pos-transplante fecal nos animais obesos poderia contribuir para o
melhor controle do peso e do fenétipo metabdlico, com efeitos mediados pela
microbiota intestinal. Foram observados niveis aumentados de FXR e Fgf-15
no ileo e reducdo na expressdo hepatica de CYP7A1l em camundongos
obesos comparados com magros 84, sugerindo que ABs especificos agem

como mediadores moleculares produzidos pelo microbioma 2.

2.9.4 Acidos biliares e ativacéo de receptores

ABs tém sido considerados importantes para tratar doencas
metabdlicas como obesidade, DM2, hiperlipidemia e aterosclerose pelo seu

impacto sobre diversas vias de sinalizacédo celular 72 8.

2.9.4.1 Receptor X Farnesoide

FXR é o principal sensor biolégico de ABs no figado e intestino 72 86 87
mas também é expresso no tecido adiposo branco 8, coracéo 8%, pancreas e
rim %, Esse receptor nuclear pode ser ativado por ABs priméarios e
secundarios. O CDCA é o seu agonista mais potente em sua forma conjugada

e desconjugada 84 91-9,

Do ponto de vista metabdlico, a ativacdo de FXR promove uma cascata
de vias de sinalizacdo e modula o metabolismo de lipidios e a homeostase
glicémica e energética. A relacdo de FXR e homeostase glicémica foi
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estabelecida ao se considerar que: DM2 se associa com hipertrigliceridemia,
FXR controla o metabolismo de triglicerideos e o perfil de ABs é diferente em
pacientes diabéticos do que controles ¥.

A inter-relacdo de ABs com FXR impacta a homeostase glicémica por
mecanismos distintos. ABs modulam a gliconeogénese ao regular a
expressao de enzimas dessa via anabdlica, mais especificamente PEPCK (do
inglés, phosphoenolpyruvate carboxykinase), G6Pase (do inglés, glucose-6-
phosphatase) e FBP1 (do inglés, fructose-1,6-biphosphatase) % %°.

Pacientes com DM2 descompensado apresentam aumento da
producao e excrecao fecal de ABs, normalizada apds tratamento com insulina
106 A ativacdo de FXR hepatico também se associa com a melhora do perfil
lipidico ao diminuir niveis de triglicerideos, favorecer clearance de VLDL e

quilomicrons, bem como aumentar a beta oxidagéo 1,

A Figura 8 mostra a circulacdo entero-hepatica de ABs envolvendo
atividade BHS da microbiota intestinal, bem como ligantes e hormonios

envolvidos.
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LCA: acido litocolico, MRP4: membro C da familia 4 transportador ABC, NTCP: carregador
de soluto familia 10, (cotransportador AB/s6dio), membro 1, PXR: receptor X pregnano, OST:
transportador de soluto organico, SHP: pequeno parceiro heterodimérico, VDR: receptor de
vitamina D, MRP2: proteina associada a resisténcia a mdltiplos farmacos 2, MDR1:
transportadores dependentes de ATP - cations organicos hidrofébicos, IBAT: transportador
de &cido biliar ileal, BSEP: bomba de exportagdo de sal biliar.

Fonte: Adaptado de Fioriccis et al., 2015 72,

Figura 8 - Circulacdo entero-hepatica e metabolismo do AB intestinal por
hidrolases de sais biliares (BHS) expressando receptores ativados por ABs de
bactérias intestinais no intestino, figado e 6rgaos endodcrinos. Circulagao
entero-hepatica e metabolismo do AB intestinal por hidrolases bacterianas de
sais biliares (BHS) com expressao de receptores ativados por AB no intestino,
figado e 6rgéos enddcrinos (A-D). Sdo esquematizados 0s principais eixos
metabdlicos gerados pelo metabolismo bacteriano intestinal de AB. (A). Eixo
FXR-Fgfl15. Ativacdo de FXR nos enterocitos ileais libera Fgfl5 (FGF19 é a
forma em humanos), o qual alcanca os hepatécitos por meio da circulacdo
portal, liga-se ao receptor do fator de crescimento fibroblasto 4 (FGFR4) e
inibe a enzima CYP7A1, blogueando a sintese de AB pelo hepatécito de
maneira dependente de FXR, pela ativacao do parceiro heterodimérico (SHP).
Ligantes de FXR regulam negativamente a captacédo de AB basolateral pelos
hepatocitos via repressao de NTCP, o qual estimula a expressao de genes
sobre MRP3, BSEP, MRP4 e OSTao/B. (B) Ativacdo de BARS. ABs
provenientes da circulacdo entero-hepatica exercem efeitos sistémicos por
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ativar varios BARS em diferentes tecidos. Os ABs CA e CDCA sao ligantes
para FXR, enquanto DCA e LCA séo ligantes preferenciais para GPBARL1. (C)
Eixo GPBAR1 — GLP1. Ativacdo de GPBARL1 (TGR5) em células enddécrinas
ileal (células L) desencadeia liberagdo de GLP1 que chega ao figado por meio
da circulacéo portal e, posteriormente, ao pancreas, onde ocorre a inducéo da
secrecdo de insulina pelas células beta. (D) eixo metabdlico e xenobidtico
(detoxificacdo) ativado por LCA. LCA é um ligante para PXR e VDR.
Ativagéo de VDR. Ativagao de VDR e PXR por LCA ocorre em muitos tecidos
além dos enterocitos intestinais. AB: acido biliar, BHS: hidrolases de sais
biliares, CA: &cido cdlico, CDCA: &cido quenodeoxicélico, CYP7A1L: citocromo
p450, familia 7, subfamilia A, polipeptideo 1, DCA: acido deoxicolico, FGF4R:
receptor do fator de crescimento fibroblasto 4, Fgfl15: fator de crescimento do
fibroblasto 15, FXR: receptor X do farsenoide, GLP1: peptideo 1 ligado ao
glucagon, GLP1R: receptor de peptideo 1 ligado ao glucagon

2.9.4.2 Receptor 5 da proteina-G de Takeda (TGR5-Takeda G-

protein receptor 5)

O TGR5 é um receptor de membrana expresso em algumas células
como os macroéfagos e neutrofilos na vesicula biliar, tecido adiposo marrom e
branco, masculo esquelético, cérebro e pancreas. Esse receptor é ativado por
concentracbes nanomolares de LCA e TLCA e por concentracoes
micromolares de CA, DCA e CDCA 101-104 - Através da ligacdo ao TGR5, os
ABs podem exercer fun¢des anti-inflamatoérias e de imunossupressao, energia

e homeostase glicémica.

No contexto metabdlico, TGR5 pode ser um alvo promissor para o
tratamento de doencgas associadas ao ganho de peso. Isso porque a atividade
desse receptor ja foi apontada como estimulante da fosforilagdo oxidativa
mitocondrial, 0 que aumenta o gasto energético. Adicionalmente, TGR5 pode
estimular a producéo de GLP-1 (do inglés, glucagon-like peptide) em células
enteroenddcrinas no intestino, favorecendo a regulacdo da homeostase
glicémica %6. Em estudo experimental, observou-se que a administracdo de
agonistas de TGR5 aumentou a razéo intracelular de ATP/ADP e o influxo de
calcio, que promoveu aumento da secrecao
de GLP-1 105,
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2.9.4.3 Acéo conjunta de FXR e TGR5

Nas células B pancreaticas, a secreg¢ao de insulina ocorre pela acao
conjunta de FXR e TGR5, dependente do aumento da concentracao de célcio
106,107 Experimentalmente, células a pancreaticas também expressam TGR5,
0 que nos permite considerar que a ativacdo de TGR5 por ABs modifica o
fendtipo secretor de células a de glucagon para GLP-1 e, assim, promove
efeito paracrino sobre as células B para estimular a secrecéo de insulina 1%,
Dessa maneira, considera-se que a agao conjunta de FXR e TGR5 poderia
influenciar a atividade de células em diferentes locais do corpo e, assim,
desempenhar papel fundamental na regulacdo do metabolismo global e da

glicose 19,

Pesquisas tém demonstrado que a ativacéo intestinal de FXR causou
hiperglicemia, e o estimulo na sinalizacdo de TGR5 melhorou o nivel glicémico
e a homeostase energética 1°°. Ja foi visto que a ativacdo de TGR5 associada
ao bloqueio intestinal de FXR por ABs foi apontada como possivel abordagem
para 0 controle da glicemia em pacientes com
DM2 109,110_

2.9.5 Acidos biliares e alteragdes metabdlicas ap6s DGYR

Em condicéo saudavel e fisioldgica, a poténcia da ligacdo de ABs com
seus receptores pode sofrer influéncia da sua diluicdo, associacdo com
micelas e nutrientes na luz intestinal 2. A partir da mudanca anatémica
ocasionada pela DGYR, os nutrientes ingeridos sdo desviados e ndao entram
em contato com grande parte do estbmago, duodeno e jejuno proximal. A
anastomose da al¢a biliopancreatica com o jejuno, canal comum, permite a
drenagem de ABs e secrec¢fes pancredticas, que se misturam aos nutrientes
ingeridos no jejuno *. A DGYR promove aumento do fluxo entero-hepatico,
elevando a absorcdo de AB no ileo 3¢. O progresso da bile na alca
biliopancreatica passa a ocorrer em um estado néo diluido, no qual ha maior
disponibilidade de AB para ligacdo em receptores especificos. Assim, os ABs
podem desempenhar a¢des importantes na modulagdo do metabolismo apés
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a DGYR, por serem moléculas centrais na sinalizacédo de diversos processos
relacionados a utilizacdo de substratos energéticos '2. Nesse sentido, a
melhora da homeostase glicémica poderia resultar no aumento dos niveis
plasmaticos de AB e na diminuicdo de sua excrecédo nas fezes, uma condicao

frequentemente observada ap6s a DGYR 113 114,

Os mecanismos potencialmente envolvidos na melhora metabdlica
apos a DGYR incluem restricao calérica e rapida chegada de nutrientes no
intestino distal, alteracdo na circulacdo entero-hepatica de ABs e perda de
peso 15, De fato, dados recentes em modelos experimentais e em humanos
113,114, 116-119 " indicam que procedimentos cirdrgicos antiobesidade, que
buscam remissao do diabetes tipo 2, tém participacdo de ABs aumentados no
plasma 46 119, Além disso, mudancas significativas na composicéo e riqueza
da microbiota intestinal também sdo observadas apds procedimentos
bariatricos 18 120-122 e podem contribuir para mudancas no pool de AB. A
DGYR remodela a microbiota, podendo afetar o padrdo de secrecdo dos
hormdnios GLP1 e GLP2 , que é liberado por células enddcrinas no ileo por

ABs secundéarios 2.

No que se refere ao perfil de metabolitos de ABs em amostras fecais
apos a DGYR, poucos estudos foram conduzidos até o momento, e a maioria
€ de carater experimental. Especificamente em modelos animais, estudos
apontaram reducéo de ABs fecais apés a DGYR 6% 74 75, Entretanto, nenhum
estudo até o momento correlacionou o perfil de ABs fecais ap6s a DGYR com

a remissdo do DM2 pés-operatéria 2°.
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3 HIPOTESE E JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

3.1 Hipotese

Nossa hipétese considera que a DGYR altera o perfil de metabolitos e
de ABs fecais de mulheres obesas portadoras de DM2 e que isso pode estar

relacionado com a melhora do DM2 pd4s-operatorio.

3.2 Justificativa do estudo

Em pacientes com diabetes tipo 2, apés DGYR, ocorre rapida
recuperacdo da homeostase glicémica antes mesmo de perda de peso
significativa. No entanto, a remissdo pos-operatdria de DM2 n&o é universal,
e algumas pacientes persistem com a doencga, por motivos ainda nao

esclarecidos.

E de interesse compreender os mecanismos da DGYR associados aos
seus beneficios metabdlicos, em particular sobre a DM2. Essa informacao
podera futuramente evoluir para proposicdo de novos tratamentos menos
invasivos para a doenca. Entre as diferentes abordagens possiveis, encontra-
se a andlise metabolémica fecal, que explora as interacées metabdlicas entre
hospedeiro, dieta e microbiota intestinal. Trata-se de técnica néo invasiva que
permite comparar o perfil metabolémico fecal antes e apés a DGYR. Esse
conhecimento podera identificar novos biomarcadores relacionados com a
melhora da obesidade e do DM2 ap6s DGYR.

Nessa perspectiva, a caracterizacdo de metabolitos por meio da
metaboldémica fecal, em especial o perfil de acidos biliares fecais, podera
melhorar nossa compreensao a respeito da remissdo do DM2 apés DGYR.
Eventualmente, nossos achados poderdo oferecer subsidios para o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas direcionadas a

prevencdo e ao tratamento dessas doencas.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Identificar alteragbes no perfil de metabdlitos fecais de mulheres
obesas com diabetes tipo 2, apds a Derivacao Gastrica em Y de Roux, por

meio de diferentes técnicas metaboldmicas.

4.2 Especificos

¢ |dentificar alteracdes no perfil de metabdlitos fecais 3 e 12 meses apos
DGYR em relacdo ao periodo pré-operatorio por meio de analise
metaboldémica untargeted;

¢ Identificar alteracfes no perfil de metabdlitos fecais 3 e 12 meses ap6s
DGYR por meio de analise metabolémica targeted;

e Avaliar o perfil de acidos biliares fecais 3 e 12 meses ap6s DGYR e sua

relacdo com a remisséo de diabetes tipo 2.



5 Métodos




Métodos 37

5 METODOS

5.1 Local de execucéo do trabalho

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Nutricdo e Cirurgia
Metabdlica do Aparelho Digestivo (LIM/35) do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (HC-FMUSP) em
parceria com a Unidade de Cirurgia Bariatrica e Metabodlica da mesma

instituicao.

5.2 Aspectos éticos

A presente investigacao foi submetida a aprovacao pela Comisséao de
Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas da
FMUSP (CAPPesq), em 23/02/2011 (Anexo 2), sob o numero 1011/09 e
registrada na Plataforma Brasil (19339913.0.0000.0068) e

www.clinicalTrials.gov (NCT01251016). A presente tese de doutorado faz

parte de um Projeto Tematico e foi desmembrada pela CAPPesq (Anexo 3).

5.3 Selecao de pacientes

Foram selecionadas 20 mulheres adultas (de 18 a 60 anos), com
obesidade grave e diabetes mellitus tipo 2 (DM2), candidatas a cirurgia
bariatrica pela técnica de Derivacdo Gastrica em Y de Roux (sem anel) na
Unidade de Cirurgia Bariatrica e Metabdlica do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (HCFM-USP). Os
critérios de inclusdo foram: mulheres adultas (de 18 a 60 anos), indice de

Massa Corporal (IMC) entre 35 kg/m? e 50 kg/m?, diagndstico comprovado de
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DM2 (glicemia de jejum - GJ >126 mg/dl e hemoglobina glicada - HbAlc >
6,5%) e/ou uso de antidiabético oral. Os critérios de exclusédo foram: uso de
qualquer tipo de insulina, presenca da bactéria Helicobacter Pylori no
estbmago, diagnodstico de doencas da tireoide: hormdnio tireoestimulante
(TSH) < 0,27 ou > 4.2ulU/mL, triidotironina (T3), 80 ou > 200ng/dL, tiroxina
(T4) < 5,1 ou > 14,1ug/dL e presenca de disfuncdo hepética grave: alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e gama-
glutamiltransferase (Gama-GT) com valores superiores a trés vezes o valor
de referéncia pela Divisdo de Laboratério Central do HC-FMUSP, conforme
descrito a seguir — ALT e AST > 93 U/L e Gama - G> 108 U/L, participacéo
atual ou recente em outro protocolo de estudo intervencionista e recusa em
participar do estudo e/ou em assinar o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).

5.4 Obtencao de consentimento informado

O protocolo de estudo foi explicado detalhadamente, bem como todos os
procedimentos envolvidos, para a paciente e seu representante legal. Apés a
aceitacdo da paciente em participar da pesquisa, o TCLE foi assinado pela

paciente e/ou representante legal (Anexo 4).

5.5 Desenho do protocolo de estudo

As atividades previstas no protocolo do presente estudo foram
desenvolvidas ao longo de aproximadamente 15 meses para cada paciente.
As consultas aconteceram desde a triagem até o periodo pos-operatério de

12 meses, conforme ilustrado na Figura 9.
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Triagem
Avaliagdo da Coleta de Coleta de Coleta de
Indicagdo amostra fecal amostra fecal amostra fecal
cirdrgica

Composigdo Composigdo Composi¢do
Corporal DGYR Corporal Corporal

p—O ?
3
- Aplicagdo meses - Aplicagdo meses - Aplicacdo
recordatério recordatorio recordatério
alimentar 24h alimen?ar %4h alimentar 24h
Selegdo - Explicagdo - EXF’I'C?‘;EO - Explicagdo
registro alimentar registro alimentar registro alimentar
de 7 dias de7 dias de 7 dias
- Explicagdo coleta - Explicagdo coleta - Explicagdo coleta
amostra amostra amostra

@ Triagem --- Identificagdo do perfil das pacientes pela histéria clinica e pelos exames laboratoriais

@ Avaliacio da Indicacio cirtrgica - Avaliag3o clinica do cirurgido em consulta ambulatorial e discuss3o da indicagio
cirurgica pela equipe da divisdo de cirurgia baridtrica e metabdlica do HC FMUSP

O Selegdo - Selegdo das pacientes dentro do perfil determinado pelos critérios de inclusdo — Assinatura TCLE
© Composicio Corporal --- Aferigdo do peso, estatura e calculo do IMC

@ Aplicagdo recordatdrio alimentar de 24h
Explicagdo registro alimentar de 7 dias
Explicagdo coleta amostra

O Coleta de amostra fecal

@ DGYR

Figura9 - Desenho do protocolo de estudo, com descricdo dos
procedimentos gerais de exames e coleta de amostras

5.5.1 Composicgéao corporal

Para caracterizacdo da amostra e sua resposta a DGYR, foram
coletados dados de idade, tempo de obesidade e de DM2 (< 5 anos de DM2
e > 5 anos de DM2) e medidas antropométricas. As medidas antropométricas
do presente estudo foram aferidas no pré-operatério (TO) e pos-operatorio de
3 (T1) e 12 meses (T2) de cirurgia para acompanhar a evolucao da paciente

apos a realizacao da intervencéo cirurgica.
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O peso atual (kg) foi mensurado em balanca eletrbnica para obesos
(carga méxima 500 kg e divisdo 100 gramas; Lucastec®, Brasil), com a
paciente vestindo apenas roupas leves. A altura foi medida com auxilio de
estadibmetro (Sanny®, American Medical do Brasil), com a paciente em pé,
com o0s pés descalcos, calcanhares unidos, costas eretas e 0s bragos
estendidos ao lado do corpo. O IMC foi calculado usando a férmula

peso/altura 2 123,

As medidas de circunferéncias foram realizadas com fita métrica
inelastica com escalas em centimetros. A medida da circunferéncia do braco
foi realizada sobre o ponto médio entre a distancia da projecdo lateral do
acrébmio e a margem inferior do olecrano. Para achar o ponto médio, a
paciente foi orientada a ficar com o antebrago na posicao de angulo de 90° e
a mao voltada para cima. Para a medida da circunferéncia da cintura, devido
a dificuldade de achar o ponto médio entre a crista iliaca e a ultima costela,
foi utilizado o ponto médio entre o rebordo costal inferior e a crista iliaca
(préxima a regido umbilical). A circunferéncia do quadril foi medida no seu

maior diametro 124,

5.5.2Exames bioquimicos

Foram medidas as concentracdes de glicose, insulina, peptideo C e perfil
lipidico (colesterol total, LDL-colesterol, VLDL-colesterol, HDL-colesterol e
triglicérides) em amostras de plasma ou soro colhidas algumas semanas
antes da DGYR (pré-operatorio) e nos periodos pos-operatorio de 3 e 12
meses. A hemoglobina glicada (HbAlc) também foi mensurada nos tempos

acima referidos.

Todas as amostras de sangue foram coletadas apés 12 horas de
jejum. O teste de alimentagao foi realizado, e novas coletas foram feitas, apos
30, 60, 90 e 120 minutos da ingestao oral de 200 ml de dieta normocalérica,
normolipidica e normoproteica (EnsureTM, Abbott, EUA) para analise de

glicose e insulina.
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Os exames bioquimicos (glicose, HbAlc, insulina, peptideo C e perfil
lipidico) foram analisados na Divisdo de Laboratorio Central do HC-FMUSP
por método enzimatico (glicose e perfil lipidico), cromatografia liquida (HbAlc)

e eletroquimioluminescéncia (insulina e peptideo-C).

5.5.3 Sindrome Metabdlica

A Sindrome Metabdlica, hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia
foram classificadas de acordo com os critérios da Federacao Internacional de
Diabetes (IFD)'?>126, os quais incluem altos niveis de triglicérides, baixos

niveis de colesterol HDL e glicemia de jejum aumentada (Quadro 2).

Quadro 2 - Definicdo de Sindrome Metabdlica de acordo com International
Diabetes Federation (IDF) 26

Critérios para Sindrome Metabdlica incluem: Obesidade abdominal (definida pela
circunferéncia abdominal, valores de acordo com a etnia) + dois dos seguintes
fatores:

>150 mg/dL (1.7 mmol/L) ou tratamento especifico

Aumento de triglicerideos : o N .
para hipertriglicidemia

< 40mg/dL (1.03 mmol/L) em homens; < 50 mg/dL
HDL colesterol reduzido (1.29 mmol/L) em mulheres ou tratamento especifico
para essa anormalidade

sistolica BP > 130 mm/Hg ou diastdlica BP > 85

Presséo arterial aumentada . ~ .
mm/Hg ou tratamento para hipertenséo arterial

= 100 mg/dL (5.6 mmol/L) ou diagnéstico prévio de

Glicemia de jejum aumentada diabetes mellitus tipo 2

Fonte: Adaptado de International Diabetes Federation (IDF) 126

5.5.4 Avaliagéo quantitativa e qualitativa da ingest&o alimentar

Dois inquéritos alimentares foram aplicados para andlises quantitativas
da ingestdo de alimentos: registro alimentar de 7 dias (R7d) e recordatorio
alimentar de 24 horas (R24h) (Anexo 5 e 6). O R7d foi aplicado como método

de referéncia, e todos os resultados da ingestao foram baseados nele. O R24h
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foi aplicado para avaliar sua eventual concordancia com R7d, através da
comparacao de dados e informagdes obtidas por ambas as ferramentas. Para
aplicacdo do R7d, a paciente recebeu e foi ensinada a usar o livro Consumo
Alimentar — Visualizando Porc¢ées 27, que levou para casa. Tomando-o como
referéncia, anotou no registro alimentar o nimero da foto correspondente ao
tamanho da porgéo ingerida. Durante a semana de registro, a paciente
recebeu uma ligacdo telefénica para lembrar da tarefa e tirar possiveis
davidas. Para aplicacdo do R24h, a quantidade de alimentos consumida foi
anotada em termos de unidades, medidas caseiras ou através de fotos,
através de entrevista presencial. O software Virtual Nutri Plus® (VNP) 128 foi
utilizado para calcular as calorias totais, macro e micronutrientes ingeridos, a
partir dos dados obtidos por R7d e R24h. As seguintes fontes de dados foram
utilizadas para determinar a composicao nutricional das refei¢cdes ingeridas:
Tabela de Composicdo Quimica de Alimentos, desenvolvida por Sonia
Tucunduva Philippi 2°, e Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos
(TACO) 130, para avaliacdo qualitativa da ingest&o alimentar, aplicou-se o QFA
(Anexo 7).

5.5.5 Derivagao géastricaem Y de Roux

Todas as pacientes foram submetidas a DGYR sem anel, por meio de
laparotomia, realizada na Unidade de Cirurgia Bariatrica e Metabdlica (HC-
FMUSP). A DGYR reduz o estdbmago ao realizar uma bolsa gastrica proximal,
com aproximadamente 30 mL de capacidade total, e exclui o restante do
estdbmago, duodeno e parte do jejuno proximal do fluxo de nutrientes (Figura
10).
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\ Bolsa
\ / gastrica

,,,,,

Anatomia gastrintestinal Anatomia gastrintestinal
normal apos DGYR

Legenda - AL, al¢ca alimentar; ABP, alca biliopancreatica; AC, alca comum

Figura 10 - Mudangas anatdomicas induzidas pela DGYR: anatomia
gastrintestinal normal e alterada ap6s DGYR

A reconstrucao do transito alimentar ocorre pela pratica de anastomose
gastrojejunal término-lateral entre a bolsa gastrica e o jejuno. Pratica-se a
seccdao do jejuno proximal ou médio, medido a partir de 50 cm a 100 cm do
angulo de Treitz. A porcédo distal do jejuno é levada ao novo reservatério
gastrico (anastomose gastrojejunal), e o transito alimentar passa a ser
restaurado pela al¢ca alimentar. A outra por¢cdo proximal que se encontra
exclusa do transito alimentar (estdmago, duodeno e jejuno proximal) é
anastomosada na alca jejunal que originou a anastomose gastrojejunal, em
uma regido aproximadamente a 120 cm abaixo desta, e, com isso, restaura-
se o transito biliodigestivo, formando-se a alca biliopancreatica. Essa
enteroanastomose (Y de Roux) marca o ponto de convergéncia entre as duas
alcas intestinais, em que o alimento que vem pela alca intestinal alimentar
encontra-se com as secrecbes biliodigestivas que vém da alca
biliopancreatica. A partir dessa juncéao, denominada alca intestinal comum, ha

maior absorcao de nutrientes no restante do intestino distal.
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Para o presente estudo, os tamanhos das alcas biliopancreatica e de
alimentagdo foram padronizados em 50-60 cm e 100-120 cm,

respectivamente.

5.6 Analise estatistica dos dados clinicos e bioquimicos

As analises estatisticas de dados clinicos, do consumo alimentar e de
parametros bioquimicos foram feitas por testes ndo paramétricos (Mann-
Whitney) e paramétricos (ANOVA, Teste t), com uso do software R na versao

3.3.0 (www.r-project.org), considerando-se o nivel de significancia de 5%.

Variaveis continuas foram sintetizadas em mediana (minimo-méximo) quando
a distribuicdo foi assimétrica. As medidas descritivas mediana, minimo,
maximo e amplitude quartil (IQ) foram consideradas para resumir as variaveis
guantitativas. As variaveis qualitativas foram expressas por meio das

frequéncias absolutas e relativas (%).

Para variaveis continuas, a diferenca entre os grupos foi testada com
0 uso do teste Mann-Whitney (variaveis assimétricas e/ou heterogeneidade
das variancias). O teste exato de Fisher foi utilizado para avaliar a associacéo
entre grupos (responsivos e ndo responsivos a remissdo do DM2) e as
variaveis qualitativas 3. A comparacgdo dos grupos em relacdo a idade e a
comparacao transversal dos grupos em relacdo as variaveis quantitativas

foram realizadas pelo teste de Mann-Whitney 132,

5.7 Protocolo de estudo

O estudo de metabolémica fecal foi realizado em trés etapas, descritas
a seguir: (1) Em primeiro lugar, realizamos estudo-piloto com 10 pacientes
inseridas no estudo, utilizando abordagem de metabolémica untargeted para
verificar existéncia de distingdo entre o perfil metabdlico das pacientes nos
periodos pré e pds-operatorio (3 e 12 meses); (2) Posteriormente, conduzimos


http://www.r-project.org/
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analise metabolomica targeted, com intuito de verificar alteragdes nos niveis
de &cidos biliares; (3) Separamos o grupo de pacientes em responsivas (R) e
ndo responsivas (NR) e verificamos quais acidos biliares quantificados pela
metabolémica target estiveram correlacionados com a remissdo do DM2 pos-

operatoria.

5.7.1 Protocolo da coleta das amostras de fezes até a extracdo

O protocolo que envolveu a aquisicdo das amostras fecais até a
extracdo dos metabdlitos envolveu 5 passos, ilustrados na Figura 11 e

descritos a sequir.

PERIODOS

Pré-operatorio Pés-operatério de 3 meses Pés-operatério de 12 meses

Consulta Coleta de Transporte Recebimento e { Estocagem
para amostras de das amostras processamento das amostras
explicacdo da fezes da residéncia das amostras até a
coleta de do paciente no Lim 35 extragdo dos
fezes até o Lim 35 metabdlitos

Siglas: DGYR: Derivacdo Gastricaem Y de Roux; LIM 35: Laboratério de Investigagao Médica

Figura 11 - Protocolo de coleta das amostras fecais
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5.7.2 Consulta para explicacdo da coleta de fezes

Inicialmente, foi aplicado as pacientes o recordatério alimentar de 24
horas (Anexo 4) e, em seguida, as pacientes foram orientadas quanto ao
preenchimento do registro alimentar de 7 dias (Anexo 5), antes e apos a
DGYR. Um coletor de Fisher (Commode Specimen; Fisher Scientific, Ottawa,
ON, Canada) para a coleta de fezes foi fornecido as pacientes, que foram
instruidas a realizar a coleta da amostra fecal no dia seguinte apos a

conclusao dos registros alimentares.

5.7.3 Coleta de amostras de fezes

As amostras de fezes foram coletadas com o auxilio do coletor de
Fisher e estocadas a -20°C na residéncia da paciente por um periodo de 4

horas.

5.7.4 Transporte das amostras da residéncia da paciente até o
laboratorio

ApoOs o periodo de 4 horas da coleta das amostras de fezes, o coletor
de Fisher contendo o material biolégico congelado foi transportado da
residéncia da paciente até o laboratério de investigacdo médica 35 (LIM/35)
em contéiner com gelo em temperatura controlada a -4°C pela empresa World

Courier (Sao Paulo, Brasil).

5.7.5 Recebimento e processamento das amostras no LIM/35

No LIM/35, as amostras de fezes foram recebidas pelo pesquisador
responsavel, homogeneizadas, pesadas (1 g) e aliguotadas em 10 tubos

criogénicos de 2 mL (Kasvi, Canada).
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5.7.6 Estocagem das amostras até a extracdo dos metabdlitos

Os tubos criogénicos foram identificados com o nome da paciente,
periodo da coleta (pré-operatorio, pés-operatério de 3 meses e poés-operatdrio
de 12 meses) e data e, em seguida, foram colocados em caixas, que foram
armazenadas em freezer a -80°C (Thermo TLE 600 Freezer) até a extracéo

dos metabdlitos.

5.8 Anédlise metabolémica untargeted

Com o intuito de verificar se houve diferenciacdo entre o perfil de
metabdlitos em agua fecal antes e apés DGYR, conduzimos estudo-piloto no
qual analisamos amostras de 10 pacientes. As analises metabolémicas do
tipo untargeted com amostras fecais foram processadas em trés momentos
distintos (pré-operatorio e pos-operatorios de 3 e 12 meses), como mostrado

na Figura 12.

Tempo 0

(antes da cirurgia) —= Controle
/ 10 amostras fecais
Tempo 1 X

10 pacientes com
obesidade grave e
DM2

30
amostras

(3 meses apds a cirurgia) Caso

10 amostras fecais

Tempo 2 _
(12 meses apds a cirurgia) [ Caso
10 amostras fecais

Legenda - Dez amostras foram coletadas antes da cirurgia para o estudo-piloto, as mesmas
10 amostras foram coletadas 3 e 12 meses apos a cirurgia.

Figura 12 - Descricdo da Coorte: Estudo-piloto

5.8.1 Protocolo de extragcdo dos metabdlitos fecais

O protocolo de extracdo dos metabdlitos fecais envolveu 5 passos

ilustrados na Figura 13 e detalhados a seguir.
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PASSO 1: Descongelamento. Apos a distribuicdo em aliquotas, as amostras
foram transportadas do LIM/35 até o Laboratorio ThoMSon de Espectrometria
de Massas (UNICAMP), em temperatura controlada a - 4°C. No Laboratorio
ThoMSon, as amostras contidas nos tubos criogénicos foram descongeladas

em temperatura ambiente por 10 minutos 4’.

PASSO 2: Separacdo. Apos o descongelamento das amostras, 100 mg de
fezes foram retirados do tubo criogénico e inseridos no fundo de um tubo
ambar light protection (Eppendorf) de 1,5 mL (Kasvi, Canada), que foi

identificado com o0 nome da paciente e a data do exame 4.

PASSO 3: Homogeneizagao. No tubo ambar contendo 100 mg de fezes, foi
inserido 1mL de metanol grau HPLC, (ultrapuro) (HPLC grade, Merck,
Alemanha), e, em seguida, os tubos foram colocados em um homogeneizador
(Gallenkamp Shaker horizontal) programado em 200 rpm a 25°C por 15

minutos 4’.

PASSO 4: Centrifugacdo. Apds a homogeneizacdo das amostras, foi retirado
1 mL do sobrenadante e inserido em novo tubo ambar light protection
(Eppendorf) de 1,5 mL (Kasvi, Canada), identificado com o nome da paciente
e a data do exame. O sobrenadante foi centrifugado (Centrifugue 5415R
Eppendorf) a 13.000 rpm a 5°C por 5 minutos, e, em seguida, foi retirado
novamente 1 mL de sobrenadante. Este sobrenadante foi inserido em novo
tubo ambar light protection (Eppendorf) de 1,5 mL (Kasvi, Canada),
identificado e centrifugado pela segunda vez (Centrifugue 5415R Eppendorf)
a 13.000 rpm ou 13 rcf a 5°C por 5 minutos 4’.

PASSO 5: Extracdo. ApOs a segunda centrifugacdo, o sobrenadante foi

inserido em novo tubo ambar light protection (Eppendorf) de 1,5 mL (Kasvi,
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Canada), identificado e armazenado na temperatura de -80°C até a analise

dos metabdlitos por espectrometro de massas (EM) #’.

5.8.2 Andlise dos metabdlitos por Espectrémetro de Massas: estudo-

piloto

As amostras fecais foram submetidas a anéalises metabolémicas
realizadas com abordagem untargeted, por meio de cromatografia liquida
(HPLC Agilent 1290) acoplada ao Espectrometro de Massas (6550 iFunnel Q-
TOF, Agilent Technologies), denominadas em conjunto no presente estudo
como LC-MS. A separacao cromatogréfica foi realizada utilizando uma coluna
de fase reversa C18 (Zorbax extend-c18, 2,1 50 mm, 1,8 u, Agilent
Technologies), e os dados dos espectros gerados foram salvos em arquivos

de Excel (Office — Microsoft) para posterior processamento de dados %°.

5.8.3 Processamento dos dados e estatistica do estudo-piloto

O processamento dos dados gerados pelo espectrometro de massas
foi executado pela empresa Orus Biotechnology (Sao Paulo, Brasil). Foi feita
analise estatistica multivariada ndo supervisionada, utilizando Analise de
Componentes Principais (PCA), com auxilio dos softwares Solutions Lab
(Shimadzu, California, EUA) e Excel (Microsoft, Redmond, WA, EUA). Apos a
realizacdo de PCA, foi feita a analise PLS-DA (do inglés Partial Least
Squares), com auxilio do software Pirouette 3:11 (Infometria Inc, EUA). Nesse
teste, foram identificados os metabdlitos que mais contribuiram para a

separagdo dos grupos 133134,

5.9 Analise metabolémica targeted

Realizou-se analise metaboldmica com abordagem targeted em
amostras fecais para a quantificacdo de ABs. Essa fase do estudo envolveu

20 pacientes, e todas as amostras foram analisadas em trés periodos (pré-
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operatorio e pos-operatérios de 3 e 12 meses apdés DGYR), como

esquematizado na Figura 13.

Tempo O
Antes da cirurgia Controle
20 amostras fecais

Tempo 1 Caso
20 pacientes 59 amostras 3 pet
. meses apés a cirurgia
obesos fecais 20 amostras fecais
Caso

Tempo 2
12 meses apés a cirurgia
19 amostras fecais

Legenda - Vinte amostras foram coletadas antes da cirurgia (DGYR), outras 20 amostras
foram coletadas no pds-operatério de 3 meses e 19 amostras pos-operatério de 12 meses
(n&o foi possivel realizar as coletas de uma paciente pés-operatério tardio devido a sua
mudanca de cidade).

Figura 13 - Descricdo da Coorte: Analise Metabol6mica Targeted

A seguir, descrevemos as etapas que compuseram o estudo.

PASSO 1: As aliquotas de fezes das 20 pacientes incluidas foram enviadas
para a Austria, em temperatura controlada pela empresa World Courier (S0
Paulo, Brasil). As andlises foram processadas pela Biocrates® (Innsbruck,
Austria), utilizando padrdo de metabolitos para acidos biliares. As amostras
fecais foram analisadas por LC-MS (AB SCIEX, ThermoScientific, Waters),
com ionizacdo por electrospray (ESI). As andlises foram conduzidas em
multiplas etapas de selecdo, e o instrumento foi ajustado para realizar a
fragmentacdo de ions (MS/MS), de modo a favorecer a identificacdo dos

metabolitos de interesse.

PASSO 2: Na Biocrates, previamente as analises, as amostras das pacientes

foram identificadas e numeradas.
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PASSO 3: O kit Acidos Biliares (Biocrates Bile Acids Kit) foi utilizado para a
quantificacdo de 20 ABs, dados como moléculas de interesse. As analises
foram conduzidas por LC-MS/MS utilizando uma coluna de fase reversa
altamente seletiva. As analises foram conduzidas no modo de Monitoramento
de Reacbes Mudltiplas (MRM) negativo, para determinar a concentracdo de
ABs. Para quantificacdo precisa, foram utilizados padrbes internos e
calibragdo externa. Foram extraidos 10 yL de volume da amostra bioldgica

para essa analise.

5.9.1 Ferramentas de software utilizadas

O software interno da Biocrates, MetIDQTM (Innsbruck, Austria), foi
aplicado para exportacdo de dados, utilizando a plataforma on-line néo

comercial chamada MetaboAnalyst 3.0 (www.metaboanalyst.ca) 35,

O MetaboAnalyst fornece dois métodos mais comumente utilizados
para essa finalidade: (1) Método de diferenca menos significativa de Fisher
(LSD de Fisher) e (2) Diferenca Honestamente Significativa de Tukey (HSD
de Tukey).

5.9.2 Pré-processamento de dados

Os metabdlitos contendo mais de 20% dos valores abaixo do limite de
deteccdo (LOD) foram removidos e, de acordo com esse critério, 6 acidos

biliares foram excluidos da analise estatistica.


http://www.metaboanalyst.ca)/
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5.9.3 Métodos estatisticos

Diferentes métodos estatisticos foram aplicados com o objetivo de
identificar diferengas nas concentracfes de metabdlitos fecais antes e apos a
DGYR.

As caracteristicas importantes foram selecionadas usando um limiar
para o nivel de significAncia com valor até 0,05 apds a correcdo do teste
multiplo. Vinte metabdlitos e uma razdo entre ABs primarios (CA/CDCA) foram
calculados e testados 6.

5.9.3.1 Analises univariadas

a. ANOVA unidirecional

Os métodos de analise univariada sdo os mais comumente utilizados
para a analise exploratdria de dados. Utilizamos neste trabalho a analise de
variancia (ANOVA) para avaliar se a comparacao global foi significativa, ou

nao.

b. Fold change

Fold change descreveu o quanto a concentragdo dos acidos biliares

mudou entre os periodos.

c. Teste t de student

O teste t de student é um teste de hipdtese que usa a estatistica para
rejeitar, ou ndo, uma hipotese nula. Consideramos o ponto de corte para p-

valor de 5%, com nivel de confianca de 95% 3.
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d. Wilcoxon

O teste de Wilcoxon é um teste de hipdtese ndo paramétrico que foi
utilizado para comparar duas amostras relacionadas, € um teste de diferencas

pareadas 1.

e. Mann-Whitney

O teste U de Mann-Whitney é um teste ndo paramétrico que foi aplicado
em duas amostras independentes. O teste de Mann-Whitney foi usado para

testar a heterogeneidade de duas amostras ordinais 1%°.
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6 RESULTADOS

O presente estudo testou a hipotese de que o perfil de metabdlitos
fecais de mulheres obesas portadoras de DM2 esta alterado apos a DGYR e
gue modificaces na classe de acidos biliares podem estar relacionadas com

a melhora do DM2 pG@s-operatorio.

Das 20 pacientes selecionadas, 20 completaram o protocolo até trés
meses apos a DGYR, e 19 pacientes completaram-no em 3 e 12 meses (uma

paciente mudou de cidade, e nao foi possivel coletar amostra fecal).

Para melhor compreensdo, os resultados serdo apresentados na
seguinte ordem: |. Caracteristicas descritivas da amostra, Il. Analise
metabolémica untargeted, Ill. Analise metabolémica targeted, IV. Correlacéo
entre acidos biliares fecais e remissdo do diabetes mellitus tipo 2, IV a.
Correlacéo entre acidos biliares fecais e colecistectomia, IV b. Correlagéo
entre &cidos biliares fecais e remissdo do diabetes mellitus tipo 2 excluindo
pacientes colecistectomizadas.

6.1 Caracteristicas descritivas da amostra

6.1.1 Variaveis antropométricas

A caracterizagdo antropométrica de 20 mulheres participantes por
ocasido da admisséao, trés meses e um ano apés a DGYR, encontra-se na
Tabela 1.
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Tabelal- Caracteristicas antropométricas de pacientes na admisséo, 3 meses e 12 meses apos a DGYR
. - Pds-operatério. Pés-operatdrio.
Variaveis Prl\j';?:?tsgo 3 meses 12 meses valor pt
- Média + DP Média + DP
Idade (anos) 48,65 + 7,2 48,65 + 7,2 49,65+ 7,2 -
Altura (m) 1,57 + 0,07 1,57 + 0,07 1,57 + 0,07 -
Peso (kg) 114,47 + 15,94 94,16 + 13,82 80,11 + 11,48 P<0,001 &b
IMC (kg/m?) 46,40 + 5,37 37,94 + 4,22 32,49 + 3,86 P<0,001 &b
Circunferéncia da cintura (cm) 126,9 + 13,36 111,2 + 11,76 103,3 + 11,91 P<0,001 ab
Circunferéncia do braco (cm) 42,99 + 5,23 36,8 + 3,9 33,73+ 3,78 P<0,001 ab
Circunferéncia do quadril (cm) 138,46 + 12,26 123,11 + 11,62 112,25+ 9,91 P<0,001 ab

Legenda: IMC, indice de Massa Corporal; P6s-op., pds-operatorio

Os resultados expressos como média (DP: desvio padrédo) por meio do teste ANOVA, considerando estatistica significante valores de p < 0,05. Sendo
a. valor de p para admissao versus periodo pds-operatério de 3 meses e b. valor de p para o periodo pos-operatorio de 3 meses versus pés-operatério

de 12 meses



Resultados 57

Apbés 3 meses da DGYR, observou-se perda significativa de peso
corpdreo e, como consequéncia da perda de peso, também houve reducéo
dos valores de IMC (p <0,001). As medidas de circunferéncia do braco,
circunferéncia da cintura e circunferéncia do quadril apresentaram reducdes
significativas no terceiro més apos a DGYR, quando comparadas aos valores
encontrados no periodo pré-operatorio (p <0,001). Os resultados para essas
mesmas varidveis também foram significativos quando comparados o0s

periodos pés-operatorios entre 3 e 12 meses (p <0,001).

6.1.2 Consumo alimentar

Observou-se diminuicdo significativa no consumo de calorias,
carboidratos, proteinas e gorduras apés 3 e 12 meses da DGYR, quando
comparada ao periodo pré-operatério avaliado pelo registro alimentar de 7
dias (R7d), exposto na Tabela 02, e pelo recordatério alimentar de 24 horas
(R24h), apresentado na Tabela 3. N&o foram observadas diferencas
significativas para a maioria dessas variaveis entre os periodos pés-
operatorios de 3 e 12 meses, com excec¢ao de gorduras poli-insaturadas, cuja
ingestado foi significativamente menor apds 12 meses da cirurgia, e de
carboidratos, cuja ingestdo foi significativamente maior apdés 12 meses da
cirurgia comparada com o periodo poOs-operatorio precoce (3 meses) da
DGYR.
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Tabela 2 - Alteracdes no consumo caldrico e de macronutrientes por mulheres obesas submetidas a DGYR, conforme dados
obtidos pela aplicacao do registro alimentar de 7 dias

P Valor P Valor (2) P Valor (3)

Variaveis Pré-operatério Pés-operatorio 3m  Pos-operatério 12 m (1)
. 1677,6 1004,2 985,2
Calorias (kcal) (972,3 - 2625,0) 514,9 - 1382,8 748,7-1864,9 - O00t <0001 0.07
. 71,4 47,7 57,3
Proteinas (g) (43,0 - 89.8) 225-82.7 24.1-86.2 < 0,001 0,007 0,128
. 203,3 108,5 129,8
Carboidratos (g) (120,1 - 348,5) 65,7 - 193.9 64.8 - 2641 < 0,001 < 0,001 0,037
. . 13,8 9,4 9,7
Fibras Totais (g) (6,5 - 31.1) 41-17.7 44-154 0,001 0,002 0,783
Fibras Insoldveis (g) a 43146 3 . 92134 , . 72154 : 0,02 0,004 0,6
Fibras Soluveis (g) © 282 6) 0 61113 5 0 21153 3 0,019 0,012 0,388
. 62,2 38,8 37,9
Gorduras Totais (g) (34,8 - 99.5) 19.1- 52,9 26,5 - 53,6 < 0,001 < 0,001 0,886
Gorduras Saturadas (g) 98 115278 2) 5 28_’27 3 5 19-’16 4 < 0,001 < 0,001 0,841
Gorduras Monoinsaturadas (g) 8 ;622 3 4 71_2f7 5 7 31_1f7 7 < 0,001 0,002 0,654
Gordura Poli-insaturada (g) 6 51-2,118 3 5 78_’i0 3 3 86138 9 < 0,001 < 0,001 < 0,001
194,1 125,5 136,2
Colesterol (mg) 62,3 - 343,7 52.4-334.2 50,0 - 3314 0,007 0,004 0,784

Legenda: p valor (1) 3 meses pds-operatério vs. pré-operatério; p valor (2) 12 meses pds-operatdrio vs. pré-operatorio; p valor (3) 12 meses pos-
operatorio vs. 3 meses pés-operatério. Resultados obtidos por Teste T e Mann-Whitney expressos como mediana (valor minimo - maximo). Valores em
negrito indicam diferenca estatistica significante (p < 0,05)
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Tabela 3 - Alteracdes no consumo caldrico e de macronutrientes por mulheres obesas submetidas a DGYR, conforme dados
obtidos pela aplicacao do recordatorio alimentar de 24 horas

Pré-operatério

Variaveis Total Pés-operatorio 3m Pds-operatério 12m P Valor (1) P Valor (2) P Valor (3)
(minimo-maximo)
Calorias (kcal) 707,167—7 2552,1 261,?8—8i846,6 471,38-7 ?%?58,24 < 0,001 < 0,001 0,249
Proteina (g) 30126?*1236,4 4795?':772 11733_*2871 < 0,001 < 0,001 0,321
Carboidrato (g) 82;90426’0 . 4,3%’21,2 39,11_31’26, . < 0,001 < 0,001 0,546
Fibra Total (g) 28 ms 12 158 2a 071 < 0,001 0,017 0,212
Fibra Insoldvel (g) 0’53_"15’9 0’41133’5 0’22149,2 <0,001 0,027 0,07
Fibra Solavel (g) 02 2_"1172 0720;8277 0 11133,7 <0,001 0,005 0,059
Gordura Total () 22,36_5’543,0 4,34%38,9 9,42?;337,0 0,004 < 0,001 0,114
Gordura Saturada (g) 3,515’59,6 0,5?"2‘7,9 02 _6f06,7 0,019 0,005 0,388
Gordura Monoinsaturada (g) 4,81—5;11,6 0,21_1’30’0 0.4 _7’4875,0 < 0,001 0,841
Gordura Poli-insaturada (g) 4,81?’268,7 0,27—,17,6 0’7%’?3’4 0,002 < 0,001 0,012
Colesterol (mg) 75;&%35’;21’0 0’2193’959’0 0 %9251387 0,025 0,014 0,546

Legenda: p valor (1) 3 meses pés-operatério vs. pré-operatério; p valor (2) 12 meses poés-operatério vs. pré-operatério; p valor (3) 12 meses poés-
operatorio vs. 3 meses pés-operatério. Resultados obtidos por Teste T e Mann-Whitney expressos como mediana (valor minimo - maximo). Valores em
negrito indicam diferenga estatistica significante (p < 0,05)
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Ao comparar os dados obtidos por R24h e R7d, ndo se observaram
diferencas significativas em relagéo ao consumo de macronutrientes em todos
os periodos avaliados. Valores obtidos por ambos, R24h e R7d, mostraram
ainda distribuicbes similares de macronutrientes, com prevaléncia no
consumo de carboidratos, seguido de proteinas e gorduras em todos 0s

periodos avaliados (Grafico 01; p > 0,05).

Grafico 1 - Distribuicdo de macronutrientes (g) ingeridos por mulheres
obesas antes, 3 e 12 meses apd6s a DGYR, conforme dados
obtidos por registro alimentar de 7 dias e recordatorio alimentar
de 24 horas

Registro Alimentar de 7 dias
60%

50%

40% 33,77%

51,03% 50,09%
35,24%
30%
20% 16,63%

46,15%
31,06%
20,34% 19,89%
0%

PRE-OPERATORIO POS-OPERATORIO 3 MESES  POS-OPERATORIO 1 ANO

M Carboidratos M Proteinas ™ Gorduras

Recordatorio de 24 horas
60%

so% L% 45,39% 18,03%
40% 35,81%
6 34,83% 32.36%
30%
20,25% 20,58%

0% 17,15%
- I I I

0%

PRE-OPERATORIO POS-OPERATORIO 3 MESES  POS-OPERATORIO 1 ANO

B Carboidratos M Proteinas ™ Gorduras
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6.1.3 Resposta clinica

As participantes do estudo foram distribuidas de acordo com os
subgrupos responsivo (R) e ndo responsivo (NR) em relacdo a remissao pos-
operatoria do DM2. As mulheres do grupo NR pesaram na admissdo 119,5+
37,6kg, e as R pesaram 113,2 + 60,1kg. As NR informaram estar diabéticas
por 4 anos, e as R por 6 anos. Clinicamente, apés 3 e 12 meses da DGYR, as
pacientes dos grupos R e NR apresentaram melhora do grau de obesidade,
refletida pela diminuicéo significativa do peso e IMC (Tabela 04). Também se
observou melhora nos marcadores da homeostase glicémica em nivel
sistémico, que incluiram menores valores de glicose, HbAlc e peptideo C
(Tabela 4). Todas as varidveis observadas mostraram-se significativamente
diferentes ao se comparar as medidas no periodo pré-operatorio com as do
pos-operatorio, em separado, para 0os grupos R e NR. No entanto, ndo se
observaram diferencas ao se comparar, em cada periodo, as variaveis
medidas nos subgrupos R e NR entre si, exceto para a glicemia, que foi
significativamente menor nos periodos de 3 e 12 meses pds-operatorio para
0 grupo R, assim como a hemoglobina glicada (HbA1c) aos 12 meses de pos-

operatorio.
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Tabela 4 - Dados de antropometria e bioquimicos de 20 pacientes obesas e diabéticas avaliadas antes, 3 e 12 meses apos a

DGYR
Variavel Responsivos N&o responsivos P valor* P valor¥ P valor®
Pré-operatorio P&s-operatério Pré-operatério Pés-operatorio
3 meses 1 ano 3 meses 1 ano
Peso 113.2+ 60,1 90.4 £45,5 73.9+37,2 119.5+ 37,6 99.8 + 33,7 89.1 + 28,2 0.571 0.384 0.062
IMC 46.4 £ 20,4 38.5+153 3241277 46.2 + 14,8 38.2+11,2 33.0+11,3 0.678 0.571 0.600
Glicemia 200.0 + 244 915+ 78 85.0 + 31 216.0 £172 111.5+72 108.0 + 38 0.427 0.025 0.031
Peptideo C 42+47 25+1.22 23+13 35+35 28+24 24+16 0.351 0.999 0.384
Insulina 18.1 £38,1 75+12,6 6.6 +6,4 12.9 + 38,6 79+95 6.7 +10,6 0.020 0.884 0.792
HbA1c 8.6+6,5 6.2+x15 5411 9731 6.1+15 6.3+0,9 0.384 0.657 <0.001
CT 174,18 £ 161,18 £ 158,73 £ 41,94 188,62 + 14,72 153,43 160,5 £ 23,13 0,334 1 0,62
44,49 42,13 18,26
LDL-c 100,64 + 96,82 + 30,8 88,64 + 31,68 115,25 + 18,09 89,43 +£15,13 90,88 £ 22,15 0,282 0,786 0,866
33,69
HDL-c 43,36 +10,96 43,09 +£10,71 52,36 + 13,43 40,25 + 8,14 41,71 +10,03 53,12 + 11,47 0,507 0,856 0,899
VLDL-c 30,18 + 10,68 21,27 £9,21 18,5 £ 6,52 33,12+ 7,77 22,29 +£7,87 16,5+ 2,33 0,518 0,555 0,386
TG 171,82 £90,99 108,82 + 50,85 89 + 33,83 165,88 + 38,46 112 + 39,54 81,88 + 12,74 0,591 0,556 0,533

Legenda - Dados sdo expressos como média (DP: desvio padrao). Para as analises, foram realizados teste t de student e Mann-Whitney considerando como estatistica
significante valores de p < 0,05. *Pré-operatorio responsivo vs. Pré-operatério ndo responsivo; ¥ Pds-operatdrio 3 meses responsivo vs. Pds-operatério 3 meses nao
responsivo; ¢ Pds-operatério 1 ano responsivo vs. Pds-operatdrio 1 ano n&o responsivo; IMC, indice de Massa Corporal; HbA1c, Hemoglobina glicosilada; CT, Colesterol
total; LDL-c, colesterol LDL; HDL-c, colesterol HDL; VLDL-c, colesterol VLDL; TG, triglicerideos
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Resumo dos resultados antropomeétricos e bioquimicos

Analisando todas as medidas antropométricas, a DGYR se mostrou
eficaz em promover perda significativa de peso, diminuicdo de IMC,
circunferéncia da cintura, do braco e quadril, comparando simultaneamente
0s trés periodos. Observou-se diminuicdo significativa no consumo de
calorias, carboidratos, proteinas e gorduras apos 3 e 12 meses da DGYR,
gquando comparada ao periodo pré-operatorio por ambos os métodos de
avaliacdo (R7d e R24h). No que se refere aos subgrupos R e NR, niveis de
glicemia e hemoglobina glicosilada (HbA1c) foram significativamente menores

no grupo R.

6.2 Andalise metabolémica untargeted

Em estudo-piloto, realizado por meio de andalise metabolémica
untargeted, em 10 pacientes, constatamos alteracdo do perfil metabolémico
fecal na comparacado entre os periodos pré-operatorio e apos 3 meses e 12
meses de DGYR, de acordo com o teste estatistico PLS-Da, em ambos os
modos de leitura (positivo e negativo), como ilustrado nos Graficos 02 e 03,
respectivamente.

Os grupos de amostras inseridos nos periodos pré-operatorio (azul) e
pos-operatorio estiveram nitidamente separados, enquanto que, nos periodos
pos-operatorio (pos-operatério de 3 meses versus poés-operatério de 12

meses), observamos pouca alteragéo, sem significancia estatistica.
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Gréafico 2 - Analise untargeted fecal de 10 pacientes obesas com DM2 nos
3 periodos da DGYR - PLS-Da Modo Positivo
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Legenda - Modo Positivo: Analise discriminante com calibragdo multivariada por minimos quadrados
parciais (PLS-DA), conjunto de dados dos metabdlitos log2-transformados, limpos e imputados, obtidos
a partir de amostras fecais antes (Azul: periodo pré-operatério — Pré) e apds a DGYR. (Verde: pés-
operatorio de 3 meses — Pos 3 m e Vermelho: pés-operatério de 12 meses — Pos 1 ano). Intervalo de
confianga de 95% é mostrado para cada um dos grupos na respectiva cor.
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Gréafico 3 - Analise untargeted de metabdlitos fecais de 10 pacientes obesas
com DM2 em 3 periodos da DGYR — PLS- Da Modo Negativo

ePos 1 ano
ePos 3m
ePre
o
m —
@
L oo
<
~
2
o
5 2 ®
E '
Q
O
o
S
O
= O
D) -
1 1 L L 1 1 L
-60 -40 -20 0 20 40 60 80

Componente 1 (13%)

Legenda - Modo Negativo: Andlise discriminante com calibragao multivariada por minimos quadrados
parciais (PLS-DA), conjunto de dados dos metabdlitos log2-transformados, limpos e imputados, obtidos
a partir de amostras fecais antes (Azul: periodo pré-operatorio — Pré) e apos a DGYR. (Verde: pos-
operatorio de 3 meses — Pos 3 m e Vermelho: pés-operatorio de 12 meses — Pos 1 ano). Intervalo de
confianga de 95% € mostrado para cada um dos grupos na respectiva cor.

Resumo dos resultados: O estudo-piloto envolvendo 10 pacientes com
obesidade e DM2 apontou alteracdo do perfil metabolémico fecal apds a

DGYR nos periodos pos-operatorios.
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6.3 Analise metabolémica targeted

6.3.1 Resposta geral do perfil de acidos biliares a DGYR

Conforme proposto no plano de pesquisa, aplicou-se o software
MetIDQTM (Biocrates®) para exportar os dados dos acidos biliares (ABSs)
fecais mensurados por espectrometria de massas, para a plataforma
MetaboAnalyst 3.0. Seis ABs com niveis = 20% dos valores abaixo do limite
de deteccao foram desprezados da analise, dentre eles acido hiodeoxicdlico
(HDCA), acidos muricoélicos (MCA.a, MCA.b e MCA.0), acido tauromuricélico
(TMCA.a.b) e acido ursodeoxicolico (UDCA).

Concentra¢cBes de ABs foram normalizadas para o peso das amostras
e sao apresentadas em pmol/mg. Com o programa R (versédo 3.2.2), testaram-
se as caracteristicas de tendéncia central e de dispersédo por meio do teste
estatistico ANOVA e significancias de fold-changes por Benjamini-Hochberg.
Dos 14 ABs fecais mensurados, 10 mudaram significativamente apés a DGYR
(Grafico 4). Os niveis de todos esses ABs foram significativamente reduzidos
em relagao ao periodo pré-operatério (Figura 14). A analise fold-change
confirmou a diminuicdo dos niveis dos acidos glicoquenodeoxicolico
(GCDCA), glicocdlico (GCA), taurocolico (TCA) e tauroquenodeoxicélico
(TCDCA) no po6s-operatério de 3 meses (Benjamini-Hochberg < 0,05; Tabela
05). Desses, os ABs GCDCA, GCA e TCA permaneceram significativamente
reduzidos 12 meses apos a DGYR (Benjamini-Hochberg < 0,05; Tabela 05).
Mudancas nos niveis de ABs entre os periodos pos-operatérios de 3 e 12

meses n&o obtiveram significancia estatistica.
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Gréafico 4 - Expressao grafica do comportamento de 10 &cidos biliares
fecais nos periodos pré-operatério, pés-operatério de 3 meses e
12 meses de DGYR
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Legenda - No grafico demonstrado em boxplot, sdo mostrados os &cidos biliares significativamente
alterados nos 3 grupos (antes da cirurgia bariatrica (t_0, vermelho), 3 e 12 meses apo6s cirurgia (t_3
verde, t_12 azul), de acordo com o teste ANOVA pareado com valores de p < 0,05. Os outliers estdo
destacados por pontos negros adicionais ao lado dos pontos de dados originais. Acidos biliares
primarios (CA, CDCA, GCA, GCDCA, TCA e TCDCA), secundarios (TLCA e TDCA) e terciarios (GUDCA
e TUDCA) apresentaram alterag8es significativas apos a DGYR.
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Colesterol UDCA

GUDCA

Legenda - Os é&cidos biliares sao apresentados de acordo com o fluxograma de sua sintese a partir do
colesterol. Acidos biliares primarios sdo destacados em caixas cinza, e os acidos biliares secundarios,
em caixas escuras. Metabdlitos nas linhas tracejadas ndo foram considerados nessa analise estatistica
por nao terem sido mensurados devido a critérios de qualidade (neste caso, UDCA esteve abaixo do
limite de deteccéo). Diminuicdes significativas (ANOVA) nos niveis de acidos biliares fecais apos cirurgia
bariatrica sdo indicadas por setas logo apés a sigla do AB. Nenhum aumento significativo foi observado.
TCDCA, &cido tauroquenodeoxicélico; GCDCA, &cido glicoquenodeoxicolico; TLCA, acido
taurolitocolico; GLCA, acido glicocélico; CDCA, acido quenodeoxicélico; LCA, &cido licélico; UDCA,
acido ursodeoxicdlico; TUDCA, &cido tauroursodeoxicdlico; GUDCA, éacido glicoursodeoxicoélico; CA,
acido cdlico; DCA, acido deoxicdlico; TCA, acido taurocdlico; GCA, acido glicocélico; TDCA, acido
taurodeoxicdlico; GDCA, acido glicodeoxicdlico.

Figura 14 - Acidos biliares primarios, secundarios e terciarios em amostras
fecais de mulheres obesas, portadoras de DM2 ap6s a DGYR
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Tabela 5 - Fold-changes significativos de acidos biliares fecais obtidos aos 3
e 12 meses apods a DGYR, em comparagdo com os obtidos no
periodo pré-operatorio

Periodo pos-operatorio

Acido biliar (abreviatura) 3 meses 12 meses

FC p valor FC p valor
Acido glicoquenodeoxicélico (GCDCA) -1,45 0,02 -1,57 0,02
Acido glicocélico (GCA) -1,68 0,02 -1,49 0,02
Acido taurocélico (TCA) -2,43 0,03 -2,73 0,03
Acido tauroquenodeoxicélico (TCDCA) -2,69 0,03 - -

Legenda - Fold-changes (FC) foram calculados para cada paciente individualmente, seguidos pelo
célculo da média fold change para cada AB priméario conjugado. Valores negativos representam
diminuicdo na concentracdo. Nenhuma mudanca significativa foi encontrada para a concentra¢do de
ABs fecais entre os periodos pds-operatérios de 3 e 12 meses. O nivel de significaAncia foi de 0,05 apds
correcdo para multiplos testes usando Benjamini-Hochberg.

Resumo dos resultados: A andlise metabolémica targeted incluindo todas
as pacientes inseridas no protocolo de estudo (n=20) confirmou a alteracéo
no perfil metabolico fecal antes e apdés a DGYR observada no estudo-piloto,

e apontou reducéo significativa de ABs fecais apds o procedimento cirurgico.

6.4 Correlacédo entre acidos biliares fecais e remissdo de DM2

6.4.1 Remisséao de diabetes mellitus tipo 2

De acordo com o critério da ADA0, apresentado no capitulo de
métodos, das 20 pacientes estudadas, 12 (60%) foram classificadas como R,
e 8 (40%) como NR. Amostras fecais de todas as pacientes coletadas no pré
(TO) e pos-operatorios de 3 (T1) e 12 (T2) meses foram estudadas, com
excecdo de uma amostra no tempo T2 de uma paciente do grupo R, que
mudou de cidade nesse periodo do estudo. A Figura 15 mostra o diagrama
Consort (fluxograma) das amostras fecais analisadas, nos periodos TO, T1 e

T2, das pacientes dos grupos de remissao do DM2.
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Figura 15 - Diagrama Consort das amostras fecais analisadas, nos periodos
pré-operatorio (T0) e pds-operatorios de 3 (T1) e 12 (T2) meses,
das pacientes dos grupos R e NR a remissdo de DM2

6.4.2 Resposta do perfil de acidos biliares a DGYR, de acordo com a

remisséo pés-operatéria de DM2

As comparagdes de ABs fecais entre os grupos R e NR foram feitas por
meio do teste de Mann-Withney '3 e ANOVA, considerando-se nivel de
significancia de 5% e utilizando-se o software R (verséo 3.2.2).

Para pacientes do grupo R, ao se comparar o periodo pds-operatorio
de 3 meses com o periodo pré-operatério, encontraram-se niveis fecais
diminuidos de ABs deoxicdlico (DCA), glicodeoxicélico (GDCA), glicolitocdlico
(GLCA), (dlicoursodeoxicolico (GUDCA), litocdlico (LCA), TCDCA,
taurodeoxicolico (TDCA) e taurolitocdlico (TLCA) e tauroursodeoxicolico
(TUDCA), e aumento da relagdo de acidos codlico e quenodeoxicdlico
(CA/CDCA) (p < 0,05; Tabela 06). Desses ABs, apenas o GUDCA reduziu-se
mais no pos-operatorio de 12 meses, em comparagao ao periodo preé-
operatério. Por outro lado, os metabodlitos GLCA e LCA aumentaram
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significativamente entre os periodos pds-operatoérios (12 meses vs. 3 meses).
No periodo pos-operatorio de 12 meses, as pacientes do grupo R
apresentaram diminuigdo significativa do metabolito GCDCA em relagdo ao

pré-operatorio.

Poucas mudancgas foram observadas nos niveis de ABs fecais em
pacientes NR apos a DGYR, todas bem distintas das altera¢des encontradas
em pacientes R. Em relagc&o ao periodo pré-operatorio, GCDCA (1,99 £ 2,44
vs. 1,42 + 2,52; p = 0,008) e TCA (1,00 £ 1,45 vs. 0,37 + 0,54; p = 0,016)
mostraram-se reduzidos no pds-operatorio de 3 e 12 meses, respectivamente.
Diferentemente do observado nas pacientes do grupo R, a razdao CA/CDCA
também aumentou no grupo NR apds a DGYR, mas essa alteragéo ocorreu
no pos-operatorio de 12 meses, em comparagao com o pos-operatério de 3
meses (3,54 + 6,01 vs. 0,71 £ 0,47; p = 0,039 - Tabela 07).

Tabela 6 - Niveis de AB fecais, expressos em pmol/mg, de mulheres
responsivas (grupo R) a remissao do DM2 antes, apds 3 e 12
meses de DGYR e suas comparagdes

TOvs. TOvs. T1lvs.

_ 0 i T2 T1 T2 T2
Variavel
. L - p p p
Média = DP Média + DP Média + DP valor valor valor
CAI/CDCA 1,51 + 0,84 3,06+2,04 2,04 +4,01 0,010 0,206 0,102
DCA 2791,67 + 1393,2 +1923,81 1773,09+ 1371.79 0,042 0,173 0,093
2469,78
GDCA 3,34 + 2,68 1,57 +1,95 1,89 +0.82 0,007 0,102 0,067
GLCA 0,53 + 0,49 0,26 + 0,27 0,37 £0,19 0,012 0,320 0,032
GUDCA 0,32 + 0,42 0,07 + 0,03 0,06 + 0,05 0,016 0,007 0,634
LCA 1154,53 + 515,95 + 565,97 760,36 +463,9 0,027 0,413 0,014
1168,66
TCDCA 1,05 + 1,68 0,16 + 0,42 0,51+ 1,65 0,042 0,083 0,700
TDCA 1,66 + 1,87 0,20 + 0,37 1,76 +5.28 0,007 0,102 0,175
TLCA 0,41 + 0,50 0,08 + 0,07 0,17 £ 0,36 0,003 0,054 0,765
GCDCA 2,27+ 3,51 0,56 + 0,61 0,38 +0,29 0,092 0,005 0,831
TUDCA 0,33+0,48 0,03 + 0,01 0.05 + 0.05 0,001 0,001 0,520

Legenda - TO, pré-operatorio; T1, pos-operatério de 3 meses; T2, pds-operatério de 12 meses; DP,
desvio padrdo; CA/CDCA, razédo de acidos cdlico e quenodeoxicélico; DCA, acido deoxicélico; GDCA,
acido glicodeoxicolico; GLCA, acido glicolitocolico; GUDCA, acido glicoursodeoxicdlico; LCA, acido
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litocdlico, TCDCA, éacido tauroquenodeoxicolico; TDCA; acido taurodeoxicélico; TLCA, acido
taurolitocolico; GCDCA, acido glicoquenodeoxicolico, TUDCA,; acido tauroursodeoxicolico. Valores em
negrito tém significancia estatistica de acordo com o teste de Mann-Withney

Tabela 7 - Niveis de AB fecais, expressos em pmol/mg, de mulheres nao
responsivas (grupo NR) a remissao do DM2 antes, apos 3 e 12
meses de DGYR e suas comparagdes

TOvs. TOvs. T1lvs.
C T0 m T2 T1 T2 T2
Acido
biliar fecal Média +
Média = DP eDllaa B Média + DP p valor p valor  pvalor
CA/CDCA 1,59+1.14 0,71+ 0,47 3,54+6.01 0,055 0,945 0,039
TCA 01,00 £1.45 1,62 +£4.18 0,37 £ 0.54 0,641 0,016 1,000
GCDCA 1,99 +2,44 1,44 +2,52 1,42 +2.52 0,008 0,250 0,742

Legenda - TO, pré-operatorio; T1, pds-operatdrio de 3 més; T2, pds- operatorio de 12 meses; DP, desvio
padrdo; razdo CA/CDCA de &cidos cdlico e quenodeoxicélico; TCA, acido taurocélico; GCDCA, &cido
glicoquenodeoxicélico. Valores em negrito tém significancia estatistica de acordo com o teste de Mann-
Withney*

As alteragdes no comportamento da razdo CA/CDCA fecal e dos niveis
de TUDCA apo6s a DGYR foram associadas com remissao pos-operatoria de
DM2. Em comparacdo ao periodo pré-operatorio, a razao CA/CDCA
aumentou no grupo R e diminuiu em pacientes NR no pds-operatério de 3
meses (p = 0,0001; Grafico 5A), diferentemente do que ocorreu entre os
periodos dos pdés-operatérios de 3 e 12 meses (p = 0,0039 Grafico 5B).
Apenas as pacientes R apresentaram niveis significativamente reduzidos de
TUDCA 12 meses apos a DGYR (p = 0,0327; Grafico 5C) em relagao ao
periodo pré-operatoério. Essas alteragdes pds-operatdrias no comportamento
da razdo CA/CDCA e nos niveis de TUDCA foram capazes de distinguir

pacientes R das NR, de acordo com o teste ANOVA.
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Grafico 5A - Razdo CA/CDCA fecal entre o periodo pés-operatério de 3
meses e periodo pré-operatério em mulheres R e NR apdés a
DGYR

GRUPO
— NR

CA.CDCA

TO T

Legenda - R responsivo; NR ndo responsivo; TO pré-operatorio; T1 pods-operatdrio de 3 meses
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Grafico 5B - Razdo CA/CDCA fecal entre o periodo pos-operatorio de 12 e
3 meses em mulheres R e NR ap6s a DGYR

GRUPO

— NR
¥ 9 R

CA.CDCA,

Legenda - R responsivo; NR ndo responsivo; T1 pés-operatério de 3 meses; T2 pos-
operatério de 12 meses
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Grafico 5C - TUDCA fecal entre o periodo pés-operatério de 12 meses e
periodo pré-operatério em mulheres R e NR apdés a DGYR

GRUPO
NR

0.25

TUDCA

0.05

L

TO T2

Legenda - R responsivo; NR nédo responsivo; TO pré-operatério; T2 pds- operatério de 12
meses

Resumo dos resultados: O &cido biliar TUDCA e a razdao CA/CDCA
estiveram significativamente associados com a remissdo do DM2 pds-
operatoria. Enquanto a alteragéo significativa no metabdlito TUDCA ocorreu
no periodo pods-operatério de 12 meses, a razao CA/CDCA esteve fortemente
associada com a remissao de DM2 no periodo pds-operatério de 3 meses. No
pos-operatorio de 12 meses, comparado com o de 3 meses, houve aumento
significativo nos niveis da razdo CA/CDCA no grupo NR, de acordo com o
teste ANOVA.
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6.4.3 Correlacéao entre acidos biliares fecais e colecistectomia

7

A colecistectomia & um procedimento cirurgico frequentemente
realizado em pacientes obesos. Observamos que algumas de nossas
pacientes foram submetidas a essa cirurgia e, ao considerar a relacéo direta
da vesicula biliar na flutuacdo de ABs e na circulacdo entero-hepatica,
identificamos a necessidade de avaliar se a colecistectomia poderia interferir
nos resultados obtidos. Assim, realizamos uma série de analises estatisticas

correlacionando a colecistectomia com o perfil de ABs e a remissao do DM2.

Das 20 pacientes estudadas, 7 (35%) foram colecistectomizadas e 13
(65%) ndo, nomeadas COLE e NOCOLE, respectivamente. Amostras fecais
de todas as pacientes coletadas no pré (T0) e pés-operatorios de 3 (T1) e 12
(T2) meses foram estudadas. A Figura 16 mostra o fluxograma das amostras

fecais de pacientes COLE e NOCOLE analisadas nos periodos TO, T1 e T2.

- .
TD pre-operalonio
Perda de acompanhamenio
{n=0) i ™

Total de amostras (n=20)

. r

MoCole (n=13)
7 N
T1 pds=operatdnd de 3 meses
Perda de acompanhamenio e
(=) - ~
Tolal de amostras (ne20) Colecistecdomizados
Mulheras obesas com \ e e
diabetes (n=20 .
{ ) (n=T)
- .
MoCole (n=13)
T2 pos-operathrio de 12 meses

Parda de
acompanhamanto (n=1) e
Tolal de amostras (n=19)

Colecisteclomizados

(n =)

Legenda - No tempo T2, uma paciente do grupo COLE se mudou de cidade e, por isso,
contamos com o N=6

Figura 16 - Diagrama de Consort das amostras fecais de pacientes COLE e
NOCOLE analisadas nos periodos estudados
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As comparagbes de ABs fecais entre os grupos COLE e NOCOLE
foram feitas por meio do teste de Mann-Withney e ANOVA, considerando-se
nivel de significancia de 5% e utilizando-se o software R (versao 3.2.2). Nés
realizamos comparacgdes entre os grupos e também intragrupos avaliando a
variacao nos niveis de AB fecais de acordo com o tempo. Os resultados seréao

apresentados de acordo com cada teste estatistico.

6.4.3.1 Diferenca no perfil de ABs fecais entre pacientes COLE
versus NOCOLE de acordo com o tempo. Teste de Mann
Whitney

O perfil de ABs fecais foi diferente entre pacientes COLE e NOCOLE
antes e apos a DGYR. No periodo pré-operatério, as pacientes do grupo
COLE tiveram niveis significativamente maiores dos acidos biliares primarios
CA (p =0,046) e CDCA (p=0,037), e primarios conjugados GCDCA (p=0,001)
e TCDCA (p=0,009) e também da razdo CA/CDCA (p=0,047) quando
comparados com os NOCOLEs. No periodo do pés-operatério precoce (3
meses), apenas 0s acidos biliares primarios desconjugados, CA (p=0,014) e
CDCA (p=0,005), estiveram significativamente aumentados no grupo COLE
em relacdo ao NOCOLE. E, no periodo p6s-operatério de 12 meses, apenas
0 metabdlito secundario conjugado a taurina (TLCA) foi significativamente
maior no grupo COLE em relagédo ao NOCOLE (p=0,009) (Tabela 8).
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Tabela8 - Niveis de acidos biliares fecais, expressos em pmol/mg, em mulheres com obesidade e DM2 COLE versus
NOCOLE antes e apos 3 e 12 meses de DGYR

NOCOLE COLE P NOCOLE COLE P NOCOLE COLE P

(n=13) (n=7) valor (n=13) (n=7) valor (n=13) (n=6) valor
Variavel
TO TO T1 T1 T2 T2
L o TO o o T1 o o T2
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP

CA 169,86 + 441,74  899,43+1193,92 0,046  8153+251,07  688,41+115925 0,014  458+108,92  7526+156,61 0,579
CDCA 122,67 +310,85 524,54 +676,73 0,037  53,1+13544 468,2 + 775,97 0,005  54,7+152,47 87,1+17231 021
GCDCA 0,87 +0,64 4,3 +4,28 0,001 0,51+0,43 1,62 £2,72 0,485 1,16 +2,62 0,48 +0,39 0,966
TCDCA 0,31+0,42 1,78 +1,94 0,009 1,78 +1,94 0,71+1,77 0,938 0,89 +2,78 1,03+2,2 0,368
TLCA 0,46 + 0,59 0,18 +0,15 0,438 0,07 +0,05 0,08 +0,07 0,07 0,05 + 0,04 0,31+0,46 0,009
CA/CDCA 2,94 + 5,68 1,11 +0,90 0,364 4,06 + 4,56 1,88 +1,28 0,197 0,92 + 0,44 1,90 +1,39 0,047

Legenda - COLE, colecistectomizadas; NOCOLE, néo colescistectomizadas; TO, pré- operatorio; T1, pds- operatério de 3 meses; T2, pds- operatério de 12 meses; DP,
desvio padrao; CA, acido colico; CDCA, acido quenodeoxicolico; GCDCA, acido glicoquenodeoxicélico; TCDCA, acido tauroquenodeoxicolico; TLCA, acido taurolitocdlico
e CA/CDCA, razao entre os &cidos célico e quenodeoxicélico. Os valores de p referem-se as comparacdes de cada metabdlito entre COLE e NOCOLE para cada distinto
tempo analisado. Valores em negrito tém significancia estatistica de acordo com o teste de Mann-Withney**
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6.4.3.2 Diferenca no perfil de acidos biliares fecais em pacientes
COLE de acordo com o tempo. Teste de Mann-Whitney.

No grupo COLE, a comparacao entre o periodo pré-operatorio e pos-
operatorio de 3 meses ndo apontou diferenga significativa em nenhum AB
(Tabela 9). No entanto, a comparacgéo entre o periodo pés-operatério de 12
meses com o0 periodo pré-operatdrio mostrou 4 ABs primarios fecais
reduzidos, 2 deles foram ABs primarios desconjugados, CA (p=0,031) e
CDCA (p=0,031), e 2 ABs nas suas formas conjugadas a glicina, (GCA
(p=0,031) e GCDCA (p=0,031) (Tabela 10). Apenas um AB secundario
conjugado a glicina esteve significativamente reduzido no pds-operatorio de
12 meses comparado com o pés-operatorio de 3 meses (GUDCA p=0,031)
(Tabela 11).

Tabela 9 - Niveis de &cidos biliares fecais, expressos em pmol/mg, em
mulheres obesas e DM2 do grupo COLE, no periodo pés-
operatério de 3 meses versus periodo pré-operatério de DGYR.
Teste de Mann-Whitney

Acidos biliares TO Tl TOvs. T1
fecais Média +DP Média + DP valor p
CA 899,43 +1193,92 688,41 + 1159,25 0,578
CDCA 524,54 + 676,73 468,2 + 775,97 0,938
GCA 3,99 +4,88 1,74 + 3,25 0,109
GCDCA 4,3+4,28 1,74 + 3,25 0,156
GUDCA 0,56 + 0,53 0,3 +0,59 0,375

Legenda - TO, pré-operatério; T1, pés-operatério de 3 meses; DP, desvio padrdo; CA, acido colico;
CDCA, acido quenodeoxicolico; GCA, éacido glicocdlico; GCDCA, &acido glicoquenodeoxicdlico; e
GUDCA, écido glicoursodeoxicolico. Valores em negrito tém significancia estatistica de acordo com o
teste de Mann-Withney*
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Tabela 10 - Niveis de acidos biliares fecais, expressos em pmol/mg, em
mulheres obesas e com DM2, do grupo COLE no periodo pos-
operatorio de 12 meses versus periodo pré-operatério de DGYR.
Teste de Mann- Whitney

; TO T2 TOvs. T2
Acidos biliares fecais

Média + DP Média + DP p valor
CA 1048,09 + 1234,86 75,26 + 156,61 0,031
CDCA 611,26 +£ 697,42 87,1+172,31 0,031
GCA 4,61 +£5,03 0,58+0,71 0,031
GCDCA 4,87 +4,38 0,48 + 0,39 0,031
GUDCA 0,64 £ 0,54 0,09+0,15 0,156

Legenda - TO, pré-operatorio; T2, pds-operatério de 12 meses; DP, desvio padrdo; CA, &cido cdlico;
CDCA, acido quenodeoxicolico; GCA, &cido glicocolico; GCDCA, &cido glicoquenodeoxicdlico; e
GUDCA, écido glicoursodeoxicélico. Valores em negrito tém significancia estatistica de acordo com o
teste de Mann-Withney*

Tabela 11 - Niveis de acidos biliares fecais, expressos em pmol/mg, em
mulheres obesas e com DM2 do grupo COLE no periodo pos-
operatorio de 3 meses versus periodo pos-operatorio de 12
meses de DGYR Teste de Mann-Whitney

Acidos biliares Tl T2 Tlvs. T2
fecais Média + DP Média + DP p valor
CA 655,82 + 1266,37 75,26 + 156,61 0,063
CDCA 426,57 + 841,43 87,1+172,31 0,438
GCA 1,74 +£ 3,25 0,58+0,71 0,313
GCDCA 1,62+2,72 0,48+ 0,39 0,844
GUDCA 0,34 +£ 0,64 0,09+0,15 0,031

Legenda - T1, p6s- operatorio de 3 meses; T2, pos-operatdrio de 12 meses; DP, desvio padrédo; CA,
acido cdlico; CDCA, éacido quenodeoxicélico; GCA, acido glicocdlico; GCDCA, &acido
glicoquenodeoxicolico; e GUDCA, acido glicoursodeoxicélico. Valores em negrito tém significancia
estatistica de acordo com o teste de Mann-Withney*
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6.4.3.3 Diferenca no perfil de acidos biliares fecais em pacientes
NOCOLE de acordo com o tempo

Nas pacientes NOCOLE, observamos maior nimero de alteracdes
significativas entre os periodos pré e pds-operatorios. Ao todo, 11 &cidos
biliares apresentaram diferencas significativas. Ao comparar o periodo poés-
operatorio de 3 meses com o pré-operatério, encontramos reducéo
significativa nos acidos biliares secundarios desconjugados DCA (p=0,001) e
LCA (p=0,005), ABs secundarios conjugados a glicina GDCA (p=0,001) GLCA
(p= 0,005), GUDCA (p=0,002), e conjugados a taurina TDCA (p=0), TLCA
(p=0,001), TUDCA (p=0,021), conforme descrito na Tabela 12. A comparacao
entre o periodo pés operatério de 12 meses com o periodo pré-operatério
mostrou 5 ABs significativamente reduzidos, dentre eles um AB primario
conjugado, (TCA), e 4 AB secundarios, DCA, GDCA, LCA e TDCA, como
mostra a Tabela 13. Apenas o GDCA esteve significativamente reduzido
guando comparamos o periodo pds-operatorio de 3 meses com o periodo poés-

operatorio de 12 meses, como podemos observar na Tabela 14.
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Tabela 12 - Niveis de acidos biliares fecais, expressos em pmol/mg em
mulheres com obesidade e DM2 no grupo NOCOLE no periodo
pos-operatorio de 3 meses versus pré-operatorio de DGYR.
Teste de Mann-Whitney

Acidos biliares TO T1 TOvs. T1
fecais Média + DP Média + DP p valor
DCA 3105,38 + 2734,88 804,34 + 541,47 0,001
GCDCA 0,87 +0,64 0,51+0,43 0,017
GDCA 2,92+ 1,84 0,94 +£0,61 0,001
GLCA 0,52+0,41 0,21 +0,17 0,005
GUDCA 0,17 + 0,09 0,07 £ 0,03 0,002
LCA 1318,22 +1165,16 472,71 + 290,2 0,005
TCDCA 0,31+0,42 0,19 +£0,42 0,033
TDCA 1,67 +£ 2,22 0,16 £ 0,34 0,001
TLCA 0,46 + 0,59 0,07 £ 0,05 0,001
TUDCA 0,11 +0,13 0,04 +£ 0,02 0,021
TCA 0,89 +1,36 0,16 + 0,33 0,168

Legenda - TO, pré-operatério; T1, pds-operatério de 3 meses; DP, desvio padrdo; DCA, acido
deoxicélico; GCDCA, acido glicoquenodeoxicélico; CDCA, éacido quenodeoxicélico; GLCA, &cido
glicolitocélico; GUDCA, &cido glicoursodeoxicolico; LCA, acido litocdlico, TCDCA, &cido
tauroquenodeoxicolico; TDCA, &acido taurodeoxicolico; TLCA, acido tauroliticlico; TUDCA, acido
tauroursodeoxicolico; e TCA, acido taurocélico. Valores em negrito tém significancia estatistica de
acordo com o teste de Mann-Withney4*
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Tabela 13 - Niveis de acidos biliares fecais, expressos em pmol/mg, em
mulheres com obesidade e DM2 no grupo NOCOLE no periodo
pos-operatorio de 12 meses versus pré-operatério de DGYR.
Teste de Mann-Whitney

Acidos biliares T0 T2 TOvs. T2
fecais Média + DP Média + DP p valor
DCA 3105,38 +2734,88 1118,55 + 977,14 0,01
GCDCA 0,87+ 0,64 1,16 + 2,62 0,08
GDCA 2,92+1,84 1,76+ 1,5 0,046
GLCA 0,52+0,41 0,32 +0,19 0,082
GUDCA 0,17 + 0,09 0,2+0,43 0,057

LCA 1318,22 +£1165,16 579,86 + 294,66 0,027

TCDCA 0,31+0,42 0,89 + 2,78 0,305
TDCA 1,67 +£ 2,22 0,3+0,73 0,021
TLCA 0,46 + 0,59 0,05 +0,04 0,001

TUDCA 0,11 +0,13 0,07 £ 0,09 0,168

TCA 0,89+ 1,36 0,16 + 0,33 0,006

Legenda - TO, pré-operatdrio; T2, pds-operatério de 12 meses; DP, desvio padrdo; DCA, acido
deoxicélico; GCDCA, acido glicoquenodeoxicélico; CDCA, éacido quenodeoxicélico; GLCA, &cido
glicolitocdlico;, GUDCA, écido glicoursodeoxicolico; LCA, 4&cido litocdlico, TCDCA, &cido
tauroquenodeoxicélico; TDCA, &cido taurodeoxicélico; TLCA, acido tauroliticélico; TUDCA, acido
tauroursodeoxicdlico; e TCA, acido taurocdlico. Valores em negrito tém significancia estatistica de
acordo com o teste Mann-Withney 144,
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Tabela 14 - Niveis de acidos biliares fecais, expressos em pmol/mg, em
mulheres com obesidade e DM2 no grupo NOCOLE no periodo
pos-operatorio de 12 meses versus pos-operatorio de 3 meses
de DGYR. Teste de Mann-Whitney

Acidos biliares Tl T2 Tlvs. T2
fecais Média + DP Média + DP p valor
DCA 804,34 + 541,47 1118,55+977,14 0,244
GCDCA 0,51+0,43 1,16 +2 ,62 0,787
GDCA 0,94 +£ 0,61 1,76 +1,5 0,027
GLCA 0,21 +0,17 0,32 +0,19 0,155
GUDCA 0,07 + 0,03 0,2+0,43 0,34
LCA 472,71 £290,2 579,86 + 294,66 0,368
TCDCA 0,19+0,42 0,89 +2,78 0,946
TDCA 0,16 + 0,34 0,3+0,73 0,497
TLCA 0,07 + 0,05 0,05+ 0,04 0,146
TUDCA 0,04 + 0,02 0,07+ 0,09 0,685
TCA 0,31+ 0,59 0,16 +£ 0,33 0,542

Legenda - T1, pds-operatério de 3 meses; T2, pds-operatédrio de 12 meses; DP, desvio padrédo; DCA,
acido deoxicélico; GCDCA, acido glicoquenodeoxicélico; CDCA, acido quenodeoxicélico; GLCA, &cido
glicolitocdlico; GUDCA, écido glicoursodeoxicolico; LCA, 4&cido litocdlico, TCDCA, &cido
tauroquenodeoxicélico; TDCA, &cido taurodeoxicélico; TLCA, acido tauroliticélico; TUDCA, acido
tauroursodeoxicolico; TCA, acido taurocdlico. Valores em negrito tém significancia estatistica de acordo
com o teste Mann-Withney*
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6.4.3.4 Alteracbes no perfil de acidos biliares fecais em
pacientes COLE versus NOCOLE pelo teste ANOVA

A comparacédo entre os grupos COLE e NOCOLE, por teste ANOVA,
encontrou alteragdes nas taxas de acido biliar primario conjugado (GCDCA) e
nos acidos biliares secundarios DCA, GDCA, GLCA, TLCA e GUDCA apés
DGYR. Em comparagéo com o periodo pré-operatério, DCA diminuiu no grupo
NOCOLE e aumentou em pacientes COLE no pés-operatorio de 3 meses (p
= 0,0056; Grafico 06) e 12 meses (p = 0,047; Grafico 07). Ja GDCA reduziu
no grupo NOCOLE apenas no periodo pds-operatorio de 3 meses, enquanto
apresentou leve reducédo no grupo COLE (p = 0,0359; Grafico 08). Ainda
sobre as alteragbes mais significativas entre o periodo pés-operatério de 3
meses versus periodo pré-operatdrio, encontramos o metabdlito secundario
conjugado a glicina (GLCA) reduzido em ambos os grupos, NOCOLE e COLE
(p = 0,033; Grafico 09). O acido biliar TLCA reduziu no grupo NOCOLE no
pos-operatorio de 12 meses comparado com o periodo pré-operatério
(p=0,0276; Grafico 10), enquanto aumentou no grupo COLE no pds-operatorio
de 12 meses comparado com o pés-operatoério de 3 meses (p = 0,05; Grafico
11). Ja GCDCA reduziu no grupo COLE apenas no periodo pds-operatério de
12 meses comparado com o pré-operatério (p=0,0084; Grafico 12). Dentre as
alteracdes encontradas entre os periodos pos-operatorios, encontramos uma,
o acido biliar GUDCA aumentado no grupo NOCOLE, e o oposto no grupo
COLE (p = 0,0004; Gréfico 13).
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Grafico 6 - DCA fecal entre o periodo pos-operatorio de 3 meses e o periodo
pré-operatorio de DGYR entre os grupos NOCOLE e COLE
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Legenda - COLE, colecistectomizadas; NOCOLE, néo colescistectomizadas; TO pré-operatério; T1 pos-
operatorio de 3 meses
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Grafico 7 - DCA fecal entre o periodo pds-operatério de 12 meses e o periodo
pré-operatorio de DGYR entre os grupos NOCOLE e COLE
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Legenda - COLE, colecistectomizadas; NOCOLE, néo colescistectomizadas; TO pré-operatério; T2 pos-
operatorio de 12 meses
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Grafico8 - GDCA fecal entre o periodo pds-operatério de 3 meses e 0
periodo pré-operatério de DGYR entre os grupos NOCOLE e
COLE.
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Legenda - COLE, colecistectomizadas; NOCOLE, néo colescistectomizadas; TO pré-operatério; T1 pos-
operatorio de 3 meses
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Grafico9- GLCA fecal entre o periodo pds-operatério de 3 meses e 0
periodo pré-operatério de DGYR entre os grupos NOCOLE e

COLE
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Legenda - COLE, colecistectomizadas; NOCOLE, ndo colescistectomizadas; TO pré-operatério; T1 pds-
operatorio de 3 meses
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Grafico 10 - TLCA fecal entre o periodo pds-operatorio de 12 meses e 0
periodo pré-operatorio de DGYR entre os grupos NOCOLE e
COLE
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Legenda - COLE, colecistectomizadas; NOCOLE, ndo colescistectomizadas; TO pré-operatério; T1 pds-
operatorio de 3 meses
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Grafico 11 - TLCA fecal entre o periodo pds-operatorio de 12 meses e 0
periodo pds-operatdrio de 3 meses de DGYR entre 0s grupos
NOCOLE e COLE
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Legenda - COLE, colecistectomizadas; NOCOLE, ndo colescistectomizadas; TO pré-operatério; T2 pds-
operatorio de 12 meses
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Grafico 12 - GCDCA fecal entre o periodo pos-operatorio de 12 meses e 0
periodo pré-operatorio de DGYR entre os grupos NOCOLE e

COLE
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Legenda - COLE, colecistectomizadas; NOCOLE, néo colescistectomizadas; TO pré-operatério; T2 pos-
operatorio de 12 meses



Resultados 93

Grafico 13 - GUDCA fecal entre o periodo pos-operatorio de 12 meses e 0
periodo pos-operatério de 3 meses) de DGYR entre 0s grupos
NOCOLE e COLE
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Legenda - COLE, colecistectomizadas; NOCOLE, nao colescistectomizadas; T1 p6s-operatério de 3
meses; T2 pds-operatorio de 12 meses

Resumo dos resultados: o perfil de ABs fecais mostrou-se distinto entre as
pacientes que foram submetidas a colecistectomia (COLE) e as pacientes do
grupo que nao realizou colecistectomia (NOCOLE). No periodo pré-
operatorio, o grupo COLE apresentou aumento significativo em 4 ABs fecais
dos 14 avaliados. Diferenca no perfil de AB fecais entre os grupos também foi
observada nos periodos pds-operatérios. Ainda no grupo COLE, 2 ABs fecais

estiveram aumentados no pos-operatorio de 3 meses, e um AB fecal no poés-
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operatorio de 12 meses em relacdo ao periodo pré-operatério. Aléem disso,
observamos aumento significativo da razdo CA/CDCA no grupo COLE
comparado com NOCOLE no po6s-operatério de 12 meses. Ao analisar as
mudancas intragrupo, de acordo com o tempo de DGYR, verificamos que em
todos os periodos houve maior numero de alteracfes significativas no grupo
NOCOLE, com reducédo significativa nos niveis de ABs no periodo pos-
operatorio de 3 e 12 meses em relagdo ao periodo que antecedeu a DGYR.

6.4.4 Correlagdo entre ABs fecais e remissdo do DM2 em pacientes
NOCOLE

Das 20 pacientes estudadas, 7 (35%) foram submetidas a
colecistectomia e, portanto, excluidas dessa andlise. NOs incluimos 13
pacientes ndo colecistectomizadas e, dessas, 7 foram responsivas (R)
enguanto 6 pacientes foram nao responsivas (NR) de acordo com os critérios
da ADA. As amostras fecais das 13 pacientes foram avaliadas nos periodos
pré (T0) e pbs-operatérios de 3 (T1) e 12 (T2) meses. A Figura 17 mostra o
fluxograma das amostras fecais de pacientes ndo colecistectomizadas

analisadas nos periodos TO, T1 e T2, dos grupos de remissao do DM2.
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TO: pré-operatdrio
- Perda de acompanhamento
(n=0)
Total de amostras (n=13)
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Figura 17 -

Responsivo (n=7)

N&o responsivo
(n=6)

Responsivo (n=7)

Nao responsivo
(n=6)

classificadas como R e NR nos periodos estudados

Diagrama Consort das amostras fecais de pacientes NOCOLE

6.4.4.1 Perfil de a&cidos biliares a DGYR, de acordo com remissao

pés-operatéria de DM2 em pacientes NOCOLE

A comparagéo de ABs fecais entre os grupos R e NR de 13 pacientes

que nao realizaram colecistectomia foi feita por meio do teste estatistico

Mann-Withney* e Wilcoxon, considerando-se nivel de significancia de 5% e

utilizando-se o software R (versao 3.2.2). Ao compararmos os grupos R (n=7)

e NR (n=6) em todos periodos da DGYR, observamos que apenas o AB

primario conjugado a glicina (GCA) foi significativamente diferente entre os

grupos e somente no periodo pré-operatério a DGYR, quando mostrou-se

reduzido no grupo R (p= 0,022). Além disso, verificamos tendéncia de

aumento na razdo CA/CDCA no grupo R no periodo do pds-operatério de 3

meses (p=0,073) comparado com o grupo NR, de acordo com o teste Mann-

Withney, conforme mostramos na Tabela 15 e no Gréfico 14.
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Tabela 15 - Niveis de AB fecais, expressos em pmol/mg, em mulheres com obesidade e DM2 entre os grupos R e NR nas
pacientes NOCOLE. Teste de Mann-Whitney

NR R P NR R P NR R P
Acidos (n=6) (n=7) valor (n=6) (n=7) valor (n=6) (n=7) valor
biliares
fecais TO TO TO T1 T1 T1 T2 T2 T2
Média £ DP Média £ DP Média + DP Média £ DP Média + DP Média + DP
GCA 1,05 +£0.60 0,6 £0.32 0,022 0,43+0.71 688,41 + 1159,25 0,835 0,87 £1.28 0,33+ 0.30 0,365
CA/ CDCA 1,35+ 1.06 1,67 £0.95 0,533 1,09 £ 0,95 3,56 £ 2,52 0,073 452+ 6.79 2,73+ 5.13 0,365

Legenda - TO, pré-operatério; T1, pos-operatdrio de 3 meses; T2, pos- operatério de 12 meses; DP, desvio padrdo; GCA, &cido glicocdlico; razdo CA/CDCA (acido
colico/acido quenodeoxicdlico). Valores em negrito tém significancia estatistica de acordo com o teste de Mann-Withney*
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6.4.4.2 Diferenca no perfil de ABs fecais em pacientes NR
NOCOLE de acordo com o tempo ap6és a DGYR

NR no periodo pré-operatério versus poés-operatdrio de 3 meses

No grupo NR, 4 ABs estiveram significativamente reduzidos no periodo
pré-operatorio comparado com o pos-operatério de 3 meses, sendo AB
primarios e secundarios, todos conjugados a glicina (GCDCA (p=0,031),
GDCA (p=0,031), GLCA (p=0,031) e GUDCA (p=0,031). Os AB fecais DCA
(p= 0,062), TDCA (p= 0,062) e TCDCA (p= 0,062) também estiveram

reduzidos no grupo NR, sem significado estatistico (Tabela 16).

Tabela 16 - Niveis de AB fecais, expressos em pmol/mg, em mulheres com
obesidade e DM2 no grupo NR no periodo pré-operatério versus
pos-operatorio de 3 meses de DGYR nas pacientes NOCOLE.
Teste de Mann-Whitney

Acidos biliares TO Tl TOvs. T1
fecais Média + DP Média + DP p valor
GCDCA 1,21+0,80 0,56 + 0,35 0,031
GDCA 2,82+1,70 0,90+ 0,73 0,031
GLCA 0,46 +£0,34 0,18+ 0,23 0,031
GUDCA 0,21+ 0,06 0,07+0,04 0,031
DCA 2885,33 + 3066,21 849,33 + 659,78 0,062
TCDCA 0,36. £ 0,36 0,13+0,24 0,062
TDCA 2,10+ 2,96 0,11 +0,17 0,062

Legenda - TO, pré-operatorio; T1, pds-operatério de 3 meses; DP, desvio padrdo; GCDCA, acido
glicoquenodeoxicdlico; GDCA, é&cido glicoodeoxicdlico; GLCA, acido glicolitocélico;, GUDCA, &cido
glicoursodeoxicdlico; DCA, é&cido deoxicélico; TCDCA, acido tauroquenodeoxicélico; TDCA, éacido
taurodeoxicdlico. Valores em negrito tém significAncia estatistica de acordo com o teste de Mann-
Withney*
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NR no periodo pré-operatorio versus pos-operatorio de 12 meses

Para pacientes do grupo NR, ao se comparar o periodo pds-operatdrio
de 12 meses com o periodo pré-operatério, encontraram-se niveis fecais
diminuidos de TLCA (p=0,031) e TCA (p= 0,062) (Tabela 17).

Tabela 17 - Niveis de AB fecais, expressos em pmol/mg, em mulheres com
obesidade e DM2 no grupo NR no periodo pré-operatorio versus
poés-operatorio de 12 meses de DGYR nas pacientes NOCOLE.
Teste de Mann-Whitney

Acidos biliares TO T2 TOvs. T2
fecais Média + DP Média + DP p valor
TLCA 0,63+0,84 0,05+ 0,05 0,031

TCA 0,97 £1,38 0,29+ 0,47 0,062

Legenda - TO, pré-operatorio; T2, pés-operatério de 12 meses; DP, desvio padrdo; TLCA, acido
taurolitocolico; TCA, &cido taurocdlico. Valores em negrito tém significancia estatistica de acordo com o
teste de Mann-Withney#44

NR no periodo pds-operatdrio de 3 meses versus pos-operatorio de 12 meses

Nenhuma alteragdo significativa foi encontrada nesse grupo entre os

periodos pos-operatorios.
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6.4.4.3 Diferenca no perfil de AB fecais em pacientes R em

pacientes NOCOLE de acordo com o tempo

R no periodo pré-operatoério versus pos-operatério de 3 meses

Para pacientes do grupo R, ao se comparar o periodo pés-operatorio
de 3 meses com o periodo pré-operatério, encontraram-se niveis fecais
diminuidos de DCA (p=0,015), GDCA (p=0,015), LCA (p=0,031), TDCA
(p=0,015), TLCA (p=0,015), TUDCA (p=0,031) e GLCA (0,078), e aumento de
CA/CDCA (p=0,046) (Tabela 18).

Tabela 18 - Niveis de AB fecais, expressos em pmol/mg, em mulheres com
obesidade e DM2 no grupo R no periodo pré-operatério versus
pos-operatorio de 3 meses de DGYR nas pacientes NOCOLE.
Teste de Mann-Whitney

Acidos biliares T0 T TOvs. T1
fecais Média + DP Média + DP p valor
DCA 3294,0+ 2652,26 765,77 £ 468,9 0,015
GDCA 3,01+2,08 0,47+ 0,52 0,015
LCA 1308,0 £993,73 488,51 + 233,5 0,031
TDCA 1,31+1,48 0,21+0,45 0,015
TLCA 0,31+0,24 0,08 £ 0,05 0,015
TUDCA 0,08. +£0,03 0,04 £ 0,01 0,031
CA/CDCA 1,67+ 0,95 3,56 £2,52 0,046
GLCA 0,58 +0,48 0,24+0,11 0,078

Legenda - TO, pré-operatério; T1, pds-operatério de 3 meses; DP, desvio padrdo; DCA, acido
deoxicolico; GDCA, acido glicoodeoxicoélico; LCA, acido litocolico; TDCA, acido taurodeoxicolico; TLCA,
acido taurolitocdlico; TUDCA, &cido tauroursodeoxicélico; razdo CA/CDCA (acido cdlico/acido
guenodeoxicdlico); GLCA, acido glicolitocélico. Valores em negrito tém significAncia estatistica de
acordo com o teste de Mann-Withney*
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R no periodo pré-operatoério versus pos-operatorio de 12 meses

Para pacientes do grupo R, ao se comparar o periodo pés-operatorio
de 12 meses com o periodo pré-operatério, encontraram-se niveis fecais
diminuidos em 5 ABs, dentre eles DCA (p=0,015), GDCA (p=0,015), LCA
(p=0,015), TLCA (p=0,015) e TUDCA (p=0,031). E 4 ABs apresentaram
tendéncia, dentre eles TCA (p=0,078), GCDCA (p=0,078), TCDCA (p=0,078)
e TDCA (p= 0,078). (Tabela 19).

Tabela 19 - Niveis de AB fecais, expressos em pmol/mg, em mulheres com
obesidade e DM2 no grupo R no periodo pré-operatorio versus
poés-operatorio de 12 meses de DGYR nas pacientes NOCOLE.
Teste de Mann-Whitney

Acidos biliares T0 T2 TOvs. T2

fecais Média + DP Média + DP p valor
DCA 3294,0 + 2652,26 1231,43 + 468,9 0,015
GDCA 3,01 +2,08 0,35+ 0,24 0,015
LCA 1308,0 + 993,73 633,43 + 267,74 0,015
TCA 0,82+ 1,45 0,06 + 0,06 0,078
TLCA 0,31+0,24 0,04+ 0,04 0,015
TUDCA 0,08 +£0,03 0,04 £ 0,02 0,031
GCDCA 0,58 + 0,25 0,35+0,24 0,078
TCDCA 0,26 + 0,49 0,01 +£0,01 0,078
TDCA 1,3+1,48 0,08 + 0,08 0,078

Legenda - TO, pré-operatorio; T2, pos-operatério de 12 meses; DP, desvio padrdo; DCA, &cido
deoxicolico; GDCA, acido glicoodeoxicolico; LCA, acido litocolico; TCA, acido taurocdlico; TLCA, acido
taurolitocdlico; TUDCA, é&cido tauroursodeoxicolico; GCDCA, &cido glicoquenodeoxicolico; TCDCA,
acido tauroquenodeoxicolico e TDCA, &cido taurodeoxicélico. Valores em negrito tém significancia
estatistica de acordo com o teste de Mann-Withney'44
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R no periodo pés-operatério de 3 meses versus pods-operatdrio de 12 meses

Para pacientes do grupo R, ao se comparar o periodo pés-operatorio
de 12 meses com o periodo pos-operatorio de 3 meses, encontraram-se
niveis fecais aumentados de GDCA (p= 0,046) e TCA (p=0,078) (Tabela 20).

Tabela 20 - Niveis de AB fecais em mulheres com obesidade e DM2 no
grupo R no periodo pos-operatério de 3 meses versus pos-
operatério de 12 meses de DGYR em pacientes NOCOLE. Teste
de Mann-Whitney

Acidos biliares T1 T2 T1lvs. T2
fecais Média + DP Média + DP p valor
GDCA 0,98+ 0,54 1,41 +0,45 0,046

TCA 0,39 +0,73 0,06 + 0,06 0,078

Legenda - TO, pré-operatorio; T2, pés-operatério de 12 meses; DP, desvio padrdo; TLCA, acido
taurolitocolico; TCA, &cido taurocdlico. Valores em negrito tém significancia estatistica de acordo com o
teste de Mann-Withney#44

CA/CDCA entre os grupos R e NR nos periodos pds-operatorios de DGYR em

pacientes NOCOLE de acordo com o teste de Wilcoxon.

No grupo NR, a razdo CA/CDCA nao apresentou diferenca significativa
entre 0 periodo pos-operatorio de 3 meses (p= 0,68) comparado com o

periodo pré-operatorio.

No grupo R, a razdo CA/CDCA apresentou aumento significativo no
periodo pés-operatdrio de 3 meses (p=0,046) quando comparada aos valores
do pré-operatério, como mostra o Grafico 14. JA no pos-operatorio de 12
meses, ndo observamos altera¢des significativas no grupo R (p=0,68) e no

grupo NR (p=0,21) quando comparados com o periodo pré-operatorio.
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Gréfico 14 - CA/CDCA nos grupos R e NR no periodo pré-operatdrio versus
pos-operatorio de 3 meses em pacientes NOCOLE. Teste de
Wilcoxon
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Legenda - CA/CDCA razdo entre acido célico e acido quenodeoxicolico; NR ndo responsivo; R
responsivo; pré: pré-operatorio; pds 3 meses: pos-operatorio de 3 meses
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TUDCA entre os grupos R e NR nos periodos pés-operatérios de DGYR em

pacientes NOCOLE

Houve reducédo dos niveis de TUDCA no grupo R em ambos os
periodos, pds-operatérios de 3 meses (p=0,031) e 12 meses (0,015), em
relagdo ao periodo pré-operatorio. Esses achados foram distintos dos
encontrados para niveis desse metabdlito no grupo NR nos periodos pos-
operatorio de 3 (p=0,56) e 12 meses (p=0,84) quando comparados com o0 pré-

operatorio (grafico 15A e 15B).
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Gréfico 15A - TUDCA nos grupos R e NR no periodo pré-operatorio versus
pos-operatorio de 3 meses em pacientes NOCOLE. Teste de
Wilcoxon
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Legenda - TUDCA &cido tauroursodeoxicélico; NR ndo responsivo; R responsivo; pré: pré-operatorio;
pos 3 meses: pos-operatdrio de 3 meses
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Gréfico 15B - TUDCA nos grupos R e NR no periodo pré-operatorio versus
pos-operatorio de 12 meses em pacientes NOCOLE. Teste de

Wilcoxon
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Legenda - TUDCA &cido tauroursodeoxicélico; NR ndo responsivo; R responsivo; pré: pré-operatorio;
pbs 3 meses: pds-operatdrio de 12 meses
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Resumo dos resultados: A comparacéao entre o perfil metabolémico fecal de
pacientes R e NR que nao realizaram colecistectomia apontou diferengas
entre os grupos, com alteracdo significativa de GCA no periodo que
antecedeu a cirurgia, o qual foi significativamente menor no grupo R, e
tendéncia significativa para a razdo CA/CDCA, que foi maior no grupo R. No
que se refere as observacdes intragrupo, verificamos maior nimero de
alteracdes significativas também no grupo R em todos os periodos estudados.
O &cido biliar TUDCA apresentou reduc¢do significativa no grupo R no pés-

operatorio de 3 e 12 meses comparado com o periodo pré-operatério.

6.5 Resumo dos principais achados

A DGYR se mostrou eficaz em promover perda significativa de peso e
melhora de todos os parametros antropométricos avaliados. Houve reducéo
do consumo caldrico, bem como de macronutrientes apds a cirurgia bariatrica,
independentemente do método de avaliacdo (R7d ou R24h). Os niveis de
glicemia, insulina e hemoglobina glicosilada (HbA1c) foram significativamente
menores no grupo R. Em estudo-piloto (n=10), observou-se alteracdo do perfil
metabolomico fecal untargeted apos a DGYR. A anélise metabolomica
targeted (n=20) confirmou a alteracéo no perfil metabdlico fecal apdés a DGYR
e apontou reducéo significativa de 10 ABs fecais. Houve remisséo total de
DM2 em 12 pacientes (grupo R) apos a DGYR. O AB TUDCA associou-se
com a remissado poés-operatéria do DM2 no periodo do pds-operatério de 3
meses e a razao CA/CDCA no periodo poés-operatorio de 12 meses da
cirurgia. O perfil de ABs fecais mostrou-se distinto entre pacientes
colecistectomizadas (COLE) e néo colecistectomizadas (NOCOLE). O grupo
COLE apresentou aumento significativo em alguns ABs fecais, também
comparado com o grupo NOCOLE, inclusive na razdo CA/CDCA no pés-
operatorio de 12 meses. Ao analisarmos mudancgas intragrupo de acordo com

o tempo de DGYR, verificamos que, em todos os periodos, um maior nimero
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de alteracdes significativas aconteceu no grupo NOCOLE. Por fim, na
comparacao entre o perfil metabolémico fecal de pacientes R e NR NOCOLE
(n=13), observamos diferenca significativa entre os grupos no pré-operatério
no grupo R, envolvendo GCA. No que se refere as observacdes intragrupo,
encontramos maior numero de alteracdes significativas também no grupo R.
A razdo CA/CDCA apresentou aumento significativo no grupo R no periodo
pés-operatorio de 3 meses comparado com o pré-operatorio, e 0 metabdlito
TUDCA apresentou reducao significativa no grupo R no pés-operatério de 3 e

12 meses comparado com o periodo pré-operatorio.
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7 DISCUSSAO

7.1 Dacontribuicao cientifica e seus pontos fortes

DGYR proporciona, na maior parte das vezes em que € praticada,
perda de peso significativa e sustentada, geralmente acompanhada por
efeitos metabdlicos precoces que podem culminar em controle glicémico e

remissdo do DM2 37: 141,142,

Metabolitos, especialmente acidos biliares, atualmente sé&o
reconhecidos como potentes moléculas de sinalizacdo implicadas em
respostas fisioldgicas pleiotropicas, as quais podem incluir metabolismo
energético e homeostase glicémica por meio de ligacdo com receptores
especificos. A DGYR, ao modificar a fisiologia anatémica, faz com que a bile
adentre o trato gastrintestinal (TGI) superior via alca biliopancreatica da
DGYR, o que pode favorecer, ap6s reabsorcdo entero-hepatica, 0 aumento
de niveis séricos de ABs primarios e secundarios em modelos experimentais
e em humanos 116118 Niveis aumentados de ABs circulantes, ap6s a DGYR,
mostram ser agentes, em potencial, de beneficios metabdlicos cirtrgicos, com
particular acdo na regulacdo do metabolismo de glicose 113 116-118, 143-145
Entretanto, dados sobre uma possivel relagdo entre aumento de ABs
sistémicos e homeostase glicémica apds a DGYR ainda sao controversos. Em
pacientes ndo diabéticos submetidos a DGYR, Patti et al. encontraram
aumento significativo na concentracdo sérica de AB total, que esteve
relacionado com a melhora em marcadores do metabolismo glicidico e lipidico
113 Kohli R et al. (2013) verificaram, em pacientes ndo diabéticos submetidos
a DGYR e com 20% de perda de peso, aumento de mais de duas vezes da
concentracdo de ABs plasmaticos. No entanto, essa elevacao nao foi preditor
significativo de alteracbes na homeostase glicémica ou no metabolismo

energético nesses pacientes 116,
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O perfil e a concentracdo de acidos biliares fecais podem refletir o
conjunto de interagfes entre hospedeiro, saude do TGl, eficiéncia digestiva e
composicdo da microbiota intestinal 146- 148, Estudos do perfil de ABs fecais
apés a DGYR sdo muito escassos e apenas experimentais 24 119 149 Em
modelos animais, observou-se reducdo de ABs fecais apos a DGYR, que,
segundo os autores, poderia estar implicada na melhora da homeostase
glicémica e na remissdo do DM2 4. Nesse sentido, o presente estudo clinico
€ pioneiro por varios motivos. Trata-se de estudo clinico da metabolémica
fecal untargeted e targeted, que particularizou a investigacdo sobre acidos
biliares em periodos de 3 e 12 meses apds DGYR e buscou associacdes entre
as modificagdes de AB fecais e a remissdao da DM2. Com isso, logrou permitir
melhor entendimento sobre alteracéo do perfil de ABs fecais apdés a DGYR e
sua influéncia na remissdo de DM2. Adiciona-se que avaliamos, pela primeira
vez, o impacto da colecistectomia no perfil metaboldmico de ABs fecais antes
e apos a DGYR.

7.2 Do método

O nosso primeiro desafio metodoldégico deu-se ao escolher a técnica
analitica para andalise das amostras fecais. A metabolémica utiliza cinco
técnicas analiticas para analise dos metabdlitos 1°°. A Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) e a Espectrometria de Massas (EM) sdo os métodos mais
usados na deteccdo e analise de metabdlitos. A RMN €& muito util na
caracterizacdo estrutural de compostos desconhecidos e tem sido muito
empregada na analise do metaboloma. No entanto, em algumas
circunstancias, o espectro de RMN da regido do hidrogénio (*H) ndo fornece
informacdes suficientes para a caracterizagdo completa de um metabdlito,
principalmente quando o composto é deficiente em prétons > 57 151,152 33 a
espectrometria de massas (EM) apresenta varias vantagens em relagcao aos
outros métodos de analise quimica. Dentre elas estéo a sua alta sensibilidade

e praticidade, combinadas com a possibilidade de confirmar a identidade dos
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componentes presentes em amostras bioldgicas complexas, e a possibilidade
de deteccdo e identificacdo de compostos desconhecidos. Além disso, a
combinacdo da espectrometria de massas com técnicas de separacao
analitica, como cromatografia gasosa (CG) e cromatografia liquida (CL),
permite ampliar ainda mais a capacidade de analise
quimica 151153, O espectro exibe a massa de moléculas ionizadas e seus
fragmentos correspondentes, e os valores das massas sdo a soma das
massas dos atomos que compdem cada fragmento ou molécula ' No
presente estudo, optou-se pelo emprego do método de espectrometria de
massas acoplada a cromatografia liquida (EM-CL), o que reduz a
complexidade do espectro de massa, o0 efeito matriz, e permite a deteccéo de
diferentes tipos de metabdlitos 76 153,

O nosso segundo desafio foi avaliar a ocorréncia de diferencas no perfil
metabolémico fecal das pacientes estudadas antes e apds a DGYR. Nessa
fase, primeiramente optamos por realizar uma analise metabolémica fecal
untargeted das 10 primeiras pacientes incluidas no estudo. Avaliamos as
amostras fecais dessas mulheres nos 3 periodos distintos da DGYR (pré-
operatorio e pos-operatorio de 3 e 12 meses), utilizando como solvente o
metanol para extragdo das amostras e um equipamento de EM-CL. Os ions
com maior pontuacdo para a separacdo dos 3 periodos foram
identificados 133154, e conseguimos observar diferenca no perfil de metabdlitos
fecais entre os periodos pré e pés-operatérios. Foram escolhidos 15
metabolitos VIPs no modo positivo e negativo, que foram submetidos a
espectrometria de massas em tandem (MS-MS). A seguir, eles foram
comparados com uma biblioteca de metabdlitos. A identificacdo de
metabdlitos é realizada utilizando-se bibliotecas de espectros construidas no
proprio laboratério de analise, ou pelo uso de bibliotecas comerciais, como a
NIST (do inglés, National Institute of Standards and Technology). Buscas em
bases de dados publicas on-line, como HMDB, Metlin e MassBank, também
sdo realizadas para a determinagédo putativa dos metabdlitos 1°°. Contudo, ndo
nos foi permitido identificar os metabdlitos pela auséncia de informacao

adequada na biblioteca especifica em 2016.



Discussao 112

Ao verificarmos que existiu diferenca no perfil metabolémico fecal entre
os diferentes periodos que envolveram a DGYR, partimos para uma analise
metaboldémica fecal targeted, com o intuito de avaliar especificamente o papel
dos acidos biliares em nossa amostra completa (n=20) e também verificar o
seu papel na remissao pos-operatoria do DM2, a qual envolveu a divisdo das
amostras em pacientes responsivas (R = 12) e nao responsivas (NR = 8). Para
tal, foi utilizado um kit especifico para quantificacdo de acidos biliares
desenvolvido pela Biocrates®. Se, por um lado, os estudos com metabolémica
untargeted podem ser usados para gerar novas hipéteses para testes
posteriores, ja que analisam a abundancia de ions de grande numero de
metabdlitos desconhecidos, as abordagens target focam na quantificacéo dos
niveis de metabdlitos j& conhecidos para detectar diferencas entre grupos

biolégicos distintos 1%,

ApoOs a analise das amostras por meio das analises metabolémicas
untarget e target, os dados obtidos foram convertidos em informacdes
interpretaveis. Para esse proposito, tém sido desenvolvidos modelos
matematicos especificos. No presente estudo, foram aplicados diferentes
meétodos estatisticos que incluiram analises univariadas (ANOVA, Mann-

Whitney, Wilcoxon, teste t e Fold change) e multivariadas (PLS-Da).

No objetivo de obter amostras mais homogéneas possiveis, optamos
por avaliar apenas mulheres. Ja foi visto que o fen6tipo metabdlico designa
caracteristica individual e pode ser determinado basicamente a partir da
associacdo entre a variagdo genética e outros fatores relevantes que
interferem na condicao bioldgica. Esse perfil pode ser influenciado por género

e idade %7, Estudos destacam o efeito do sexo nas alteracGes metabolémicas
156
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7.3 Dos resultados

7.3.1 Resposta clinica da amostra

Clinicamente, nos periodos de 3 e 12 meses apos a DGYR, as
pacientes apresentaram melhora do grau de obesidade, refletida pela
diminuic&o significativa de peso e IMC. A modificacdo antropométrica ocorreu
de forma semelhante a anteriormente reportada na literatura 18 46. 158-161 Ng
gue se refere ao consumo alimentar, todos os macronutrientes (carboidratos,
proteinas e gorduras) e calorias apontaram reducéo significativa aos 3 meses
da DGYR, com ambos os métodos utilizados para a avaliacdo (R7d e R24h)
do consumo alimentar. Nosso achado é coerente com os encontrados na
literatura pertinente 160 162164 Ao compararmos os grupos R e NR nos
periodos pré e pds-operatorio de 3 meses, ndo foram encontradas diferencas

significativas no consumo calérico e de macronutrientes entre os grupos 161,

Observou-se melhora nos marcadores laboratoriais da homeostase
glicémica em nivel sistémico, refletida pela diminuicdo das variaveis
biogquimicas de glicose, hemoglobina glicosilada (HbAlc) e peptideo C, que
se mostraram significativamente reduzidas ao se comparar as medidas
obtidas no periodo pré-operatério com as do pos-operatoério. Esses achados
sdo coerentes com os encontrados anteriormente 16 166, No entanto, nossos
resultados ndo mostraram diferencas significativas entre os grupos R e NR na
remissao do DM2 frente a intensidade de perda de peso pos-operatoria. Os
niveis de glicemia no pos-operatorio de 3 e 12 meses em relagédo ao pré-
operatorio diminuiram significativamente apenas no grupo R. A hemoglobina
glicosilada também foi significativamente reduzida apenas no grupo R no
periodo do poés-operatorio de 12 meses comparado com o periodo pré-
operatorio. Com base no conjunto dessas alteracfes, algumas hipoteses
sugeridas pela literatura no que se refere a rapida homeostase glicémica apos
a DGYR, como a influéncia da perda de peso, menor consumo alimentar e
tempo de DM2, acabam dando lugar a novas hipoteses para tal
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acontecimento, como, por exemplo, o envolvimento dos ABs nessa regulacdo

glicémica.

7.3.2 Analise metabolémica

Do ponto de vista metaboldmico, foram identificadas alteracdes

significativas no perfil metabdlico, que serdo descritas nos tépicos a seguir.

7.3.2.1 Perfil de ABs fecais da amostra global de acordo com o
tempo de DGYR

Considerando todas as nossas pacientes, observamos, apos a DGYR,
a reducao dos niveis de 10 ABs fecais, a saber: CA, CDCA, TCDCA, GDCA,
TCA, GCA, TLCA, TDCA, TUDCA e GUDCA. Em modelos animais, apés a
DGYR, foram descritas reducdes significativas em ABs fecais totais e suas
subfracdes, dentre eles estdo CA, CDCA, TCDCA, GCDCA, TCA, DCA,
GLCA, TDCA, GDCA, TUDCA, LCA e UDCA 1% 149 Em concordancia, nosso
estudo também encontrou reducao significativa nos niveis de ABs fecais ap0s
a DGYR, principalmente ABs conjugados a glicina e a taurina, sendo 2
primarios desconjugados, 4 conjugados e 4 ABs secundarios conjugados. No
entanto, ndo identificamos alteracbes nos niveis fecais dos &cidos
secundarios desconjugados litocdlico (LCA), deoxicolico (DCA) e
ursodeoxicélico (UDCA), previamente descritas em modelos experimentais
119,149 vale lembrar que camundongos e humanos tém perfis de &cidos
biliares diferentes, que podem afetar a sinalizacdo de receptores de acidos
biliares, portanto, deve-se tomar cautela ao explorar os dados experimentais

para humanos 74.

ABs conjugados podem ser desconjugados pela microbiota intestinal,
especialmente por hidrolases de sais biliares (BSH) sintetizadas
principalmente por Lactobacillus, Bifidobacteria, Clostridium e Bacteroides 7°.
A maior parte dos ABs desconjugados sofre reacdes enzimaticas por

bactérias intestinais e € transformada em ABs secundarios, que sdo menos
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soluveis e menos absorviveis do que os ABs primarios e, portanto, mais

excretados nas fezes 72 63,

A reducdo em ABs fecais apos a DGYR poderia refletir o aumento da
conjugacdo hepatica de ABs primarios, e, por fim, podemos sugerir
adicionalmente que a reducéao na eliminacéo fecal de ABs observada apos a
DGYR também pode ser reflexo da absorgéo e da recirculagdo aumentadas
pela via entero-hepatica, que estd de acordo com os niveis aumentados de
ABs plasmaticos circulantes relatados ap6s a DGYR em modelos animais e
humanos, os quais tém sido considerados um mecanismo metabdlico capaz

de influenciar a homeostase glicémica 116: 118, 119,

A absorcdo aumentada de ABs e a recirculacdo entero-hepatica tém
sido associadas com a ativacdo da via LXR/RXR no intestino 7. De
interesse,nosso laboratdrio observou, nas mesmas pacientes do presente
estudo, 0 aumento na expressao, no jejuno, de genes que promovem ativacao
da via LXR/RXR em pacientes responsivas (grupo R)'6. Por isso, acreditamos
que mudancas nos niveis de ABs fecais possam refletir os processos

associados com a remissdo do DM2 pds-operatoria de DGYR.

7.3.2.2 Alteragdes no perfil de ABs fecais intragrupo

Na presente investigacdo, observamos diferencas no perfil de ABs
fecais entre pacientes responsivas (R) e ndo responsivas (NR) a remissao do
DM2 ap6s a DGYR. Verificamos maior nimero de subfracdes de ABs
significativamente reduzidas em pacientes do grupo R comparadas com as do
grupo NR. Salientam-se os ABs: LCA, DCA, GDCA, GLCA, TDCA, TLCA,
TCDCA e GUDCA. As redugdes dos ABs foram observadas no periodo pos-
operatorio precoce quando comparadas com o periodo pré-operatério, jA 0 AB
GUDCA manteve-se significativamente reduzido também no periodo pos-

operatorio de 12 meses.



Discussao 116

Pacientes do grupo R

e CA,CDCA,DCAelLCA

Em um estudo clinico, Albaugh VL et al. (2015) observaram aumento
significativo nos niveis plasméticos dos ABs desconjugados, CA e CDCA, e
do AB secundario DCA e de seus conjugados no pds-operatorio de 24 meses
apos a DGYR, ndo associados com qualquer medida antropométrica. No
entanto, os autores sugerem que o aumento de ABs possa estar envolvido
com o aumento do gasto energético e a reducao do peso por meio de uma via
estimulada pelo hormdnio da tireoide, envolvendo o receptor TGR5. A
ativacdo de TGR5 ileal aumenta os niveis de PYY com efeitos anorexigenos,
bem como os niveis de GPL1 e GPL2 por meio de mecanismo que pode
envolver a ativacdo do eixo GLP1-TGR5-AB. GLP1 promove liberacdo de
insulina, reduz a secrecdo de glucagon do figado, inibe a motilidade
gastrintestinal e o consumo alimentar . Os niveis elevados de ABs
plasmaticos encontrados em estudos clinicos 118 168170 poderiam
hipoteticamente explicar os niveis significativamente reduzidos de DCA fecal,
em nosso estudo, especificamente no grupo de pacientes R. A menor
excrecao fecal de DCA poderia ser reflexo da maior absorcéo e recirculacao
hepatica desse AB, 0 que poderia promover a ativacdo do eixo GLP1/ TGR5

ileal e 0 aumento da sensibilidade a insulina.

Outro achado interessante ao avaliarmos as alteracbes dos ABs ao
longo do tempo, no grupo R, foi a reducao significativa do metabdlito LCA no
periodo pés-operatério de 3 meses e de seus conjugados GLCA e TLCA,
sendo que este Ultimo também esteve reduzido no pés-operatorio de 12
meses comparado com o periodo pré-operatorio. LCA fecal elevado tem sido
considerado citotoxico ! ao desencadear inflamacdo e aumento da
permeabilidade epitelial 172, E possivel que a reducéo significativa de LCA
fecal e de seus conjugados em pacientes do grupo R seja um fator de protecéo

celular.
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e UDCA e GUDCA

Albaugh VL et al. (2015) também encontraram em estudo clinico
UDCA, GUDCA e TUDCA plasmaticos significativamente aumentados apés a
DGYR 173, UDCA é acido biliar secundario e estereoisomero do &cido
quenodeoxicoélico (CDCA), que resulta da isomerizagcdo microbiana de CDCA
no TGI. Por sua vez, GUDCA e TUDCA sao provenientes da reabsorcao de
UDCA no TGI por meio da circulacdo entero-hepatica com subsequente
conjugacdo hepatica 1’3, Estudo clinico mostrou aumento significativo nos
niveis de UDCA plasmatico um més apés a DGYR, o qual retornou a
concentracédo inicial (do pré-operatério) seis meses ap0s a cirurgia. Varios
estudos recentes sdo consistentes com a hipotese de que ABs derivados da
microbiota estéo relacionados com as melhorias imediatas na sensibilidade a

insulina apés a DGYR 174,

UDCA e GUDCA tém sido apontados como antagonistas para
FXR intestinal 174175, e acredita-se que esses ABs desempenham mecanismo
correlacionado com melhorias metabdlicas ja nas primeiras semanas de
DGYR 174, 176, 177_

De acordo com Mueller et al. (2015) 174, esses dois ABs, por meio da
funcdo antagbnica ao FXR intestinal, conduzem o aumento da sintese de AB
por meio da diminuicdo da expressao intestinal de FGF19, apesar de Dunn
JP et al. (2012) 17 relatarem que o aumento precoce em UDCA/GUDCA um
més apos a DGYR esta associado com a melhora da sensibilidade a insulina,
mas nao parece estar relacionado com mudancas em FGF19. Jiang et al.
(2015) destacam que inibidores seletivos de FXR estdo sendo efetivos na
reversdo da obesidade e na melhora de parametros metabdlicos 8. Essas
observacdes nos permitem sugerir que, na presente investigacao, a reducéo
significativa em GUDCA fecal no pds-operatério de 3 meses, e de 12 meses
no grupo R, bem como a reducdo significativa de CDCA no pés-operatorio de
3 meses no grupo R, tem relacdo com a inibicdo de FXR intestinal e ativagéo
de FXR hepatico.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5603298/#R155
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5603298/#R95
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5603298/#R95
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Atualmente, especula-se a interacéo entre AB e a microbiota intestinal.
UDCA e seus conjugados séo formados a partir da transformacgao microbiana
de CDCA 17° Nesse cenario, a reducdo pés-operatdria nos niveis de GUDCA
e CDCA no grupo R pode estar relacionada com a melhora da sensibilidade
a insulina. Sugeririamos duas hipoteses para a reducao de CDCA. Primeiro,
0 CDCA esta sendo mais reabsorvido. Segundo, a composi¢édo da microbiota
intestinal dos pacientes R esta deficiente em bactérias que transformam
CDCA em GUDCA. Entretanto, novos estudos sdo necessarios para

determinar a interacao entre os ABs e o microbioma intestinal.

7.3.2.3 Alteragdes no perfil de ABs fecais entre os grupos R e NR

Dentre as alteracbes mais significativas, destacamos o aumento na
razdo CA/CDCA e a reducdo nos niveis de TUDCA fecal no grupo R quando
comparado com o NR. A elevacdo da razdo plasmatica de ABs primarios,
CA/CDCA, pode ser observada durante a colestase. Em hamsters
colestaticos, observou-se aumento na razdo plasmatica CA/CDCA e
proporcao reduzida de ABs desconjugados para AB total, por mecanismo
associado com a inibicdo da enzima CYP27A1 !4, responsavel pela sintese
dos acidos biliares priméarios CA e CDCA %6, Essas mudancas no pool de ABs
podem ser consideradas preditores negativos da sintese de AB. Em nossa
pesquisa, encontramos aumento significativo da razéao fecal de CA/ICDCA em
pacientes R no pdés-operatério de 3 meses. Esse achado poderia refletir o
aumento de CA e/ou diminuigdo de CDCA no intestino (por maior absorgéo).
Além disso, pacientes do grupo R mostraram reducdo de varias subfracdes
de ABs fecais conjugados comparados com pacientes NR, o que poderia
sugerir maior absorcao de ABs conjugados no intestino de pacientes do grupo
R. Arazdo CA/CDCA fecal aumentada no periodo do pos-operatorio precoce
em pacientes R também pode refletir a producdo aumentada de CA e/ou
diminuida de CDCA no figado, no entanto, iSso € menos consistente com o
controle da homeostase glicEmica. Aumento na razao de CA/CDCA circulante

ja foi observado em mulheres gravidas com colestase intra-hepatica e esta
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associado com niveis aumentados de triglicerideos e glicemia de jejum, e
niveis reduzidos de HDL-colesterol (semelhante as mudancas observadas na
sindrome metabdlica), quando comparado com mulheres gravidas saudaveis
71, 180-182 Qutro estudo, conduzido por Kimura et al. (1991), encontrou razéo
de CA/CDCA circulante anormalmente baixa em paciente pediatrico com
colestase, o qual apresentou hipoglicemia severa 8. Juntos, esses
resultados sugerem que niveis elevados da razdo CA/CDCA circulante
favorecem a hiperglicemia, enquanto pacientes com razdo CA/CDCA
circulante baixa sdo propensos a hipoglicemia. O que apoia a hipotese de que
na remissdo do DM2 possa haver participacdo do metabolismo de ABs
alterados precocemente apés a DGYR, uma vez que encontramos aumento
na razao CA/CDCA fecal no pés-operatdrio de 3 meses apenas no grupo R,
ou seja, nos acreditamos que o aumento dessa razao entre ABs primarios
esteja relacionado com o melhor controle glicémico pos-operatério imediato.
Outro ponto que chamou a atencdo em nosso estudo foi a redugéo
significativa de TUDCA fecal observada no pés-operatorio de 12 meses no
grupo R. TUDCA é o &cido biliar UDCA conjugado com a taurina, aprovado
pelo Food and Drug Administration (FDA) para tratamento de doenca hepatica
colestatical®. Tratamento com TUDCA oral pode melhorar a sensibilidade a
insulina e promover restauracdo de células beta pancreaticas via proteina
quinase A (PKA) dependente de 3’,5’-monofosfato de adenosina (AMP). A
PKA tem func&o de regulacdo do glicogénio, acucar e metabolismo lipidico
185187 Caso a sintese de TUDCA fosse aumentada no figado, e/ou sua
absorcao maior no intestino, isso poderia se refletir em baixas concentracdes
desse metabdlito nas fezes das nossas pacientes R e nos permitir sugerir um

efeito potencial de TUDCA na remissédo do DM2.

Vale a pena ressaltar que, como a DGYR restringe o tamanho do
estbmago, as nossas pacientes reduziram significativamente a ingestdo de
gordura %%, o que favorece a reducédo de ABs redirecionados ao intestino para
emulsificacdo de gorduras. Os grupos R e NR nédo apresentaram diferencas
significativas no consumo de calorias e macronutrientes. No entanto, o perfil

de ABs foi distinto entre pacientes R e NR em relacdo a remissdo do DM2,
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apontando que a modulacdo de ABs pela DGYR vai além do consumo

restritivo.

7.3.2.4 Impacto da colecistectomia no perfil de ABs fecais antes
e apés a DGYR

As inter-relagbes entre obesidade, cirurgia bariatrica, microbiota e
colecistectomia podem modificar de forma complexa a composi¢do de ABs
plasmaticos e fecais. Os pacientes obesos apresentam niveis reduzidos de
ABs circulantes, comparados com 0s magros, bem como reducdo na
expressdo do cotransportador BSEP (bomba de exportacdo de sal biliar),
responsavel pelo efluxo de acidos biliares nos hepatocitos e de
proteinas cotransportadoras de sédio dependente de acido biliar taurocodlico
(NTCP) 88 um dos principais transportadores dos ABs na circulagéo entero-
hepatica 1.

Apos a colecistectomia, ocorre aumento nos movimentos intestinais, e,
em geral, o tempo de transito intestinal é reduzido em 20%, o qual pode
conduzir para maior perda de AB pelo intestino, ou seja, a maior concentracao
de ABs fecais 18 19 Em concordancia, encontramos em nosso estudo
aumento significativo de 4 ABs fecais (CA, CDCA, GCDCA e TCDCA) no
grupo COLE comparado com o NOCOLE ainda no periodo pré-operatério. O
aumento significativo nos niveis dos ABs primarios desconjugados (CA e
CDCA) permaneceu no grupo COLE no periodo de pds-operatério precoce.
No periodo pos-operatorio de 12 meses, encontramos TLCA, um AB
secundario significativamente aumentado no grupo COLE. Nossos resultados
estdo em concordancia com os de Zuccato et al. (1993), que, ao comparar
pacientes colecistectomizados com controles saudaveis, observaram que 0s
primeiros tiveram maiores concentracdes fecais de LCA, CDCA, UDCA e da
razdo LCA/DCA do que os controles. Embora os autores ndo tenham

observado aumento nos niveis de CA fecal, eles sugerem que a
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colecistectomia induz a mudanca significativa de CA para CDCA na bile, o que

poderia justificar a elevacdo de CDCA nas fezes dos nossos pacientes 19,

A colecistectomia pode alterar as interagdes bidirecionais entre ABs e
microbiota intestinal 88 ao aumentar a transformacdo de &cidos biliares
primarios fecais em secundarios, devido a maior exposi¢cao de AB primario a
bactérias intestinais °% 1% Em concordancia com estudos prévios com
colecistectomia, ndés encontramos aumento de DCA fecal em nossas

pacientes COLE no periodo pés-operatério de 3 e 12 meses da DGYR 190, 192-
194

7.3.2.5 Alteragdes no perfil de ABs fecais em pacientes R e NR
ndo colecistectomizadas antes e apds a DGYR

Na presente investigacao, verificamos diferencas nas subfracbes de
ABs em pacientes R comparadas com as do grupo NR. No grupo R,
observamos reducéo significativa de 6 ABs e aumento da razdo CA/CDCA no
pdés-operatorio precoce, comparando com o periodo pré-operatorio,
diferentemente do grupo NR, em que 4 ABs estiveram reduzidos. No periodo
pos-operatorio de 12 meses comparado com o pré-operatério, os dois grupos

mantiveram as diferencas.

Pacientes R ndo colecistectomizadas

e LCA

LCA intestinal € AB secundario insoluvel e pouco reabsorvido (apenas
5%) 9. Em altas concentracdes plasmaticas, LCA induz quebra de cadeias
de DNA, forma adutos de DNA e inibe as enzimas de reparo do DNA 196-19,
Quando presente no intestino em altas concentragbes, causa danos
inespecificos na membrana celular, resultando em destrui¢éo focal do epitélio

intestinal 171,
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Em nosso estudo, o LCA fecal esteve reduzido nas 20 pacientes ap0s
a DGYR. No grupo R (n=12), a reducéo de LCA foi maior que a do grupo NR

no periodo pos-operatorio precoce em relacao ao periodo pré-operatorio.

O cotejamento dos dados de nossa investigagcdo com os obtidos por
Machado NM (2019), no plasma, permite sugerir alguns potenciais
mecanismos de acdo dos ABs na modulacdo metabdlica apés a DGYR.
Machado NM observou que LCA plasmatico, no grupo R, ndo se modifica
apos a DGYR, mas reduz significativamente no grupo NR. A influéncia dos
ABs secundarios pode se manifestar sobre o receptor da vitamina D (VDR) e
o receptor TGR5. O VDR em humanos é ativado por LCA e 3-ceto-LCA com
valores médios de concentracdo °, entretanto, niveis muito baixos de LCA

podem néo ativar o VDR.

Como a influéncia do fator dietético pode ser afastada, nés poderiamos
aventar que, no grupo R, as pacientes, ao estarem com niveis de LCA
plasmatico normais, podem ativar receptores VDR e participar na reversao do
comprometimento do metabolismo hepatico durante o]

diabetes 199,

E possivel que no grupo NR a ativacéo de VDR n&o aconteca de forma
adequada, e, consequentemente, esses pacientes acabariam por ter
resultados metabdlicos inferiores aos do grupo R com a DGYR 46,

Quanto a melhora da sensibilidade a insulina, Vrieze A et al.
(2014) 299 mostraram que LCA plasmatico em concentracdes normais é capaz
de ativar TGR5 e melhorar a resisténcia a insulina. A redugdo nas
concentracdes plasmaticas de LCA no grupo NR observada por Machado NM
(2019) 46 poderia sugerir que o TGR5 estivesse menos ativado nos pacientes
NR.

e CA/CDCA

A colecistectomia parece ndo modificar o comportamento da razéo

fecal dos ABs primarios CA/CDCA apés a DGYR. No periodo pés-operatério
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de 3 meses, comparado com o periodo pré-operatorio, em pacientes do grupo
R, observamos aumento significativo da razéo fecal de CA/CDCA, que poderia
estar relacionado com melhor controle glicémico pés-operatério imediato.
Como descrita anteriormente, a alteracdo nos niveis de CA/CDCA apoés a
DGYR em pacientes R pode envolver mecanismos que ativam o receptor FXR
hepético e/ou tém participacdo na mudanca da composi¢cdo da microbiota
intestinal nesse grupo apés a DGYR 1%,

e TUDCA

NOs observamos reducao significativa do AB TUDCA fecal no grupo R
nos periodos pos-operatérios de 3 e 12 meses comparados com o periodo
pré-operatorio. E possivel que a reducéo na excrecéo fecal de TUDCA possa
ser devido a sua maior absorcdo no grupo R. O AB TUDCA tem sido
associado com a melhora da hiperglicemia 2. Zhou L et al. (2009)
observaram que a suplementacdo com TUDCA inibiu a autofagia defeituosa,
preveniu lesdo podocitaria e reduziu o estresse de reticulo endoplasmaético e
a inflamacdo em estudo misto experimental e humano 2°2. Se a reducéo de
TUDCA nas fezes for reflexo de sua sintese aumentada no figado, e/ou
absorcao intestinal, isso poderia estar relacionado com a remissao pos-

operatoria de DM2 no grupo R.

7.3.3 Limitacdes

O nosso estudo sofre com algumas limitagdes. Para garantir a
homogeneidade, o presente estudo incluiu apenas pacientes do sexo
feminino, portanto, este estudo nao pode ser extrapolado para subgrupo

masculino.

Em relacdo ao desenho do estudo, foi reconhecido que a presente
investigacdo reflete as alterac6es da resposta metabdlica de um grupo de
pacientes doentes. Nesse sentido, apesar de sua validade cientifica, para

melhorar a compreensao sobre os eventos metabolicos descritos, ainda sao
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necessarias comparacdes com um grupo de controle composto por obesos
ndo diabéticos submetidos aos mesmos procedimentos e com um grupo de
pacientes eutroficos ndo diabéticos. Além disso, os mecanismos subjacentes
aos disturbios metabdlicos observados em alguns pacientes obesos ainda sao
apenas parcialmente compreendidos, com varios autores sugerindo a

necessidade de diferenciar obesos saudaveis de ndo saudaveis.

O tempo de acompanhamento apos a DGYR foi relativamente curto, e
0 numero de pacientes foi discreto, principalmente quando fizemos as
subdivisbes em R e NR, COLE e NOCOLE, e excluimos aqueles
colecistectomizados das analises. No entanto, outros trabalhos que

exploraram essa tematica sdo apenas de cunho experimental 24 119,149,

Em relacdo aos desafios cientificos, consideramos algumas limitacdes
referentes a técnica analitica e a analise de dados. A identificacdo de
metabdlitos constitui um desafio em todas as abordagens de investigacao
metabolémica. Na presente pesquisa, as restricoes de identificacdo de
moléculas pelo modo untarget referem-se ao efeito da matriz biolégica, que,
por ser muito complexa, apresentou niveis de supressdo ibnica. Na
identificacdo dos metabdlitos no modo targeted, ndo foram realizadas curvas
de calibracdo com todos os padrdes internos, e, portanto, a identificacéo e a
quantificacdo de muitas moléculas resultam de projecbes estatisticas
baseadas em um udnico ponto de referéncia, inserido no sistema de
espectrometria de massas por injecao direta. Contudo, ao considerar a ampla
variacdo biologica, entendemos que essa limitacdo ndo compromete 0s
resultados da presente pesquisa. Em contrapartida, posteriormente, focamos
na analise exclusiva de metabdlitos envolvidos com o mecanismo de remisséo

do DM2 apds a DGYR, previamente descritos na literatura '°.

Para aprofundar as investigacbes dos resultados aqui apresentados,
este estudo sera continuado. As pacientes prosseguem em acompanhamento
ambulatorial, de forma que algumas delas ja completaram 5 anos de
acompanhamento pés-operatoério. O estudo paralelo da microbiota intestinal
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em amostras de fezes com o metaboloma fecal e plasmatico podera ajudar a

explicar algumas mudangas aqui relatadas.



8 Conclusao
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8 CONCLUSAO

Nas condi¢cBes da presente pesquisa, em que mulheres obesas e com
diabetes tipo 2 foram submetidas a DGYR e acompanhadas por 12 meses, €

possivel concluir que:

- A DGYR esta associada com a alteracdo do perfil de metabdlitos
fecais;

- A DGYR esta associada com a reducdo dos niveis de acidos

biliares fecais conjugados e desconjugados;

- O perfil de acidos biliares fecais, ap6s a DGYR, é distinto entre as
pacientes responsivas a remissao total de diabetes mellitus tipo 2

e as nao responsivas;

- No periodo pré-operatorio, a concentracao de acidos biliares fecais
em pacientes colecistectomizadas é maior do que a de néo

colecistectomizadas;

- Existem evidéncias de que no periodo pés-operatdrio, em
pacientes ndo colecistectomizadas, o aumento da razdo CA/CDCA
e a reducdo nas concentracdes de TUDCA, DCA e LCA estejam

associados com a remisséo total de diabetes tipo 2.

Corolério

Nos ultimos anos, muito se aprendeu sobre a intrincada relacéo entre
o metabolismo do &cido biliar, a genética do hospedeiro, a dieta e o
microbioma intestinal. Todos esses campos e suas inter-relacdes poderao se
converter em areas de grande interesse terapéutico. Por exemplo, os dados
do presente estudo permitem sugerir que a remissao do DM2 possa incluir
ativacado ou inibicdo de receptores nucleares, como FXR, TGR5 e VDR, via

acdo de &cidos biliares e, com isso, favorecer a melhora metabdlica. No
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entanto, novos estudos sao necessarios para determinar se as mudancas nas
concentracdes de acidos biliares sdo causa ou consequéncia das mudancas

no microbioma intestinal.
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Anexo 1. Técnicas analiticas para Metabolémica

Diversas técnicas analiticas podem ser utilizadas em analises dmicas.
De um modo geral, sdo empregadas analises em larga escala para a
determinacao simultanea de uma ampla quantidade de compostos de baixa
massa molecular. As principais técnicas analiticas aplicadas a estudos
envolvendo ciéncias O6micas sdo a. ressonancia magnética nuclear; b.
espectrometria de massas; c. cromatografia gasosa, d. cromatografia liquida,

e eletroforese capilar 1°°.

Espectometria de massas

A espectrometria de massas (MS) é técnica muito utilizada para
estudos de metabolémica. Ela permite identificar um ndamero significativo de
metabdlitos, e a partir destes, estabelecer relacbes entre 0s processos
metabdlicos em curso e a condi¢do bioldgica, e construir hipéteses guiadas
por estes resultados 2%,

A espectrometria de massas analisa compostos quimicos a partir de
um processo sofisticado de diferenciacdo e identificacdo de moléculas
baseado na razdo massa/carga (m/z). Para isso, a amostra de interesse é
submetida a um processo rigoroso de preparo, e é inserida em um sistema de
analise, sendo conduzida por trés unidades basicas principais: camara de

ionizacdo, analisador de massas e o detector 203,

A ionizacdo é necessaria para carregar eletricamente as moléculas
para que seja possivel a separacéo e selecado em relacdo a sua razao m/z. O
processo de ionizagdo na modalidade de electrospray (ESI) se inicia pela
formacdo de um spray com goticulas altamente carregadas na presenca de
um campo elétrico aplicado a extremidade de uma agulha, por onde flui a
amostra. As goticulas carregadas sao liberadas através de um cone e um gas
nebulizador, como N2, flui longitudinalmente a agulha do ESI também
auxiliando a formacgéo das goticulas. Neste processo, o solvente da amostra
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evapora e 0 raio das goticulas diminui gradativamente, aumentando a
densidade de carga superficial até um certo limite. As goticulas se fragmentam
em goticulas ainda menores, liberando ions, que séo entdo direcionados para
o analisador de massas. Um tipo de configuracdo hibrida usada em
metabolémica consiste na combinacdo de um quadrupolo a um tempo de voo
(TOF). Neste tipo de equipamento, o quadrupolo é usado para acumular e
selecionar os ions ou moléculas ionizadas, que sédo ejetados no analisador
TOF; no tubo do TOF as moléculas atravessam o sistema com determinada
velocidade, que é proporcional ao seu tamanho e sua razdo m/z 2%, A Figura
01 detalha o fluxo da analise metabolémica, resumindo os componentes dos

equipamentos.
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Unidades de composigdo do espectrometro de massas

Sistema de alto vacuo
( 4 -
[

Entrada da Fonte Filtro de Sistema de

3 Detector
amostra de ions massas ' dados
‘-... i y v 1“‘ g n: ~ RN =)
;

Espectrometro de massas triplo quadrupolo

Detector

ﬁ ——a—
) / RN
e . I
Sele¢do de ions Fragmenta;&o Moléculas
Fragmentadas
m@_@muw
-
- '.; Detector
® || | @
—Positive ==t
'
lons de m/z 4
diferente do padronizado g
™ ' ,"~-'I
(o l"-'
&
27 )
2 2o
:

Intensidade relativa
5— !
12
—1
4_
!
.!_

Anilise de resultados
Espectro de massas

Adaptado Boja EM & Rodriguez H. 2011 204

Figura 1. Caracterizacdo das unidades e do fluxograma de operacgédo do
espectrémetro de massas.
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Legenda:

HPLC: Cromatografia liquida de alta performance

CE: Eletroforese capilar

GC: Cromatografia gasosa

MALDI: lonizacé@o/desorc¢éo a laser assistida por matriz
APCI: lonizagao quimica de pressédo atmosférica

El: lonizagdo de elétrons

ClI: lonizagao quimica

TOF: Tempo de voo

TOF/TOF: Tempo de voo/ Tempo de voo

MS/TOF: espectrometria de massas/tempo de voo

MS: Espectometria de massas

MS/MS (triplo): Espectometria de massas triplo quadrupolo
lon trap: armadilha de ions

Hybrid: detector hibrido

QO: entrada de ions no sistema de espectrometria de massas
Q1: unidade que seleciona os ions recém formados

Q2: célula de coliséo, ions sao fragmentados

Q3: unidade em que os ions selecionados sé&o direcionados ao detector

Considerando a variacéo do nivel de complexidade e composicao das
amostras, sao propostas diferentes maneiras de conduzir as analises. Devido
a alta sensibilidade da espectrometria de massas, protocolos tradicionais
preconizam a separacdo prévia de moléculas de acordo com as suas
caracteristicas fisico-quimicas, especialmente a polaridade, para favorecer a
identificacdo de metabdlitos. Os procedimentos de extracdo melhoram a
qualidade das analises e sao realizados na etapa que antecede a entrada da
amostra no sistema de espectrometria de massas, com auxilio de
cromatografia liquida ou gasosa, ou ainda, eletroforese capilar. A natureza
das amostras e a classe de moléculas que se pretende estudar constituem
pontos chave na escolha dos métodos a serem aplicados. Contudo, alguns
estudos dispensam esta etapa e sdo conduzidos por injecao direta da amostra

no espectrometro de massas 2%,
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Apesar da possibilidade de otimizac&o dos procedimentos de extracao,
a complexidade e a variedade das moléculas do metaboldbma torna
virtualmente impossivel determinar todos os metabdlitos simultaneamente
utilizando apenas um tipo de plataforma. Além disso, ainda existe um grande
numero de metabdlitos ndo identificados ou de funcdo desconhecida. Por isso,
€ necessario realizar o planejamento adequado da pesquisa, de maneira que
seja possivel responder as perguntas que deram origem ao seu
desenvolvimento. A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS) €& uma técnica de ampla aplicagdo nos estudos
metabolémicos, e se baseia na volatilidade dos compostos analisados, e sua
interacdo com a fase estacionaria. Como GC-MS é aplicavel apenas a
compostos volateis, a derivatizagdo das amostras bioldgicas, visando a
transformacdo dos metabdlitos em adutos volateis, constitui uma etapa
importante e necessaria dos estudos metaboldmicos por GC-MS. Se por um
lado a presenca desses adutos facilita a etapa posterior de identificacédo e
construcdo de bibliotecas dedicadas de espectros, os esquemas de
derivatizacdo consomem muito tempo no preparo de amostras e limitam

portanto, o nimero de amostras do estudo %3,

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-
MS), nos seus varios modos (fase reversa, RPLC, e por interacdo hidrofilica,
HILIC) tem sido a técnica de escolha em estudos metabolémicos, pois permite
uma maior cobertura metabdlica de compostos apolares e moderadamente

polares, que interagem diferencialmente com a fase movel e fase estacionaria
203
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Anexo 2. Aprovacéo pela Comissédo de Etica para Analises de Projetos
de Pesquisas do Hospital das Clinicas da FMUSP

APROVACAO

A Comissdo de Efica para Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sdo Paulo, em sessdo de 23/02/2011, APROVOU as alteragoes
abaixo mencionado(s) no Protocolo de Pesquisa n° 1011/09, infitulado:
'ALTERACOES NA EXPRESSAO GENICA DO TECIDO INTESTINAL E ADIPOSO VISCERAL
DE PACIENTES DIABETICOS TIPO 2 SUBMETIDOS A GASTROPLASTIA REDUTORA A Y-
ROUX" apresentado pelo Departamento de GASTROENTEROLOGIA.

Carta datada de 21/01/11:
* Adendo ao protocolo.
*Novo Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
*Mudanca de fitulo para: “Alteracdes na Expressdo Génica do Tecido Gastrico,
Intestinal e Adiposo Visceral de Pacientes Diabéticos Tipo 2 Submetidos &
Gastroplastia Redutora a Y-Roux”
*Relatério de andamento

Comentdrios do relator(a) : “Projeto aprovado em 11 de fevereiro de 2010.

Os autores encaminham em janeiro relatério de atividades no qual salientam a
inclusdo, até entdo, de é pacientes no estudo. Informam a alteragdo do titulo
para inclusdo do tecido gdstrico na amostra, bem como TCLE com as alteragoes
grifadas.”

Pesquisador (a) Responsdvel: Dan Linetzky Waitzberg

Pesquisador (a) Executante: Priscila Campos Sala

CAPPesq, 24 de Fevereiro de 2011

W g
PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO
Coordenador
Comisséo de Etica para Andlise de

Projetos de Pesquisa - CAPPesq

Comisséo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP da Diretoria Clinica do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo Rua Ovidio Pires de Campos, 225, 5°
andar - CEP 05403 010 - S&o Paulo — SP Fone: 011 3069 6442 Fax: 011 3069 6492 e-mail:
cappesq@hcnet.usp.br
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Anexo 3. Desmembramento

dand
b e

FRVIRFS P

PROJETO DE PESQUISA

Titulo: ALTERAGOES NA EXPRESSAO GENICA DO TECIDO GASTRICO, INTESTINAL E ADIPOSO
VISCERAL DE PACIENTES DIABETICOS TIPO 2 SUBMETIDOS A GASTROPLASTIA REDUTORA A Y-

Hospital das Clinicas da FMUSP
Comissdo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa - CAPPesq

ROUX
Pesquisador Responsavel: Dan Linetzky Waitzberg Versdo: 1
Pesquisador Executante: Priscila Campos Sala CAAE: 19339913.0.0000.0068

Finalidade Acadé&mica Mestrado
Instituigdo: HCFMUSP
Departamento: GASTROENTEROLOGIA

’ NOTIFICACAO
Tipo de Notificagdo: Outros

Detalhe: Desmembramento de projeto.

Justificativa: llmo. Sr.

Data do envio: 09/06/2014

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Registro on-line: 4241

Nuamero do Parecer: 740.851

Data da Relatoria: 06/08/2014

Apresentagdo do Projeto: Solicita-se autorizagdo para que o projeto, ja APROVADO pela
CAPPesq, seja desmembrado em subprojeto

para fins de TESE de DOUTORADO, tendo como Orientador Responsavel: Prof. Dan Linetzky
Waitzberge a

pesquisadora executante: Camila de Siqueira Cardinelli. A nova pesquisa serd intitulada:
METABOLOMICA

DA AGUA FECAL DE PACIENTES OBESOS PORTADORES DE DIABETES MELITO TIPO 2 ANTES E
APOS GASTROPLASTIA REDUTORA A Y DE ROUX (GRYR).

Objetivo da Pesquisa: Incluir pesquisadora e desmembrar projeto para tese de Doutorado.
Avaliagdo dos Riscos e Beneficios: Ndo se alteram os riscos.

Comentérios e ConsideragBes sobre a Pesquisa: Foi apresentado o subprojeto que trata
especificamente do assunto cujo objetivo é analisar os metabaolitos

presentes na dgua fecal de pacientes obesos com diabetes tipo 2 antes e apds GRYR.
Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria: Mantém se o mesmo TCLE.
Recomendagdes: Ndo ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes: Ndo ha.

Situagdo do Parecer: Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP: N3o

Sdo Paulo, 12 de Agosto de 2014

Prof. Dr. ilfredo José Mansur

Coordenador
Comissdo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa - CAPPesq
Rua Dr. Ovidio Pires de Campos, 225 - Prédio da Administragdo - 52 andar
CEP 05403-010 - S&o Paulo - SP.
5511 2661-7585 - 55 11 2661-6442 ramais: 16, 17, 18 | cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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Anexo 4. Termo de Consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

| - DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU
RESPONSAVEL LEGAL

L N O . e et e e e e e e e b e eaeeeeas
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ... SEXO: Mo F o
DATA NASCIMENTO: ........ [....... l.....

ENDEREGCO .....ooviiiiiiiie et NO e APTO: ..........
BAIRRO......coiiiiiiiie et CIDADE .....ooviiiiivee e
CEP:eeee TELEFONE: DDD (............ ) e

2. RESPONSAVEL LEGAL .....ocviiveeeeeeee ettt sttt ettt n et saereane e
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador €tC.) .......ccccccvvvvviiiiiiiiiiiiieeieeeeeeee,
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.....ccceeeeiiieeeeeeee e SEXO: Mo Fao
DATA NASCIMENTO.: ...... ... [,

ENDEREGCO: .. .ottt ee e e e NO oo APTO: ......
BAIRRO: ...t CIDADE: ....ooeiivveeecee et
(0] =1 = TELEFONE: DDD (............ Yttt

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA “Alteragdes na Expressdo Génica do
Tecido Géstrico, Intestinal e Adiposo Visceral de Pacientes Diabéticos Tipo 2
submetidos a Gastroplastia Redutora a Y-Roux.”

PESQUISADOR : Priscila Campos Sala

CARGO/FUNGCAO: Nutricionista INSCRICAO CONSELHO
REGIONAL N° CRN 3-21249

UNIDADE DO HCFMUSP: CIRURGIA DO APARELHO DIGESTIVO
2. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO mi RISCO MEDIO X

RISCO BAIXO O RISCO MAIOR O

3.DURACAO DA PESQUISA : Aproximadamente 2 anos
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Il - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU
SEU REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA CONSIGNANDO:

1 - Justificativa e os objetivos da pesquisa

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa cientifica que tem
como objetivo avaliar se a cirurgia bariatrica melhora seu diabetes, e se essa possivel
melhora tem relacdo com a expressao de genes gastricos, intestinais e do tecido
adiposo. A resposta a estas perguntas podem contribuir para o tratamento de
pacientes diabéticos, a longo prazo. Este documento apresenta informacdes
detalhadas sobre os propoésitos, procedimentos, possiveis riscos ou desconfortos
nela envolvidos, entre outras, para que vocé possa avaliar sua possivel participacao.
Sua participagdo na pesquisa € voluntaria e a ndo aceitacao deste convite ndo trara
nenhum prejuizo a voceé.

2 — Descricdo dos procedimentos que serdo utilizados e propésitos, incluindo

a identificagdo dos procedimentos que sé&o experimentais

Para participar desta pesquisa vocé devera se encaixar em alguns critérios
de selecao, pré-determinados pelos pesquisadores por ela responsaveis. Caso seu
médico/nutricionista decida que vocé preenche esses critérios e vocé concordar em
participar da pesquisa, vocé devera assinar o o termo de “consentimento pos-
esclarecido” presente no final deste documento e iniciar os procedimentos envolvidos
em seu protocolo de estudo: Inicialmente seréo realizadas 2 enteroscopias de duplo
baldo, a primeira sera realizada aproximadamente 1 més antes da gastroplastia e a
segunda sera realizada depois de 3 meses da cirurgia. Quando realizada por
profissional treinado, a enteroscopia de duplo balédo é considerada um exame seguro,
muitas vezes solicitado para avaliacdo do padrdo da mucosa gastrointestinal. Nesta
pesquisa, as 2 enteroscopias serdo feitas para coleta de pequenos fragmentos
(aproximadamente 3 milimetros) de tecido gastrico e intestinal, para andlise da
expressao génica. A possibilidade de ocorrer hemorragia (sangramento) durante
esse procedimento € minima, pois os fragmentos coletados restringem-se a camada
mais superficial do tecido, chamada mucosa, onde a vascularizagdo € pequena. O
risco de hemorragia € maior quando se faz uso de medicamentos que possam
“afinar” o sangue, como, por exemplo, o acido acetil salicilico. Se vocé faz uso de
algum medicamento com esta finalidade seu médico devera suspendé-lo 7 dias antes
da realizacdo de cada enteroscopia, exceto se esse procedimento representar
gualquer prejuizo a sua saude ou tratamento. Nesse caso, vocé nao participara do
estudo. Durante a enteroscopia é necessario que vocé esteja em jejum e, apos ela,
vocé recebera uma férmula nutricional liquida industrializada com sabor de baunilha.
Apbs cada enteroscopia sera realizada uma coleta de sangue (por puncao periférica
da veia do antebrago) para a dosagem de hormdnios. Além das enteroscopias e
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coletas de sangue, durante sua cirurgia seu meédico irA coletar um pequeno
fragmento de tecido adiposo (aproximadamente 1 grama) para andlise de expressao
génica. No periodo pré e pos operatorio (3 meses) vocé tera acompanhamento
nutricional para avaliagdo do seu consumo alimentar assim como para avaliagao da
sua composicao corporal. Durante esse acompanhamento nutricional vocé sera
orientado(a) a coletar urina de 24 horas e fezes para realizacdo de exames
laboratoriais.

3 — Desconfortos e riscos esperados

Considerando-se que os procedimentos descritos serdo realizados por
profissionais devidamente treinados e com experiéncia na sua conducdo, estes
oferecem risco médio de trazer algum dano a sua condi¢do clinica. O exame de
enteroscopia de duplo baldo é realizado frequentemente no Hospital das Clinicas e
ndo é muito demorado. Vocé podera sentir desconforto na pungéo da veia para o
processo sedativo intravenoso. Pode acontecer desconforto abdominal, decorrente
da distensdo do intestino por injecdo de ar. No entanto, este desconforto sera
diminuido pela propria sedacao, por aspiracao do ar insuflado e pelo oferecimento
de drogas como o “luftal” para romper as bolhas de ar e “buscopan” para eventuais
cOlicas. Durante a enteroscopia, a sedacdo utilizada ser4 monitorada por um
anestesista que utiliza sedativos e anestésicos de curta agdo, que mantém o paciente
dormindo em torno de 10 — 15 minutos. As coletas de sangue serao feitas com agulha
e seringa descartaveis, eliminando o risco de contaminag&o. A picada pode causar
desconforto e pequenos hematomas que ndo oferecem risco a saude. A retirada de
fragmento de tecido adiposo ndo representa risco a saide nem lhe causara nenhum
desconforto, pois sera feita durante sua operacao e, portanto, vocé estara sedado e
inconsciente. Para avaliagdo da composicdo corporal, os exames ndo sdo muito
demorados, e ndo causam desconforto ou dor.

4 — Beneficios que poderédo ser obtidos

N&o h& beneficio direto para o participante.

5 — Procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o individuo

Nao ha procedimentos alternativos.
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IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA CONSIGNANDO:

1 — Garantia de acesso

Vocé tem o direito de acessar seus registros médicos e informacdes sobre os
procedimentos, de acordo com as leis nacionais, a qualquer momento, com o intuito de
sanar possiveis davidas.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para o esclarecimento de eventuais duvidas. Caso haja alguma ocorréncia
decorrente dos procedimentos envolvidos nesta pesquisa, 0s pacientes deverao entrar
em contato com Dr Dan L. Waitzberg, através do telefone: 3061-7459.

Se vocé tiver alguma consideragéo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de
Campos, 225 — 5° andar — tel: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 3069-6442
ramal 26 — E-mail: cappesq@hcnet.usp.br

2 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento
e deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu
tratamento na Instituicdo

Se vocé decidir participar deste estudo, vocé podera sair dele a qualquer momento
sem qualquer prejuizo, e isso nao afetara de modo algum os cuidados futuros a serem
recebidos de seu médico, seu nutricionista ou do hospital.

3 — Direito de confidencialidade

As informacfes obtidas nesta pesquisa através de sua participacéo terdo acesso
exclusivo a profissionais da salde, e sem jamais revelar seu nhome ou identidade.

4 — Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das
pesquisas, quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do
conhecimento dos pesquisadores;

Vocé terd direito de saber os resultados dos seus exames individuais
envolvidos na presente pesquisa, bem como seus resultados parciais.

5 — Despesas e compensacdes

N&ao h& despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo,
incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensacao financeira
relacionada a sua participagdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera
absorvida pelo orcamento da pesquisa.


mailto:cappesq@hcnet.usp.br
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6 - Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado
somente para esta pesquisa

Todo material coletado sera utilizado exclusivamente para esse estudo.

V. INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA
CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REAGOES
ADVERSAS.

Nutricionista: Priscila Campos Sala — 3061-7459/ 9336-3807 ou Dr. Dan L.
Waitzberg — 3061-7459.

VI - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacgées que li
ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo "Alteracdes na Expressao
Génica do Tecido Gastrico, Intestinal e Adiposo Visceral de Pacientes Diabéticos
Tipo 2 submetidos a Gastroplastia Redutora a Y-Roux”.

Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter
entendido o que me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de
Pesquisa.

Data / /

Assinatura do paciente/representante legal

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Assinatura do pesquisador Data / /
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ANEXO 5. Recordatorio alimentar 24 horas

MEDIDAS PADRAO A SEREM SEGUIDAS NAS ANOTACOES DAS
REFEICOES.

XC — Xicara de café (50 ml) Xch — Xicara de ch& (150 ml)
Cp- Copo tipo americano (150 ml) Cpr— Copo de requeijao (300 ml)
C — Concha pequena (100 ml) Cm — Concha média (150 ml)

Cg — Concha grande (200 ml) Cs — Colher de sopa cheia (20 g)
Csb — Colher de sobremesa cheia (10 g) Cché& — Colher de chéa cheia (5 g)
Ca — Colher grande de servir arroz cheia (309)

E — Escumadeira cheia (50 g) Pcha — Pires de ch& (50 g)

ps — Pires sobremesa cheio (100 g) Fp — Fatia pequena

Fm — Fatia média Fg— Fatia grande
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Data:

/

Recordatorio alimentar 24horas

/

- Dia da semana:

Refeicao

Alimento

Quantidade

Ingestéo de agua:
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ANEXO 6. Registro alimentar de 7 dias

Data:

Registro alimentar de 7 dias (7 cOpias desse modelo)

/

/

- Dia da semana:

Refeicao

Alimento

Quantidade

Ingestédo de agua:
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ANEXO 7. Questionéario de frequéncia alimentar
Produto Porgé_o Frequéncia
(i(/)gsum_ld? 1x/dia 2o0u+ 5a 2a Ix/sem. | 1a3 R/N | Qtd.
(n°/descri¢do) x/dia 6x/sem. | 4x/sem. x/més g/ml

LEITE E DERIVADOS

Leite-desnatado ou semi-desnatado

Leite integral

logurte

Queijo branco (minas/frescal)

Queijo amarelo (prato/mussarela)

Requeijao

CARNES E OVOS

Ovo frito/mexido

Ovo cozido

Carne de boi

Carne de porco

Frango

Peixe fresco

Peixe enlatado (sardinha/atum)

Embutidos (salsicha, linguiga,
salame, presunto, mortadela)

Carne conservada no sal (bacalhau,
carne seca/sol, pertences de
feijoada)

Visceras (figado, rim, coragao)

OLEOS

Azeite

Molho para salada

Bacon e toucinho

Manteiga

Margarina

Maionese

PETISCOS E ENLATADOS

Snacks (batata-frita)

Sanduiches, pizza, esfiha,
salgadinhos, cheetos, amendoim

Enlatados (milho, ervilha, palmito,
azeitona)

CEREAIS/LEGUMINOSAS

Arroz integral

Arroz polido

P&o integral

Pao francés/forma
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Produto Porcéo Frequéncia
(ni(/)g:;?:ild;o) 1x/dia 20u+ 5a 2a Ix/sem. | 1a3 R/N | Qtd.
& x/dia 6x/sem. | 4x/sem. x/més g/ml

Biscoito salgado

Biscoito doce

Bolos

Macarréao

Feijao

HORTALICAS E FRUTAS

Folha crua:

Folha refogada/cozida:

Hortalica crua:

Hortalica cozida:

Tubérculos (mandioca, batata,
inhame)

Frutas:

SOBREMESAS E DOCES

Sorvete

Tortas

Geléia

Doces/balas

Chocolates/achocolatados/bombom

BEBIDAS

Café com agucar

Café sem agucar

Suco natural com agucar

Suco natural sem agucar

Suco artificial com agucar

Suco artificial sem agucar

Refrigerante normal

PRODUTOS DIET E LIGHT

Adocgante

Margarina

Requeijao/iogurte

Refrigerante
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Fecal bile acid profile after Rowx-en-Y gastric bypass and its
association with the remission of type 2 diabetes in obese women: A
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ARTICLE INFO EUMMARY

Amichk kigary Objective: To assess the influsnae of Rowe-en=¥ gastric by-pass (FYGE) on fecal bile acid (BA) profile and
Recehed 15 Sepremier 1012 its relationship with postoperative remission of type 2 diabetes (T2D)
Acceped 25 Decemier J0I8 Methods: Pecal samples were callected 3 amd 12 manths after BYGE from dishetic ohese women who
weTe nesporsive (N = 12) and non-res ponsive (n= 8) to postoperative remission of T20. Pecal BA profile
:’iﬂ:mxlk 'mn:au:\euad.l:g- Tiquid ﬁmnﬂymﬁﬂl o itandemn mass spectromestry in a targeted approach.
Results: Relative to pre-operative levels, a total of 10 fecal BA profiles decreased after RYGE (ANOVA,
"'""'2“ SUTETY p = 005) with significant fold-changes far ghcochenodemoychalic gheochalic, tamochalic and Gur-
Tre= ochenodemgpcholic adds at 3-months pesioperatively and for ghyoochenod smopchaobic, ghoochobic amd
twurachabic acids at 12 maoniths postoperatively (Benjamini—Hochbherg, p < 0U5) Postoperative chamges
in fecal BA wene different betwesn responsive and non-respomsive wamen, with 2 sgmfiamt reduction
in mare sub- fractions of BA in respomsive women than i non-respomsive women, and a marksd dif-
ferenee in the emporal behavior of chalic add (CA) and chenodemeychalic acid ((DCA)L tas reflscting
changes in CAJIDCA ratio, and tanmoursod emopcalic { TUDCA ) lev els betwieen these nesponsivensss groups
(ANOVA, p < 005)
Condusion: FYGE induces a marked reduction in the mncentration of feal BA, which s helerogensows
amording to TZD respons ivenes.
& 2018 Published by Blsevier Lid.
1. Imiroduc thisn imclhudes glecose and energy metabolism by binding to specific

receptors |5). BAs have been shown to regulaie glucese homeo-

Bile acids (BAs) are a diverse gmup of amphipathic sterold
maolecules that emable micelle formation amd facilitate §nbe-stinal
absorption, emulsification, and transpon of metrents lpids, and
lipophilic vitamins | 1) Primary BAs are derived from cat absolism of
cholesteral in hepatocytes and can be bio-transformed (nto sec-
ondary BA in the intestine by its resident bacterla [2—4).

Recently, BAs were alo recogn ized as a potent signaling miole-
cules implicating pleotropic  physiological responses  which

= Corresponding aushar. A Do Amalds, 865 2 andsr, ol 7HE - Cogusio
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stass by activating Farmesodd X receptor (PR mediated pathways
amd by bimding tomembrane G- protein coupled bile acid rece pror 1
(TGRS) im the intestine |6) The experdmental induction of FXR
activation s ificantly redsced blood glucose levels inodiabetic disf
by amd wild-type mdce, wihil e FOR-mull mdoe exthl ited baot b gl uoose
intolerance amd insulin insensitivity |7]. Experimental data also
sugges that the activa tion of TGRS can improve pancreatic function
and glucose tolerance by stimulate imtestinal glucagon-like pep-
tide-1 (GLP-1) secretion [8.5).

The gastric bypass procedure modifies the anatomical location
at which bile enters the upper gastrodntestinal tract via the bil-
lopancreatic limb of the Roux-en-¥ (RYGE) construction and in-
creases primary and secondary serum BAs levels in both human
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and animal models [10-12). Specifically in animal models, a tar-
geted  ultra-performance  liquid-chromatography  (UPLC)-MS
method of fecal samples detected decreased faecal bile acids after
RYGE. This modulation of BAs may trigger the improved gucose
regulathon, suggesting a potent lal metabolic role for BA after bar-
latric surgery, including the remision of type 2 disbetes (T2D)
|2—4] In this scenanio, it would e expected that the fecal BAs
prfile would reflect both healthy and wnhealthy conditions [13)
Our present preliminary study aimed ©o imestgate whether fecal
EAs profile after EYGE |5 asoclated with the post-operative
remission of T20 in obese women.

2. Methods

21, Erhdral Bswes

This preliminary study & part of the SURmetalIT tral [14)
registened at wiww Clinlcal Tria s gov (NCTON251016) and its specific
protocel was approved by the local ethics Commdtiee (Refe rence:
CAPPesq 1011 /09). All protocol interve ntions were performed ac-
cording to the ethical standards of the World Med ical Association’s
Declaration of Helsinkd. Written informed consent was obtained
from each patient prior to tral particl pation

22 Sulbjecrs

Obese T2 women (n = 200 who were candidates for RYGE,
were recrulted from the Surgical Gastroen terology Department of
the Hospital das Clindcas of the University of S50 Paulo School of
Medicime between Felnary 2011 and December 2004, Owr inclu-
slon criteria were a5 follows: adults (18—60 years); body mass in-
dex (EM) > 35 kgim®™: proven T2D diagnosis (Gsting
glucose > 126 mg/dL and ghycated hemoglobin »6.5%) andfor use of
oral antidiabetic dregs Our exclesion criteria were as follows:
Helicobacter pylor infection, diagnoss of thyrodd or hepatic dis-
eases! antibiotic use in the month preceding fecal sample collec-
thon; probiotc and prebiotic we, current or recent particl pation in
anather intervent onal study protocol

2.3, Prelimimary soudy design

All patients were submitted tostandardized op en RYGE wi thouwt
silicon rings with billary-pancreatic loops (50-60 cm) and feed
handles (100—120 cm) The fecal metaboome profile was then
determined in all patients 3 months and 12 months after RYGE.
Data o fecal BA were then correlated with post-operathe T2D
remission

2. Fecal sample collection and processing

All patients collected their own lecal samples at home wsing a
specific specimen collect lon system (Commade Specimen; Fisher
Scienitific, Ditawa, OM, Canada) The fecal samples were then frozen
at 20 °C and transported o our labsoratory by a motoencycle cowrler
service, specialized i the transport of bislogical samples under
conit rolled temperature. At owr laboratory, fecal samples were ali-
quusted { 100 mg | im cryegenicvials (Kasvl, Canada) withowt thaw ing
and stored at — 80 =C to awalt metabolomic evalwations. The fecal
aligueots were sent o Blocrates (Inndwoeck Austia) under
it poll e temype rature, wnder the care of the camier Wiorld Courier
(530 Paulo, Brazil). There, fecal BAs were obtalmed wsing 340 mi
ethanol (HPLC grade, Merck, Germany | and 80 ml phosphate buffer
(20 mM, Merde, Germany) in a seven step procedure! 1 Ethanol
addition and 3 min vortex mixing: 2 Buffer addition amd mameal
homogenization; 3. Centrifuegation (200 mpm, 30 min, 0 °C); 4.

Sonication (0 W, 5 min, 0 °C); 5. Centrifugation (BOOG, 10 min,
0 =C): 5. Transfer of supematant into a reaction tube (Eppe ndorf,
Germany ), 6. cen tr fegat bom (19000 G, 10 min, 4 °C) and 7. transfer
of supematant into a secomnd reaction tube and freezing (- 80°C)L

2.5 Asmemment of fecal BA

Fecal BAs were asesed by electmspray (E5]) mass spectrom-
etry coupled to lquid chromatography (LC) with a tandem mass
spectrometry (MS/M5) instrument (AB S00EX Thermasclentfic,
Waters ) using a kit customized by Biocra tes® | Blocrates® Bile Ackds
Kit). which emabled the absol wte qua ntifl cation of wp o 20 G fe rent
BA. A highly selective reverse phase analysis method, mass spec-
trometry coupled with liquid chromatography (CL-MSMSL in
negative detection mode { mul tiple reacton mdoni toring, MEM], was
then applied to determine the concentrations of BA For high pre-
clslon quantification, we ensured that intemal stamdards amd
extermnal calibration were applied.

2.6 Amemment of T2D remission

One year after the surgical procedure, patients were divided into
twil Sub-gmaps, acoonding to the presence (the responsive growp)
or absence | the non-responsive group) of T2D remdision. The
remission of T2D was assesed by applying the following critenia
from the American Diabetes Assoclation (ADA) complete
remission = fasting glyoemd a < 100 mg'dl, HEA 1 <421 momod fmal,
under the absence of oral antidiabetic medication or other antdi-
abetic procedures forat least one year |15)

2.7, Starsrical analysts

Biocrates Metl D™ software (Innshneck, Austria) was applied to
export the fecal BA data, alomg with the online platform Metab-
oAnalyst 30 (www.metaboanalystea) |16,17] Metabolites which
wene =20 of valees below the limit of detection (LOD) wene
removed from our analyss. The concentrations of BAS wene
normalized to fecal sample weight and given in pmolimg feces.
Selected met abolite sums and ratios were calculated and tested in
addition to sngle analytes. Using R software (version 3.23; R Cone
Team, Vienna, Austria) |18), measures of cenitral tendency and of
disperdon were tested by analysis of vadance (ANOVA) and by the
Benjamini—Hochberg method for multiple testing |19 and data
were compared by ANDWA befween responsve and non-responsve
WNMETL

3. Resulis

11 Sample

Froom the 20 patients stedied, 12 (B0%) were responsive and B
wene non-responsive for one year T2D remdsion, althoegh one
responshve patient moved out of town and did not complete the
follow-up protocol to the 12-mont b tme-podnit (Fg 1) Descriptive
data for the responsive and non-responsive patients were previ-
ously reported and here are described im supplementary table LA
i pod it oo ghil ighit from these repored data is that ciro lating
levels of glucse, insulin, C-peptide. and HbAle did not differ
significantly between responsive and non-responsive patients at
baselime { Supplementary table 1, p o 005 ) Furt ermorne, there was
o significant difference in the amount of welght lost at 3 moniths
and 12 months pest-operatively when compared between groups
{Supplementary table 1, p = 005)

PMaase cite this artide as: de Siqueira Cardinelli C ef al_, Fecal bile acid profile sfter Rouws-en gastric bypass and its assoclation with the
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Fig. L A of patent
callected from e same obese patients prior © and 2fer bariatec sugery

32. RYGB induceda rapid reduction in fecal BAs that persisted until
one year pasoperatively

Acress the preliminary study participants, a total of 10 fecal BAs
changed after RYGB (Fig. 2). Levels of all of these 10 BAs were
significantly reduced in relation to their pre-operative levels
( Fig. 2). Analysis of fold-changes confirmed a reduction in the levels
of glycochenod eoxycholic (GCDCA), glycocholic (GCA), tauracholic
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among pre- and pog-operative periods and groeps, in réason © the postap

Nenresponsive [n = B)

of type 2 Fecal samples wes

acid (TCA), and tauroche nod eoxycholic (TCDCA) acids at 3-months
post-operatively (p < 0.05, Fig. 3). Of these, GCDCA, GCA, and TCA
remained significantly reduced when tested 12 months after RYGB
(Fig- 3) The Fig. 4 lllustrate the changes in fecal bile acid levels in
obese women after Roux-en-Y gastric bypass, according to the
flowchart of its synthesis from cholesterol We did not observe
significant changes In fecal BAs levels between 3- and 12-month
postoperative periods (Table 1; p > 0.05).
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Fig. 2. Box plarsof singde BAs metbolies, sgnificantly e md(p< Q05)inthe 3 sme point (defore bariawric sugery (€0} 3and 12 monds ey sagery (13, 1_12)) according ©
ANOVA using 2 paledtest Ourles 2o highlighaed by an addisonal black dot next 1 She orginal dara paint. Data & logZ wansiormad. Primasy bile ackds: (CA) Crolic ackd; ((DCA)

Chenadeauycholic ackd; (GCA) Gycachalic ackd; (GCDCA ) Gy

¥ i, TCAI T
Clycourndeoxycholic acd; (TLCA) Tasrolthacholic 2062 (TDOA ) Tasrade axycholic a0d; (TUDCA) Tasrcamodeoy chalic acd.

cholc ac t; (TCDCA) Ta gycholr acd y Bifle acids: (GUDCA)
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UNINVARIATE AMALYSIS
Fold Change Amalysic [Single metabolites)

Fald change (Refore v 1 manshe afinr Bariwinc wrpery]

Fald change (Befare vi 13 months after harlairk wrgery|

-1 454554915 OOEF4%3021
GCA -1.BRITATAZY 007430
TCH -2 430211152 0035111541
TEOA -2/ GAEE205 0086111541

Fig 3. Fulll changs I singlF: MELahoiitss o harkiric seqgery. ROl chasges wese caloulares for &2
Migazioe

& T e [ S

GCOCA =15T7439593 OOFIEATIEE
G, -L450494189 QO3 004
TCA -LTIIEF0TITE QL0304 5594

oo by calomlaring the mean fodd change for sach

abwilites with significant aiterasorns e bated Theeshald for significa noe wa s so 20 005 2 coneonan

oy
for multigle testing msing Benjamid-Hochberg Primary bl acik: (GODCA} Gycochenoseoopcholic akd; (GOA) Gycocholic acks; (TOA) Tamrectodic acid; (TODCA) Tams

e readearychodic ackd.

Fig . Chaargyes bn fecal Bl ackd bewels bnokese whommenafier Roosc-en-Y g bypass
accomding o e flowchan of s gEthests om dodecend. Frimary bile acids are
highlightid in e grey boo and secondary bile ackds in the dark box. Me G Eolies in
dashexd lines wane Rl oodchdsned for stamstical analyds a5 Sy Were Dod measaned
(chokomend) or i od meet guity osteri (DADCAL Significant edeciorns in
metabodie Leveds b facall samples after bariant: sargety ancordng i mmkpls tacting
correned ANOVA ae indated by the bladk anows. Mo significant sevatinns wem
obessreed Primary bile ackds: chlic 20k (Ch ) and chenoadenmgchalic ackd [CALPE-
mary bl ackds conjegated: Gmrarholic a0 (TOAL gibacholic acHd (GOA), TODCA,
tamroc be nodd oy hodic ackd (TODCA) and glicochenodangyoholic ackd (GOOCA Sec-
aifedary bl ackds: deawychalic 308 (TCAL Bfoachodic 208 (LOAY and mroodesoychadic
ackd MADCA}Secondary bile ackds conjegred: tasrolithochodic ackd (TLCA), glioo-
deouychodic acid (AL @mnarsade ovpchodic 20 (TUDCAL gloomrsode aupcholic
acid (GLERCA), giycodenmychodic ackd [GACA} and @ modenmychal ackd [ TCAL

Takhie 1
[Pl chineges of 2ol ke arkds bn obezse i = 3 misnithes 2red 12 e i R -
enY gaonrkc bypass bn comparison o pracpemsve s

Bl 2.0 sub-fracrion [Pecstspuesrative: tme-paodne

Zmanth 12-4m o

[ palee | vaue
Gymodenedscaycholic 208 (OCA) 145 Q022 =15 Qo]
ayooacholic 208 [GTA) =188 Qo =148 Qo3
Tawrac beadic ackd (TCA) —243 Q0Es -1 Q0E0
Towreehencdecorpchdlic ackd (TOMCA) 289 Q036

Fokd changess [ FC) were caboulaned for aach pasent in dividually, followed by cabu-
Lagoan of the mean fold dhange for each menbdite Megatve vaues Bpreent i

ducrian in iy e mbolies with significant aitera Sorns ane led,
all oif hese were primary con juged bile ackds. Mo significant changes were found
fhar the conoenaragion of Sacall bile 3ckds when comipaned berween 3 and 12 months
postoperatively. The Sreshcd for sipnificance was 5o 1 0.05 afer conection for
mulsiple tacting using e Benjumind-Hodhbesy ot cosorical for contraling e
Tallze discoery Q.

3.3, Distima feml BAs sub-factons decressed afrer RYCE in
Fespas e aid v res poi ve paries

Wee observed reduced fecal levels of deoxycholic acid (DCA)L
glicode@pcholic ackd (GDCAL glicolithocholic ackd (GLCA)L gli-
coursodeoxycholic ackd (GUDCA) lithocholic acid (LCA) tawr-
ochendemycholic ackd (TODCA) tawrodessycholic add (TDCA)L
tawrolithoc holic ackd (TUCA)L and chamges incholic ackd (CA)L and
chenodemycholic acid (CDCA) expresed by an increase in the
CACDCA ratio, at 3-months post-operatively in responsive pa-
temts (p = 0U05; Table 2) Of these BAs, only GUDC A remained at
reduced levels when tested 12 months postoperatively and
compared to precperative levels. Only GLCA and LCA showed
significant increases when compared befween postoperative
timepoints (3-months ve 12-months, p < 0005) Furthe more, 12-
manths pestoperatively, responsive patients showed a reduction
in GCDCA and TUDCA when compared to preoperative levels
(p = 0U0S5)

In contrast to the responsive patients few chamges wene
observed in the fecal BA level of non-responsive patients after
RYGE (Table 31 In non-responsive patients, GODCA and TCA wene
respectively reduced at 3 and 12 months pestoperatively when
compared to basal levels. As with the responsive patbenits, CA/CDCA
ratio also imcreased in non-responsve patlents after RYGE, but this
change occumed latter and was observed at 12 months post-
oipe rative ly compared o3 moniths postoperative ly, but notwith the
preoperative perod (p < 0051

14, Suwrgcally-indured changes in the behavior of fecal CACDCA
ratie and TUDCA levels wene assoclated with post-operative T2D
refaal o

By comparing the varlation (A) of BA levelk among the
studied tme-points, it was evident that ACANCDCA from the
preoperative stage to 3 months posteperatvely was significant ly
different when compared between the responsivensss groups
(p = OLDD0L, Fig 5A) due to an increase in responsve patients
and a reduction in non-responsve patients; the opposite trend
occummed when comparing ACAJODCA from 3 to 12 month tme-
points (p = 0000, Fg 5B). Furthemome, the ATUDCA from the
preoperative stage to 12 months postoperatively was ako
significantly different befween the responsivensss groups
(p = U327, Fg 5C) dise to a reduction only in responsive pa-
tents. AMOVA showed that these postoperative changes in the
behavior of fecal CAJCDCA ratie and TUDCA levels were able to
distinguish between responsive from non-responsive patients
(p = 0U0S)
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liver, andjor absorption of TUDCA in the intestine, could be pe-
flected in the feces of our responsive patients and may suggest a
potential effect wpon T20 remd sion

It is worth mofing that as RYGE restricts the stomach size, our
patients had significantly reduced their Gt intake [17), themby
favoring a reduced level of BAs redirection to the intestine for
emulsification. However, the specific BA profile found in responsve
and nenresponsve patients inrelation o T2D rembssion, hi ghl ighits
the maodulation of BAs by RYGE beyond restrictive intalke.

Dur preliminary study has some limdations which need o be
taken into comnsideration For example, we did not inves igate

changes in fecal BAs asociated with the gut microbiota profile
and systemic BA levels. Nevertheless, changes inthe compos tion
and rchness of the gut microblota have been commonly re-
ported after BYGE and our data & coherent with increased levels
of circulating BAs reported previoudy in patients und ergoing this
procedure [3E—40L We also evalusted only obese diabetic
women and our findings may not be generalized to clinically-
matching males. In our Surgical Division women are mire
prevalemt than men among the baratric patiemts and by
inclueding only one gender we were able to stedy a maone

homoegeny sample.
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4. Discussdon

This preliminary stwdy shiswed, for the first time, changes in
fecal BAs profiles in obese women with T2D in response o RYGE.
These changes were marked by an early reduction in primary and
secondary BAS concentrations that persisted wmtll one-year after
surgeny. The postoperative profile of BAs differed between patients
with or withowt T2D remission, suggesting a potental link between
BAs metabodsm and glecose homeostasds |20-23]

A reduction in total fecal BAs and their sub-fractions CDCA, CA,
LCA DCA and wsadeosycholic acld (UDCA). has been reported in
animal models after RYGE |12.24—27). In owr preliminary study of
i abetic women, dgnificant redwction in the levels of fecal BAs also
oocurred after RYGE, mainly in those BAs conjugated to g yeine and
taurine Conjugated BAs can be deconjugated by the inbestinal
microblota, specifically by bile salt hydrolases (BSH) synthesized
mainly by Lagobacillis and Bifidobacderia |2]. The decomn)uga tion of
BAs by BSH activity accel erates choleste rol ca tabolism by | nere asing
the elimination of fecal BA |5 The refivre, owr data suggest that the
loss of fecal BAs may be decreased by a reduction of its deconju-
gatbon by gut bacteria after KYGE andfor may reflect the increased
hepatic con jugathonof primany BA i lowing the surgcal procedure.

The obse rved reduction in the el imd nation of fecal BAs foll owing
RYGE may reflect its increased absorption and recirculation
thimasgh the entembepatic pathway. This agrees with the increased
levelsof circulating BAs reported after the procedure in human and
animal models, which have been consdered to represent a meta-
bl meech anism that infleences post-opera tive ghycemic homeo-
stass | 10-12] Activation of the LXR/RXR pathway in gut has been
assnciated with increased BAs absorption amd emte rehep atic recir-
cul atiom |28 An ongolng study from our grup demonstrated that
RYGE imcreased the expression of genes that promote activation of
the LXR/RXR pathway in the jejunum of responding patlen s These
data suggested that the decrease in fecal ABmay have ocourned dise

anelic 3,08; LCA, Mihoachecdic o id; TODCA, Guch snoddearychollc ackd; TOCA; raur-

Floursdanye
chacdbs ackedl; CODCA, whyoosdhen adecorye bl ackd and taroursed ecoyecbode ackd (TUDCAL

o the increase in its recinewlation and that this me tabolic pathway
may have been important for ghycemic homeostasis.

Theredore, it could be expected that chamges in the levels of fecal
BAs would affect post-ope rative remdssion of T2D inour patients In
our preliminary study, more BAs sub-fractions were reduced in
responsive than non-responsive patienits. Furthe more, changes in
the CAJCDCA rathy and levels of TUDCA wene qui te di st mct et ween
these groups of patients

Enhanced plasma CAJCDCA ratios are commonly observed
during cholestasts, a climical condi tion charaderzed by a reduction
or cessation of bile formation or flow. For example, cholestatic
hamsters exhibit a sigmificanit i ncre ase in se rum CANCDCA ratlo, and
a redwced proportion of unconjegated BA to tofal BA, via a mech-
antsm assoctabed with the inhibitlonof the mdtoch ond dal sterd 27-
hydmsxylase pathway (CYF2TA1) [29) These changes im the pool of
BA may therefore be consdered as negative predictors of liver
function and BA synthesis.

I oer predi minary study, inaeased fiecal CACDCA ato observed
im responsive patients af ealy postoperative stage cam reflect lower
CA and higher COCA absorpthomin the intestine, pobe nitlally resul ting
im a lower circulating CA/CDCA ratho following RYGE. Furthermone,
respon s ve pat len s showed a reductionin high sub-fraction types of
conjugaied fecal BA than non-responsve patients, suggesting a
higher absorption of conjugated BAin the intestine [30]

The higher fecal CACDCA ratio observed in the eady post-
operative (3-monith) stage in responsive patients may also reflect
an increased CA and/or decreased CDCA production in the liver, but
thits is less likely to be consstent with the control of glycemic ho-
meedstasds. An increased of roulating CAJCDCA ratlo is also observed
{im pregm ant women with intrahe patic cholestasis, and is a5soci ated
with increased Gsting trighycerides and reduced levels of HDL
chiolesteral (similar to changes observed in metabolic symdrome ),
and increased blood glecose, compared to healthy pregnant
waomen [29-—32) Furthermore, Kimura et al. (1991) found an
abnormally low CACDCA ratio in pedistric patients with chole-
stasgs presenting with severe hypogleemda [313] Taken together,
these finding sugges that a high cirolating CACDCA ratio favors
iy perg yoe i &, wh ile patent s with a lowcl poulath ng CA JCDCA matio
are prone to hypoghyoemia.

In our present preliminary study, decreased levels of fecal
TUDCA were ko a hallmark of responsvensss i T200 remisson
during the |ate postoperative stage | 12-month]. TUDCA is a tawn ne-
conjuegated form of UDCA, a BA approved by the Food and Dreg
Administration | FOA) for the treatment of cholestatic liver d sease
|34L improved insulin sensitivity and pancreatic beta cell klets
restoration via the AMP/PKA pathway, have been repored after
treatment with oral TUDCA [31536]. Both increased synthesisin the
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Taken together, our data displayed a distinet influence of RYGE
on fecal BA pattern between obsese women respondve and non-
responsive to T2D remission. Postoperative fecal BA pattern in
responsive women seems to reflect an eary increase in circulat ing
levels of TUDCA and CA/CDCA ratios, which together can be sug-
gestive of an improvement in glycemic homeostass. Why non-
responsive women did not follow this protective pattemn &
beyond the scope of our present preliminary study. We can
conclisde that RYGE induces a marked reduct jon in the comncen tra-
tion of fecal BA concent ration, which is hetenegeneou s acoording to
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