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RESUMO

Ferreira, BAM. Expressdo de genes do metabolismo do folato e consumo
alimentar em mulheres obesas graves apds derivacdo gastrica em Y de Roux
[Dissertagéo]. Sado Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo;
2021.

Introducao: Técnicas cirurgicas bariatricas sdo consideradas o tratamento mais
eficaz para obesidade grave. A derivacdo gastrica em Y-Roux (DGYR) € uma
técnica cirdrgica mista que consiste na reducdo do reservatorio gastrico
(restricdo) e desvio do duodeno e jejuno proximal do transito alimentar
(disabsorcdo). A DGYR tem sucesso na perda de peso e controle metabdlico;
entretanto, a ocorréncia de deficiéncias nutricionais € uma de suas complicacdes
mais comuns, o que inclui deficiéncia de folato. O folato € uma vitamina
hidrossoluvel do complexo B e atua como aceptor e doador de unidades de
carbono em reacles criticas para o metabolismo de acidos nucleicos e
aminoacidos. Objetivo: O presente estudo buscou identificar alteracbes de
variaveis relacionadas ao metabolismo do folato que pudessem contribuir para
sua deficiéncia p6s-DGYR. Metodologia: A expressado de genes gastrointestinais
relacionados a via do folato, assim como 0s niveis séricos e de ingestédo
alimentar deste micronutriente foram avaliados em 20 mulheres obesas graves,
antes e apés 3 meses de DGYR. Nesses periodos foram coletadas bidpsias do
duodeno, jejuno e ileo, por enteroscopia de duplo baldo, para o estudo de
alteracdes da expressao tecidual de acido ribonucleico mensageiro (RNA), por
técnica de microarray (abordagem global). Os resultados encontrados pelo
microarray foram validados por técnica de RT-gPCR (abordagem alvo). O
consumo dietético habitual de folato foi estimado pelo método Multiple Source
Method, a partir de dados de registro alimentar de 7 dias, e suas concentracfes
plasmaticas foram dosadas em condi¢cbes de jejum por
Eletroquimioluminescéncia. A analise estatistica contemplou teste de
correlagcbes entre expressdo génica tecidual e as variaveis sistémicas e
dietéticas avaliadas. Resultados: Apds 3 meses de DGYR (vs. pré-operatorio),
foram observadas alteragdes transcriptbmicas em todos 0s segmentos
intestinais avaliados, com diminuicdo da expressao de genes que codificam
transportadores do folato e aumento da expressao de genes envolvidos na sua

biossintese (p < 0,05). Em paralelo, o consumo alimentar de acido félico (que ja



se apresentou deficiente no pré-operatério) e suas concentracdes plasmaticas
diminuiram apés 3 meses de DGYR, em relacdo ao periodo pré-operatério (p <
0,05). Ademais, a concentracdo plasmatica de folato apresentou correlacdo
inversa significativa com a expresséo duodenal de FOLR2 e SHMT2 (p < 0,001).
Conclusbes: As observacbes do presente estudo sugerem que alteracdes
anatdmicas intestinais induzidas por DGYR podem modificar a expressao de
genes relacionados ao metabolismo do folato e que essas altera¢des, ao menos
no duodeno, podem afetar niveis sistémicos desse micronutriente. Nesse
sentido, nossos dados suportam a necessidade de se monitorar niveis de folato
no pré e pés-operatdrio de DGYR, para identificar eventuais deficiéncias e indicar

sua suplementacéo.

Descritores: Cirurgia bariatrica; Derivagéo gastrica; Trato gastrointestinal; Acido

félico; Expresséao génica.



ABSTRACT

Ferreira, BAM. Gene expression of folate metabolism and food intake in severely
obese women after Roux-en-Y gastric bypass [Dissertation]. S&o Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 2021.

Background: Bariatric surgical techniques are considered the most effective
treatment for severe obesity. Roux-en-Y gastric bypass (RYGB) is a mixed
surgical technique that consists of reducing the gastric reservoir (restriction) and
diverting the duodenum and the proximal jejunum from the food transit
(disabsorption). RYGB is successful in weight loss and metabolic control;
however, nutritional depletion is one of its most common complications, which
includes folate deficiency. Folate is a water-soluble B-complex vitamin and acts
as an acceptor and donor of carbon units in critical reactions for the metabolism
of nucleic acids and amino acids. Objective: The present study sought to identify
changes in variables related to the folate metabolism that could contribute to its
post-RYGB deficiency. Methodology: The expression of gastrointestinal genes
related to the folate pathway, as well as serum levels and dietary intake of this
micronutrient were evaluated in 20 severely obese women, before and after 3
months of RYGB. During these periods, biopsies of the duodenum, jejunum and
ileum were collected by double-balloon enteroscopy to study alterations in tissue
expression of messenger ribonucleic acid (RNAm), by microarray technique
(global approach). The results found by the microarray were validated by the RT-
gPCR technique (target approach). The usual dietary intake of folate was
estimated by the Multiple Source Method method, from 7-day food record data,
and its plasma concentrations were measured under fasting conditions by
Electrochemiluminescence. Statistical analysis included test of correlations
between tissue gene expression and systemic and dietary variables evaluated.
Results After 3 months of RYGB (vs. preoperative period), transcriptomic
changes were observed in all intestinal segments evaluated, with decreased
expression of genes encoding folate transporters and increased expression of
genes involved in folate biosynthesis (p < 0.05). In parallel, dietary intake of folic
acid (which was already deficient in the preoperative period) and its plasma
concentrations decreased after 3 months of RYGB, compared to the preoperative

period (p < 0.05). Furthermore, plasma folate concentration was inversely



correlated with duodenal expression of FOLR2 and SHMT2 (p < 0.001).
Conclusions: The observations of the present study suggest that RYGB-induced
intestinal anatomical changes can modify the expression of genes related to
folate metabolism and that these changes, at least in the duodenum, can affect
systemic levels of this micronutrient. In this sense, our data support the need to
monitor folate levels in the pre- and postoperative period of RYGB, to identify any

deficiencies and indicate their supplementation.

Descriptors: Bariatric surgery; Gastric bypass; Gastrointestinal tract; Folic acid;

Gene expression.
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22
1. INTRODUCAO

Cirurgias bariatricas permanecem o tratamento mais eficaz para
obesidade grave, ao promoverem perda de peso sustentavel e reduzirem suas
principais comorbidades e risco de mortalidade. A derivacéo gastrica em Y-Roux
(DGYR) é uma técnica cirurgica bariatrica mista, que consiste na reducéo do
reservatorio gastrico e desvio do duodeno e jejuno proximal do transito alimentar
13 Alteracbes da configuracdo do trato gastrointestinal (TGI) apés DGYR

conduzem a modificacdo de padrdes dietéticos, que devem ser adaptados a

novas condicdes fisioldgicas.

A reposicao e a incorporacao de micronutrientes a partir da alimentagéo
€ a maneira mais recomendada de se manter seus estoques corporais em niveis
adequados. No entanto, em pacientes submetidos a DGYR alguns fatores
justificam a suplementac¢éo nutricional, uma vez que ndo se pode afirmar que a
oferta de nutrientes é plenamente aproveitada pelo organismo 4°. Nesses
pacientes, a complementacdo de inquéritos alimentares com dosagens
plasmaticas poder ser necessaria para determinar se o consumo de determinado

nutriente esta adequado ©.

Gracas as modificacdes anatdmicas induzidas pela DGYR, essa técnica
cirdrgica bariatrica tem deficiéncias nutricionais como uma de suas principais
complicac@es. Entre as deplecdes nutricionais mais comuns pos-DGYR incluem-
se vitaminas do complexo B, como a vitamina B12 (coblamina) e a vitamina B9
(folato) 7. Quanto mais ampla a compreensdo de mecanismos relacionados ao
metabolismo de micronutrientes pos-DGYR, maiores as chances de se
desenvolver abordagens clinicas mais eficazes para a prevencao e tratamento

de suas deficiéncias.

Particularmente, a deficiéncia de folato afeta cerca de 38% dos pacientes
submetidos a DGYR. Concentra¢des inadequadas de folato podem promover
instabilidade gendémica e culminar em danos por de quebra na fita dupla do DNA.
Além disso, baixas concentracdes de folato sdo associadas a concentracfes
elevadas de homocisteina total, que, por sua vez, sao consideradas fator de risco

para doenca cardiovascular 81!, Sinais e sintomas de deficiéncia deste



micronutriente incluem anemia megaloblastica, leucopenia, trombocitopenia,

glossite e elevados niveis de homocisteina &1,

O presente estudo é parte do SURMetaGIT %2, estudo clinico maior que
identificou alteracGes da expressédo de genes que codificam transportadores e
receptores intestinais de cobalamina (vitamina B12), em resposta as mudancas
anatdmicas induzidas por DGYR. A despeito dos varios mecanismos fisioldgicos
ja descritos que podem culminar na deficiéncia de folato (vitamina B9) pos-
DGYR, as observac¢des do estudo SURMetaGIT sugerem possivel contribuicdo
adicional de mecanismos moleculares envolvendo alteracdes na expressao

intestinal de genes envolvidos em seu metabolismo.

Nesse sentido, a hipétese (H1) do presente estudo considerou que
alteracdes na expresséo de genes envolvidos no metabolismo de folato possam
ocorrer ap6s DGYR e se correlacionarem com a ingestao e niveis sistémicos
desse importante micronutriente. Nossos dados poderao ser Uteis para identificar
possiveis mecanismos que norteiem o0 desenvolvimento de medidas
terapéuticas, para prevencado e correcdo de deficiéncia de folato em pacientes

submetidos a DGYR, o que justificou seu desenvolvimento.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Obesidade

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) define obesidade como
“acumulo anormal ou excessivo de gordura, que pode prejudicar a saude”. O
excesso de peso e, principalmente, a obesidade estdo entre os problemas de
saude publica mais preocupantes enfrentados atualmente no mundo 314, Em
2025, a estimativa € de que 2,3 bilhdes de adultos ao redor do mundo estejam
acima do peso, sendo 700 milhdes de individuos com obesidade; isto €, com um
indice de massa corporal (IMC) acima de 30 1. A OMS*® descreve a existéncia
de uma associacdo direta do IMC com o risco de desenvolvimento de
comorbidades, conforme demonstrado no Quadro 1.

Quadro 1. Classificagao nutricional de acordo com o indice de massa corporal

e sua relacéo com risco de comorbidades

- ~ Risco de
Classificacao IMC comorbidades
Baixo peso < 18,5 kg/m? Baixo
Peso normal 18,5 a 24,9 kg/m? Médio
Sobrepeso > 25,0 kg/m? Aumentado
Pré-obeso 25,0 a 29,9 kg/m? Aumentado
Obeso | 30,0 a 34,9 kg/m? Moderado
Obeso Il 35,0 a 39,9 kg/m? Grave
Obeso Il > 40,0 kg/m? Muito grave
Superobeso = 50kg/m? Muito grave
Super-superobeso = 60kg/m? Muito grave

Fonte: WHO, 2000 18.

A pesquisa Vigitel, realizada anualmente desde 2006, obteve um total de
52.443 entrevistas em 2019 7. Nela, o estado nutricional da amostra foi refletido
pelo IMC, definido como peso em quilogramas dividido pelo quadrado da altura
em metros, ambos autorreferidos. Os valores continuos do IMC, em nivel
individual, foram usados para estimar a média do IMC e a prevaléncia de suas
distintas categorias, de acordo com a OMS (descritas anteriormente no Quadro
1). Essa estimativa foi feita de 2006 a 2019, por sexo, para cada capital dos
estados brasileiros e o Distrito Federal. O excesso de peso e obesidade também
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foram diagnosticados, de acordo com as distintas categorias de IMC propostas
pela OMS.

No conjunto das 27 cidades estudadas, a frequéncia de excesso de peso
foi de 55,4%, ligeiramente maior entre homens (57,1%) do que entre mulheres
(53,9%). A prevaléncia geral da obesidade aumentou 72% nos ultimos treze
anos, saindo de 11,8% (2006) para 20,3% (2019). De acordo com esses dados,
dois a cada 10 brasileiros estdo obesos ’. A frequéncia de obesidade aumentou
com a idade até os 64 anos, para homens, e até os 54 anos, para mulheres.
Entre as mulheres, a frequéncia de obesidade diminuiu intensamente com o
aumento da escolaridade '’. Houve ainda superacdo da prevaléncia de
obesidade sobre a prevaléncia de baixo peso. Este resultado chama a atencéo,

pois evidencia estagio avancado da transi¢édo nutricional 7.

2.2 Tratamento cirurgico da obesidade grave por DGYR

A incidéncia e a prevaléncia da obesidade atingem niveis alarmantes em
todo o mundo; mais especificamente, o nimero de obesos grau lll é crescente
em alguns paises, entre eles o Brasil. Por isso, o objetivo do tratamento nestes
individuos é reduzir o percentual de gordura corporal e prevenir ou tratar as
comorbidades associadas. Ainda sdo importantes para o tratamento, as
mudancas de habitos de vida, pautadas na intervencdo dietética e atividade
fisica (Quadro 2). Contudo, o individuo obeso grau lll € um desafio a parte, pois
conjuga trés aspectos graves da doenca: elevada prevaléncia de compulsdo
alimentar, resisténcia ao tratamento clinico e alta taxa de comorbidades. Dessa
forma, a intervencao cirargica faz parte das possibilidades terapéuticas desses

pacientes 8,
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Quadro 2. Recomendacdo para tratamento da obesidade estratificado pelo
indice de massa corporea, de acordo com a publicacdo do National Institute of
Health 19

Tratamento indice de massa corporea(kg/m2)
25a26,9| 27a299 30a34,9 35a39,9 240
Habitos de vida* Sim Sim Sim Sim Sim
Farmacoterapia N&o Comorbidade | Comorbidade Sim Sim
Cirurgia N&o N&o N&o Comorbidade | Sim

*Dieta, exercicio e terapia comportamental. Fonte: National Institute of Health, 20001°

A cirurgia bariatrica é o tratamento mais eficaz para obesidade grave e
esta associada a reducao das principais comorbidades e do risco de mortalidade.
Entretanto, como todo o procedimento invasivo, ndo esta livre de riscos e
complicacBes. Nesse sentido, a abordagem clinica (de habitos de vida e
farmacoterapia) deve ser a primeira opcdo para o tratamento da obesidade e
suas comorbidades, devendo o tratamento cirargico ser considerado mediante
seu insucesso apoés, pelo menos, dois anos de seu inicio. Os critérios de
indicacdo cirargica incluem ainda: idade entre 18 e 65 anos (exceto casos
selecionados); historia de obesidade de longa duracdo; comprometimento do

paciente em modificar habitos de vida 2% 21,

Conforme consenso da Sociedade Brasileira de Cirurgia Bariatrica e
Metabdlica (SBCBM) e do Conselho Federal de Medicina (CFM), existe
indicacao absoluta de cirurgia bariatrica nos pacientes com obesidade grave
(grau IIl). Nos pacientes com obesidade grau Il (IMC > 35), deve-se avaliar as
comorbidades associadas para indicacao cirurgica. Ja nagueles com obesidade
grau |, pode haver indicacdo de cirurgia metabolica quando houver falha no
controle das comorbidades, apesar do uso de arsenal farmacolégico e demais

estratégias clinicas 2.

No Brasil, o Conselho Federal de Medicina reconhece cinco técnicas
cirirgicas para o tratamento da obesidade: a gastrectomia vertical (GV) ou
sleeve gastrectomy, a DGYR, a banda gastrica ajustavel (BGA), a derivagao
bileopancreatica ou cirurgia de Scopinaro e a derivagdo bileopancreatica com

switch duodenal (BPD/DS) ?2. Tradicionalmente, essas técnicas cirlrgicas
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bariatricas dividem-se em trés categorias: restritivas, disabsortivas e mistas.
Dentre elas, a DGYR é a técnica mista mais consagrada mundialmente.
Recentemente, esta foi ultrapassada pela gastrectomia, em niameros absolutos,

mas permanece a técnica bariatrica mais realizada no Brasil 2.

A técnica de DGYR consiste na reducdo do reservatério gastrico e no
desvio do duodeno e jejuno proximal do transito alimentar, abaixo a ilustracéo
deste procedimento (Figura 1) 1223, Brevemente, cria-se uma pequena camara
gastrica, chamado pouch gastrico, com capacidade de aproximadamente 30 mL
a 50 mL, responséavel pelo componente restritivo. Essa pequena camara gastrica
€ separada do restante do estbmago e anastomosada ao jejuno proximal isolado
em Y (dai a origem do nome, sendo Roux o cirurgido criador da técnica). O
estbmago remanescente, o duodeno e 0s primeiros centimetros de jejuno ficam
permanentemente excluidos do transito alimentar. A partir da anastomose
jejuno-jejunal, que é o encontro da alca alimentar e da alca bilio-pancreética,
encontra-se a alca comum, onde a absorcéo dos nutrientes acontece 2223,

Roux-en-Y gastric bypass
Bypassed

portion of
stomach

Jejunum

=

Bypassed ‘\\;\ ~ Digestive juice
Anatomia Gastrintestinal duodenum \
Normal )

Figura 1. Mudancas anatémicas induzidas pela derivagdo gastrica a Y de Roux

Legenda: Anatomia gastrointestinal normal (& esquerda) e alterada (a direita)
apos a técnica cirargica bariatrica mista derivagao gastrica a Y de Roux (DGYR).
Modificado de (Ceneviva, 2016) e (Lupoli et al., 2017) 2425,
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2.3 Deficiéncia nutricional apés DGYR

Em que pesem os beneficios da DGYR, as mudancas anatdbmicas e
alimentares a ela atribuidas podem contribuir para a ocorréncia de deficiéncias
em macro e micronutrientes, a curto, médio e longo prazo %2528, A obesidade,
por si sO, é frequentemente acompanhada por deficiéncias nutricionais
subclinicas, que podem ser agravadas ap6s DGYR. No entanto, existem poucos
dados sobre o estado nutricional de pacientes obesos candidatos a DGYR. Por
outro lado, o elevado risco de desenvolver distirbios nutricionais apdés diferentes
tipos de cirurgia bariatrica é bastante documentado e seque a seguinte ordem
de relevancia: banda gastrica ajustavel < gastrectomia vertical < derivacao

gastrica em Y-de-Roux < derivacéo biliopancreatica 2.

Particularmente, deficiéncias de vitaminas estdo entre as complicacfes
mais comuns de cirurgias bariatricas. No fim do primeiro ano pos-operatorio
observa-se deficiéncia de vitaminas em cerca de 50% dos casos 22526, Dada a
frequente prevaléncia de deficiéncias nutricionais em individuos obesos, a
adequada avaliacdo e abordagem nutricional de pacientes bariatricos deve ser
iniciada no pré-operatério, quando ainda candidato ao procedimento cirdrgico.
Nesse periodo, o paciente deve ainda receber informacdes e material detalhado
sobre os estagios dietéticos de 8 a 2 semanas que ocorrem no pds-operatorio 2°
(Quadro 3).

Quadro 3. Estagios da dieta no p6s-operatoério

Fases dietéticas Duracéo (dias) Data de inicio no
pés-operatorio
Liquida clara 1-2 1-2
Totalmente liquida 10-14 2-16
Pastosa 10-14+ 16-30
Branda 214 30-60
Regular - 60

Fonte: American Society for Metabolic and Bariatric Surgery °.

A estimativa do consumo de nutrientes auxilia a deteccdo precoce de
ingestao nutricional deficiente e faz parte do monitoramento nutricional pds-
cirurgia bariatrica. Ao lado de dosagens laboratoriais, para afirmar que ha

consumo adequado de folato faz-se necessario obter o registro alimentar de 7
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dias - método de referéncia para avaliacdo da ingestdo de alimentos 332, Como
o nome indica, essa ferramenta permite avaliar a ingestao alimentar detalhada
de 7 dias sequenciais e fornece uma meédia mais proxima dos habitos
alimentares reais de um individuo. Suas principais limitacbes incluem a
necessidade de alfabetizacao do individuo e um intervalo minimo de 7 dias para

obtencdo de dados 3332,

As Sociedades Americanas de Obesidade e de Cirurgia Metabdlica e
Bariatrica sugerem a suplementacdo de vitaminas apo0s todos os tipos de
operacOes bariatricas; entretanto, a dose e o tipo de suplementos prescritos
podem depender do tipo da técnica cirlrgica empregada #32. No pds-operatorio,
a suplementacdo de vitaminas deve ser iniciada 1 a 2 dias ap0s a cirurgia,
através de multivitaminicos que apresentem 100% dos valores diarios
necessarios de, pelo menos, 2-3 dos micronutrientes. Doses superiores as

definidas pela RDA (Recommended Dietary Allowances) podem ser necessarias
30

2.4 Vitamina B9 - Folato

Folato vem do grego “folium”, que significa folha. Também conhecido
como vitamina B9, folato é o termo genérico que designa um grupo de compostos
guimicamente semelhantes e hidrossolUveis que podem ser convertidos a
metiltetrahidrofolato (a forma metabolicamente ativa da vitamina B9): o acido
félico e seus derivados 5-formiltetrahidrofolato (5-FTHF, o &cido folinico), 5-
metiltetrahidrofolato (5-MTHF), 10-formil-THF, 5,10-metileno-THF e THF n&o
substituido. Folatos na forma de monoglutamato ndo ocorrem naturalmente na
natureza (sintéticos) e, portanto, sdo encontrados apenas em suplementos
vitaminicos e em alimentos fortificados; ja os folatos na forma de poliglutamato
(com dois a oito residuos de acido glutamico) sdo encontrados naturalmente nos

alimentos, em formas metabolicamente ativas no organismo 34

7

O éacido félico € um membro sintético do folato, solivel em agua e
composto pela ligacdo de duas unidades principais: um grupo pteroil e um acido
glutamico (Figura 2A). Constitui a forma mais oxidada e estavel da vitamina B9,
mas, por ndo ser ativo como uma coenzima, precisa passar por varias etapas

metabdlicas dentro da célula para ser convertido a THF. Ao contrario do folato
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sintético, o acido folinico é prontamente convertido em THF, sem exigir acdo
enzimatica (Figura 2B). Entretanto, sua cadeia de poliglutamato deve ser
removida pela enzima conjugasse intestinal, para sua absorgéo e transporte, via
veia porta 3°. Por essa razdo, a forma monoglutamato do folato tem
biodisponibilidade muito maior que sua forma poliglutamato, sendo descrito que
0,6 mcg de &cido félico equivale a 1 mcg de folato da alimentagéo 3637, O 5-
MTHF é a forma biologicamente ativa mais abundante do folato, ao representar

mais de 90% de sua concentracao plasmaética (Figura 2C).
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Figura 2. Estrutura do acido félico (A) e seus derivados, acido folinico (B) e L-5-
metiltetra-hidrofolato (C). Adaptado de (Scaglione, 2014) 34

Folatos naturais sdo majoritariamente encontrados em visceras, carnes,
ovos, feijao e vegetais de folhas verdes escuras, como espinafre, aspargo,
repolho e brécolis. A biodisponibilidade do folato da dieta € menor que 50% °-36.
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Devido a sua estabilidade quimica e maior disponibilidade comercial, em
comparacao a forma natural de folato, o acido folico é a forma do folato mais
comumente empregada em suplementos e fortificacédo de alimentos 3. A partir
do ano de 2004, farinhas de trigo e milho passaram a ser enriquecidas com acido
félico, de acordo com a determinacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) °36,

Os alimentos fornecem folato, em sua maior parte, na forma “vinculada”,
ou seja, combinada a uma sequéncia de aminoacidos (glutamato), conhecido
como poliglutamato. O intestino absorve a forma de folato “livre” — folato com
apenas um glutamato ligado (monoglutamato). Por isso, no processo de
absorcédo, a forma de poliglutamato é hidrolisada para formar monoglutamato
pela enzima folipoli-gama-glutamato carboxipeptidase (FGCP ou GCPII), uma
exopeptidase que esta ancorada na membrana apical dos enterécitos 23638, Esta
primeira etapa do metabolismo do folato ocorre na mucosa intestinal ** e

encontra-se ilustrada de maneira resumida na Figura 3.
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Figura 3. Poliglutamatos hidrolisados em monoglutamatos para serem
transportados, adaptado de (Litwack, 2008) 3

A absorc¢éao do folato da dieta ocorre no intestino delgado, principalmente
no duodeno e no jejuno proximal. O folato em forma de monoglutamato é
transportado através do enterdcito por meio da acdo de transportadores

especificos, o que requer pH ideal entre 5,5 e 6,0 4°. Gracas a sua caracteristica
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hidrofilica, a captacao celular de folato emprega trés sistemas de transporte: (1)
o transportador de folato acoplado a prétons (PCFT), (2) o transportador de folato
reduzido (RFC1) e (3) os receptores de folato (FOLRs), também chamados de
proteinas de ligacédo ao folato #*. O PCFT é postulado como sendo o principal
mecanismo de transporte de folato no trato intestinal superior 3°. Apds seu
transporte, os monoglutamatos sao reduzidos a di- e tetrahidrofolato (THF) pelas
enzimas redutase. Na proxima etapa, o THF é convertido em 5,10-
metilenotetrahidrofolato e 5-MTHF. De |4, eles s&o transferidos para a veia porta
hepética e a circulacdo sanguinea sistémica 3. O esquema descrito até este

ponto encontra-se ilustrado na Figura 4.
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Figura 4. Absorcao, transporte e captacao celular de folato. Adaptado de (Ebara,
2017) 42
Legenda: (GCPIl) glutamato carboxipeptidase Il; (FPGS) folilpoli-gama-
glutamato sintetase; (GGH) gama-glutamil hidrolase; (PCFT) transportador de
folato acoplado a protons; (MRP) proteina associada a resisténcia a multiplas
drogas; (RFC) portador de folato; (FRs) receptores de folato.

Apos a absorcgao do folato pela circulagéo portal, principalmente na forma

de monoglutamato, parte dele pode ser metabolizado a derivados do
poliglutamato. O folato intracelular € convertido em poliglutamato pela enzima
folilpoliglutamato sintase FPGS - ATP dependente. Esta é uma maneira de

aprisionamento metabdlico, que impede a perda celular de folato, por meio de
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transportadores de efluxo, uma vez que o poliglutamato € um substrato melhor
do que o monoglutamato para enzimas intracelulares dependentes de folato. O
poliglutamato é armazenado no figado e parte pode ser langcada a circulacéo. As
reservas normais de folato no organismo variam de 5 a 10 mg, dos quais

aproximadamente metade encontram-se no figado °:36.38,

Através de transportadores de alta e baixa afinidade, o folato é conduzido
do local de absorcéo para células da medula 6ssea, reticuldcitos, figado, fluido
cerebroespinhal e células tubulares renais. Esse processo ocorre contra um
gradiente de concentracdo, o que sugere ser um transporte ativo. Apés absorcéo
celular, a maior parte do monoglutamato é reduzida e metilada, aparecendo na
circulacdo, principalmente, na forma de 5-metil-THF. Essa forma é necesséria
para a remetilacdo da homocisteina a metionina e formacéo do THF, reacéo que
depende da coenzima metil-B12, da enzima MTR e da FAD %11, O folato é
excretado na urina e na bile em formas metabolicamente ativas e inativas. Parte
do folato secretado na bile pode ser reabsorvido no intestino, pela circulagéo

entero-hepatica 011,

No ciclo do folato, o THF recebe um grupamento metil da serina, na
presenca da enzima serina hidroxil-metiltransferase (SHMT) e da vitamina B6,
formando 5, 10 metileno-THF e glicina. Este pode ser usado na sintese de
timidina, sendo convertido a di-hidrofolato (DHF), que posteriormente sera
reduzido a THF pela di-hidrofolato redutase (DHFR). O 5, 10 metileno-THF pode
ainda ser convertido a 5,10-metenil-THF, 10-formil-THF e THF, pela acdo da
metilenotetra-hidrofolato redutase (MTHFR) - uma enzima citoplasmatica
trifuncional, também chamada de 5,10-metilenotetra-hidrofolato desidrogenase

ou 5,10-meteniltetra-hidrofolato ciclodrolase ou 10-formiltetra-hidrofolato sintase
10,11, 39

Ambas DHFR e MTHFD1 sdo enzimas dependentes de nicotinamida-
adenina difosfato (NADP*). A DHFR desempenha importante atividade na
conversédo do acido fdlico sintético a forma fisiologicamente ativa de folato, ao
reduzir acido félico para DHF e, desta maneira, permitir o uso dessa vitamina
pelas células 43. A MTHFD1 é essencial para a sintese do DNA, provendo 10-

formil-THF e 5,10-metileno-THF, para sintese de novo de purinas e timidalato



35

10.11,39 Na biossintese de acidos nucleicos, as coenzimas ligadas ao folato atuam
na transferéncia de unidades de carbono para sintese de metionina (metil, -
CHzs), doadora de grupos metil para metilagcdo do DNA 1°. Portanto, o folato pode
influenciar a metilacdo do DNA e, posteriormente, os padrées de expresséo de
genes. Em semelhanca, ha relatos de que intervencdes como a cirurgia bariatrica

possam modular os perfis de metilacdo, em diferentes tipos de tecidos 4.

2.4 Deficiéncia de Folato ap6s DGYR

A deficiéncia de folato afeta, aproximadamente, 38% dos pacientes
submetidos a DGYR 122627 Esta foi relatada em 11,4% e 6,4% dos pacientes
incluidos em estudo que avaliou os periodos de 1 més e 12 meses ap6s DGYR,
respectivamente “°. Os pacientes desse estudo foram suplementados com 200
mcg de acido folico. Por outro lado, alguns estudos nao relatam deficiéncia de
folato ap6s DGYR; entretanto, estes incluem a suplementacao pds-operatoria de
acido folico em quantidades maiores que 200 mcg.

Pesquisadores avaliaram a ocorréncia da deficiéncia de folato antes e
apos DGYR, porém o déficit deste micronutriente ainda se mostra variavel nao
sendo encontrado na presenca de suplementacéo 6.

Véarios marcadores tém sido utilizados para caracterizar a deficiéncia de
folato no organismo, como sua concentracdo no soro, plasma e nos eritrocitos,
ou com marcadores funcionais (homocisteina total e acido metilmalénico). A
concentracdo sérica de folato pode ser alterada pelo consumo alimentar nos dias
anteriores a coleta do sangue, por isso, tem sido recomendada a determinacéo
concomitante do folato eritrocitario, que é um indicador das concentracdes dessa

vitamina em médio prazo (cerca de trés meses) 4748,

Procedimentos que associam técnicas restritivas e disabsortivas, como a
DGYR, podem limitar a ingestdo, digestdo e absorcdo de vitaminas 22. Nesse
cenario, a deficiéncia de folato pode decorrer do consumo inadequado e
absorcado diminuida dessa vitamina, ou ainda do aumento de suas necessidades.
Adiciona-se que, atrofia gdastrica, acloridria e gastrectomia também estédo

associadas com ma absorcdo de folato °. Sinais de deficiéncia deste
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micronutriente incluem anemia megaloblastica, leucopenia, trombocitopenia,

glossite e elevados niveis de homocisteina %1

Em individuos com o TGI integro recomenda-se a ingestao diaria de 65 a
600 mcg de folato 3332, que deve ser preferencialmente obtido a partir da
alimentacdo. No entanto, em pacientes submetidos a cirurgia bariatrica justifica-
se a suplementacgdo nutricional, ao se desconhecer se a oferta de nutrientes é
plenamente aproveitada pelo organismo 4°°°, A Sociedade Brasileira de
Endocrinologia e Metabologia determinou recomendacfes para a profilaxia e
tratamento das deficiéncias de vitaminas mais comuns ap0s a cirurgia bariatrica,
das quais, aquelas referentes a suplementacdo de &cido félico estdo descritas
no Quadro 4 51,

Quadro 4. Principais recomendacdes diarias para a prevencéao e tratamento da
deficiéncia de acido folico apds cirurgia bariatrica

Vitamina Prevencao (oral) Tratamento (oral)
1.000 mcg até atingir niveis
400-800 mcg . ~
Folato normais e manutencao destes

800-1.000 mcg, para gestantes

com dose de prevencao

Fonte: American Association of Clinical Endocrinology 52

Em semelhanca a qualquer deficiéncia nutricional, a deficiéncia de folato
deve ser diagnosticada e corrigida precocemente, tanto no pré- quanto no pos-
operatoério de cirurgia bariatrica. O exame fisico nem sempre é suficiente para tal
diagnéstico, devendo sempre estar associado a exames laboratoriais. Os
protocolos de acompanhamento e intervencao nutricional devem ser realizados
durante a internacdo hospitalar e, apés a alta, na primeira ou segunda semana
e nos primeiro, segundo, terceiro, sexto, nono e décimo segundo meses pos-
operatorios. Apds 0s 12 meses, as revisdes podem ser anuais, exceto em
situacbes especiais, em que houver necessidade de maior frequéncia de

avaliacGes 2°.
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4. OBJETIVO

4.2 Objetivo primério

Avaliar a resposta transcriptomica a DGYR de genes envolvidos no
metabolismo intestinal de folato e sua associagdo com niveis dietéticos e

circulantes desse micronutriente, em mulheres obesas



Materiais e
métodos
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5. MATERIAS E METODOS

5.1 Local de execucéo do trabalho

O presente estudo foi conduzido no Laboratorio de Nutricdo e Cirurgia
Metabolica 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 Metabdlica do HC-FMUSP e o
Servigco de Endoscopia Gastrointestinal do HC-FMUSP.

5.2 Aspectos éticos

Este estudo foi realizado de acordo com as normas éticas da Declaragéo
de Helsinki. Seu protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital das
Clinicas - Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HC-FMUSP)
(CAPPesq1011/09), CONEP - Plataforma Brasil (19339913.0.0000.0068) e
registrado em www.ClinicalTrials.gov (NCT01251016). Todos o0s pacientes
selecionados assinaram Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, antes de

sua inclusao no estudo.

5.3 Casuistica

O presente estudo clinico, prospectivo e autocontrolado (pareado) faz
parte do estudo SURMetaGIT *?, estudo clinico que envolveu 20 mulheres
adultas (18-60 anos), obesas [indice de massa corporal (IMC) > 35 kg/m?],
recrutadas na Unidade de Cirurgia Bariatrica e Metabdlica do HC-FMUSP, entre
fevereiro de 2011 a dezembro de 2014. Foram critérios de exclusdo para as
participantes: infeccdo por Helicobacter pylori, uso de probidticos e/ou
prebidticos, diagnéstico de doencas da tireoide ou hepaticas; submisséo a outra
técnica cirdrgica bariatrica e participacéo atual ou recente em outro protocolo de
estudo intervencionista. No total, o SURMetaGIT 2 recrutou 507 pacientes, até
a obtencdo das 20 pacientes que se enquadravam nos critérios de inclusdo
descritos (Figura 5). O tamanho da amostra foi estimado baseado em testes
paramétricos (ANOVA) e nédo paramétrico (Wilcoxon signed-rank teste), que
calcularam uma amostra de 20 participantes, com poder de 80% para a deteccao
de efeitos teciduais e sistémicos da DGYR, e um valor alfa estimado de 0,05.

Dada a elevada sensibilidade do método de microarray, uma amostra minima de
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7 pacientes tem poder de 80%, com nivel de significancia de 5%, para detectar
diferenca de 0,756 para o fold-change de expressdao génica, considerando
desvio padréo de 0,556, segundo teste de Wilcoxon.

— Triagem (N=507) |

-Identificacdo do uso de insulina

i+ -Participagio em outros protacolos intervencionistas
i 1 -N3o interesse na participagdo do estudo

H

-Homens
r---- -ldade ndo compativel
i -Contato indisponivel
- ) = " iy
. riagem riagem H g LI
Entrevista — H S e g !
ey {pesquisadora) {Cirurgiao) ! 484 inelegivels P
"
Registros T
hospitalares [ | Frantudrios
xames lab iais;
-Teste de DM2 negativo
-Disfuncdo na tiredide
-Identificago do uso de insulina -Disfuncdo hepatica
-Disfuncao na tiredide -Colecistectomia

-Presenga de hérnia abdominal
-Complicagdes clinicas
-N3o indicado para DGYR

20 selecionadas

Figura 5. Fluxo de selecdo de pacientes (Machado, 2018) 52

Legenda: N, numero de pacientes; DM2, diabetes mellitus tipo 2; DGYR,
derivacdo géastrica em Y de Roux. Quadros pontilhados indicam fatores de nédo
incluséo identificados ao longo do processo de triagem e selecdo

5.4 Acompanhamento clinico ambulatorial

Todas as pacientes foram acompanhadas no periodo pré-operatorio e,
mensalmente, até 90 dias da DGYR. Em cada consulta foram realizadas

algumas avaliac6es, como ilustrado na Figura 6, em ambos os periodos de
acompanhamento.
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Triagem
Coleta de Coleta de
bidpsias bidpsias
Avaliacdo da
indicacéo
cirdrgica Composicio Composicio
corporal DGYR corporal
A 4
3 meses
Coleta Coleta
de plasma de plasma

Selecao

Figura 6. Desenho do protocolo do estudo (Machado, 2018) 53

Legenda. Triagem: identificacdo do perfil das pacientes pela histéria clinica e
pelos exames laboratoriais; Avaliacdo da indicacdo cirdrgica: avaliacao clinica
do cirurgido em consulta ambulatorial e discuss@o da indicagao cirdrgica pela
equipe da divisdo de cirurgia bariatrica e metabdlica do HC-FMUSP; Selecéao:
selec@o das pacientes dentro do perfil determinado pelos critérios inclusdo e
assinatura do TCLE; Composicéao corporal: afericdo de medidas antropométricas
e avaliacdo de consumo alimentar; Coleta de plasma: coleta de plasma apds
jejum de 12 horas, com preparo de aliquotas e armazenamento em -80°C; Coleta
de bidpsias: coleta de biépsias por enteroscopia anterégrada de duplo baldo,
congelamento imediato em nitrogénio liquido e armazenamento em -80°C.
DGYR: intervencao cirlrgica.

As consultas para avaliacdo de composicdo corporal e consumo
alimentar, assim como as coletas de plasma e de bidpsias, foram repetidas apés

3 meses do procedimento cirdrgico.

5.5 Cirurgia bariatrica

Todas as pacientes foram submetidas a DGYR, por meio de laparotomia,
realizada na Unidade de Cirurgia Bariatrica e Metabolica (HC-FMUSP). A técnica
cirurgica realizada ndo contou com anel de silicone. Houve a reducéo do volume
do estdbmago, através da realizacdo de uma bolsa gastrica proximal com
aproximadamente 30 mL de capacidade, excluindo o resto do estdémago,
duodeno e jejuno proximal do fluxo de nutrientes. Conforme o presente protocolo,

0s tamanhos das alcas intestinais foram padronizados em cada uma das
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intervencgdes cirdrgicas; a alca biliopancreatica de 50-60 cm e alca alimentar de
100-120 cm *2,

5.6 Dados antropomeétricos

As medidas antropométricas do presente estudo foram aferidas no pré-
operatorio e poés-operatério de 3 meses de cirurgia. O peso atual (kg) foi
mensurado em balanca eletrénica para individuos obesos, com carga maxima
500 kg e divisao 100 gramas (Lucastec®, Brasil). Durante este procedimento, as
pacientes vestiram apenas roupas leves. A altura foi medida com auxilio de
estadibmetro (Sanny®, American Medical do Brasil), com a paciente em pé&, com
0s pés descalcos, calcanhares unidos, costas eretas e 0s bracgos estendidos ao
lado do corpo. Para o calculo do IMC foi utilizada a férmula: peso (kg)/altura (m)>.

5.7 Ingestédo alimentar

Para avaliacdo da ingestdo alimentar, as pacientes registraram seu
consumo alimentar durante 7 dias consecutivos (incluindo um final de semana),
no pré-operatorio e pos-operatério de 3 meses. A quantidade de alimento
consumido foi registrada em medidas caseiras (por exemplo, colheres, copos),
tomando-se como referéncia ilustracdes de um livro padronizado (“Consumo
alimentar: Visualizando Por¢des”) %4, que foi oferecido para todas as pacientes.
As pacientes anotaram na ficha de registro alimentar de 7 dias o nimero da foto

correspondente ao tamanho da por¢ao alimentar ingerida em cada refeicéo.

A quantidade de folato ingerida (mcg/d) foi calculada a partir dos dados
do registro alimentar de 7 dias, através do software brasileiro Virtual Nutri Plus®.
Para esse calculo, utilizaram-se as seguintes tabelas de composicao alimentar:

Tabela Brasileira de Composicédo de Alimentos (TACO) e Sénia Tucunduva 5.

A ingestdo habitual de folato foi entdo calculada pelo método Multiple
Source Method (MSM), na plataforma desenvolvida pelo Departamento de
Epidemiologia do Instituto Alemdo de Nutricdo Humana Potsdam-Rehbrtcke
(DIfE)© 2008-2021Verséo 1.0.1 online. Este método é caracterizado por uma
técnica que estima a probabilidade de ingestdo individual de cada nutriente,
seguido do célculo da ingestdo habitual individual de cada um desses nutrientes

nos dias de consumo e, por fim, multiplicado os valores obtidos nos passos
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anteriores para obter a ingestao diaria habitual reduzindo as variacoes inter e
intraindividuais 6. Além disso, foi aplicada a técnica de ajustamento de energia

(regresséo linear), favorecendo a acuracia do método 57-%°,

Por fim, o calculo de adequacdo do consumo de folato foi baseada na
necessidade média estimada (Estimated Average Requirements - EAR) da
Ingestéo Dietética de Referéncia (Dietary Reference Intakes - DRIs) para o folato
(mulheres: 320 mcg por dia) %061, Destaca-se que néo foi prescrita ou orientada
uma dieta especifica em nenhum dos periodos de acompanhamento, foram
avaliados apenas os habitos alimentares das pacientes, incluindo o consumo de

suplementos alimentares prescritos pela equipe médica.
5.8 Obtencdo das amostras

5.8.1 Plasma

Nos periodos pré-operatorio (n = 17) e pds-operatorio de 3 meses (n =
16), amostras de sangue periférico foram coletadas por enfermeira treinada, sob
condi¢Bes de jejum (12 horas) e com o auxilio de tubos de coleta tratados com
acido etilenodiaminotetracético (EDTA). Imediatamente apés a coleta e, o
plasma foi obtido por centrifugacdo (Eppendorf® 5804R) - 2.800 rpm 10 min,
4°C. O plasma sobrenadante foi transferido para microtubos, em pequenas
aliquotas, e mantido em -80°C até a analise. A analise quantitativa de folato foi
realizada por Eletroguimioluminescéncia (ECLIA) 62, em laboratério clinico
especializado (Salomao Zoppi Diagnosticos) e de acordo com as instru¢cées do

fabricante ©3.

5.8.2 Biopsias Intestinais

Exame de enteroscopia de duplo baldo (EDB) foi realizado no Servico de
Endoscopia Gastrointestinal (HC-FMUSP), cerca de duas semanas antes e 3
meses depois da DGYR. As pacientes compareceram em jejum de 12 horas e
se abstiveram do uso de drogas orais durante 3 a 5 dias antes do procedimento,
para evitar qualquer impacto dos medicamentos orais na expressao génica no
intestino. Durante o exame, foram coletadas bidpsias de mucosa intestinal do
duodeno, jejuno e ileo (aproximadamente 15-20 mg de cada segmento) e estas

foram imediatamente armazenadas em nitrogénio liquido. No exame pré-
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operatorio, os locais de coleta das bidpsias gastrointestinais, foram marcados
por tinta nanquim SPOT®, o que permitiu coletar bidpsias préximas a esses

mesmos locais nos exames pos-operatérios (Figura 7).

Figura 7. Marcagcdo da mucosa intestinal com tinta nanquim (seta vermelha)

durante o exame pré-operatorio

5.9 Andlise do Transcriptoma

As bidpsias intestinais foram submetidas a extragéo e purificagdo do RNA
total, com uso do Kit RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen™, USA) e de acordo com as
instrucdes de seu fabricante. A concentracdo de RNA total foi obtida pela leitura
da absorbancia nos comprimentos de onda de 260 e 280 nM, em
espectofotbmetro  NanoDrop (ND-1000™  Spectophotometer, NanoDrop
Technologies, USA), sendo a pureza avaliada pela razdo 260/280. Foram
consideradas amostras de pureza adequada quando os valores dessa razao se
situavam entre 1,8 e 2,1. A andlise de integridade do RNA foi averiguada por
meio de aparelho de eletroforese, Bionalyzer (Model 2100; Agilent Technologies,
CA, USA), que detecta biomoléculas pela fluorescéncia induzida pelo laser. A
imagem de um eletroferograma foi gerada e a qualidade das amostras foi
identificada pelo valor de RIN (RNA Integrity Number), o qual varia de 0 a 10 em

ordem crescente de integridade.
5.9.1 Andlise transcriptoma por Microarray

A expresséo de genes relacionados a via do metabolismo intestinal de
folato foi avaliada pelo método de microarray, utilizando-se o Human Gene Chip
1.0 ST Array (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA), de acordo com as orientagdes
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do fabricante. Somente as amostras com quantidade de RNA (> 100 ng/uL) e
qualidade adequada de RNA (RNA Integrity Number - RIN = 7) para biépsias pré
e pos-operatorias pareadas (da mesma paciente) foram incluidas na andlise de

microarray.

5.9.2 Andlise transcriptoma alvo por RT-gPCR

A fim de possibilitar a validagéo dos dados de transcriptdmica, realizou-se
a técnica de reacdo em cadeia de polimerase quantitativa (RT-gPCR). Para tal,
sintese e purificacdo de DNA complementar (cDNA) foram obtidas a partir de 1
micrograma das amostras de RNA previamente processadas, utilizando o kit
comercial High Capacity cDNA Reverse Transcription™ Kits com inibidor de
RNase (Applied Biosystems, USA).

O uso de gene enddgeno como forma de controle em reacfes de RT-
gPCR € necessario para assegurar qualidade da analise, em nosso grupo
realizou-se estudo piloto no qual o gene Beta-actina (ACTB) foi selecionado
como mais adequado em comparacdo aos genes 18S, Glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) e beta 2 mioglobulina (B2M) 64,

Os genes diferencialmente expressos (DEGS) relacionados as vias do
metabolismo (transporte e sintese) do folato identificados pela anélise global de
microarray, ap0s a correcdo para taxa de descoberta falsa (FDR), foram
identificados usando o método de produtos de classificacdo (RP) (p <0,05) e
foram avaliados por RT-gPCR em duplicada biolégica, utilizando ensaios
Tagman® (Applied Biosystems, USA), e sua leitura foi realizada no equipamento
7500 Fast™ Real-Time PCR (Life Technologies, USA).

Por utilizarmos ensaios Tagman® (Thermo Fisher Scientific) pré-
desenhados nédo foi necessério realizar customizagbes nas sequéncias dos
primers. Este sistema foi selecionado, por sua compatibilidade e melhor
reprodutibilidade em aparelho 7500 Fast™ Real-Time PCR.

Todos os genes avaliados no presente trabalho foram selecionados com
a classificacdo Best coverage, a cobertura de sequéncia descreve o numero
meédio de leituras que alinham bases de referéncia conhecidas. Em niveis mais

altos de cobertura, cada base é coberta por um nimero maior de leituras de
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sequéncias alinhadas, de modo que a chamada base pode ser feita com maior

grau de confianca.

O parametro Assay Location indica em que posi¢cdo no genoma a sonda
TagMan® estd desenhada, utilizando como parametro a sequéncia
correspondente na base de dados de verificacdo da sequéncia completa RefSeq

(Banco de dados NCBI Reference Sequence) [Apéndice 1].

A figura 8 ilustra as diferentes etapas realizadas para a execucdo das

andlises transcriptdbmicas do presente estudo.

Bidpsias intestinais obtidas do Extragdo e purificacdo
s . > Amostra de do RNA I
duodeno, jejuno eileo antes e 3 . . S o tota

meses apés a DGYR bipsia intestinal Kit Rneasy Plus Mini

Kit (Qiagen™, USA )

Dosagem da Andlise de expressao
quantidade de RNA génica (microarray)
Espectrofotometro Chip Human Gene
Nanodrop (Nucleic Chip 1.0 ST Array

Acid Quantification)

A

Validacdo dos genes por
técnica de RT-qPCR em

\4

Protocolo cDNA .| duplicada biolégica para
High Capacity cDNA “| genes diferencialmente
Reverse Transcription expressos (DEGS) na anlise

Kit de microarray

Figura 8. Fluxograma da Analise do Transcriptoma

5.10 Analises estatisticas

O presente estudo propde avaliar alteracdes transcriptbmicas intestinais
apo6s 3 meses da DGYR, para tal, foi comparada a expressdo génica nos
periodos pré e pos-operatorio da referida cirurgia. Em adicdo, realizou-se
comparacao das informagdes clinicas e bioquimicas das pacientes em ambos
periodos. Todos os resultados foram analisados em conjunto e submetidos aos
testes estatisticos pertinentes de acordo com a distribuicdo da amostra para

determinar adequadamente as alteracfes entre os periodos analisados.

Analises descritivas foram sumarizadas através de frequéncias, mediana

e intervalo interquartil (IQR). Para a comparacao de grupos, foi utilizado o teste
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t de student, para variaveis normais (teste de shapiro-wilk) e teste nao
paramétrico de Mann-Whitney, quando a hipotese de normalidade nao foi

identificada.

Para avaliacdo dos resultados de expressdo génica provenientes das
analises global e alvo, o fold-change (FC) foi aplicado para determinar as
alteracOes relativas e para descrever o tamanho do efeito e a direcao das
alteragbes dos genes. Esta medida é frequentemente usada em analise de
expressao génica, pois descreve a diferenca entre o valor final e o valor inicial
dividido pelo valor inicial. Esta formulacdo tem as seguintes classificacdes:
nenhuma mudanca quando FC for igual a zero, um aumento de 100% ¢ igual a
1 (positivo) e uma reducéo de 100% quando FC for igual a -1 (negativo) .

Para a comparacgao dos valores ART-gPCR no momento pré-operatorio e
apos 3 meses do procedimento foi utilizado o teste de Wilcoxon para medidas
pareadas. Comparacdes multiplas ajustadas pelo método de Bonferroni foram

aplicadas para comparar o FC observado nos trés sitios anatémicos estudados.

Para correlacdo dos dados de concentracdo plasmatica e consumo
alimentar de folato com as alteracdes na expressdo génica observadas no
presente estudo foi utilizada correlacdo de Spearman considerando o grau de
correlagdo muito forte (0,9-1,0), forte (0,7-0,9) ou moderadas (0,5-0,7) como

biologicamente relevantes ©°.

Todos os testes de hipéteses realizados foram bicaudais com valores-p
inferiores a 5% denotando significancia estatistica. As analises foram realizadas

com o auxilio do software Rstudio 1.3.959 (https://www.rstudio.com).
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6 RESULTADOS

6.1 Descri¢cdo da amostra

A amostra estudada foi composta por 20 pacientes, com idade mediana
de 46,5 anos e variacao de 33 a 59 anos. O IMC mediano foi de 46,4 (IQR 44-
48,6) no momento do procedimento cirdrgico, quando a maioria das pacientes
apresentava IMC acima de 45 Kg/m2. Ap6s 3 meses da DGYR, o percentual de
perda de peso mediano foi de 17,7% (variagdo:12,6%-22,9%) e a maioria das

pacientes (75%) apresentava IMC entre 35-44 Kg/m? (Tabela 1).

Tabela 1. Dados descritivos das 20 pacientes incluidas no estudo, avaliadas

antes e 3 meses apos derivacao gastrica em Y de Roux

Idade, mediana (IQR) 46,5 (43,0-52,0)
IMC pré-operatério, mediana (IQR) 46,4 (44,0-48,6)
35 — 39 Kg/m? 3 (15%)
40 — 44 Kg/m? 4 (20%)
> 45 Kg/m? 13 (65%)
IMC pés-operatério, mediana (IQR) 38,5 (36,3-40,6)
30 — 34 Kg/m? 4 (20%)
35 — 39 Kg/m? 8 (40%)
40 — 44 Kg/m? 7 (35%)
> 45 Kg/m? 1 (5%)
Perda de peso (%), mediana (IQR) 17,7 (16,5-18,7)

Legenda: IQR = intervalo interquartil; IMC = Indice de Massa Corporal; Kg=
quilogramas; m2 = metro quadrado.

6.2 Ingestéo de folato

O consumo dietético de folato diminuiu significativamente 3 meses apos
DGYR, em comparacdo ao periodo pré-operatério (p = 0,001), conforme pode
ser observado na Tabela 2. De acordo com o célculo de adequacdo de consumo
do folato, nenhuma paciente atingiu a necessidade média estimada (EAR) no
pré-operatorio e no pos-operatorio de 3 meses da DGYR, em ambos os periodos
de analise o consumo diario de folato foi abaixo dos 320 mcg recomendados na
EAR. Além disso, ndo houve registro de qualguer suplementacdo contendo
folato, que tivesse sido prescrita ou consumida pelas pacientes em ambos 0s

periodos estudados.
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Tabela 2. Consumo de folato no pré-operatorio e pés-operatério de 3 meses de

derivacdo gastrica em Y de Roux

Folato (ug) n Média Mediana  Minimo  Maximo  Valor p
Pré-Op 20 132,78 126,55 104,6 182 0.001
P6s-Op3m 20 89,21 76,55 8,6 166 ’

Legenda: Dados obtidos pela aplicacdo de registro alimentar de 7 dias (R7d).
Diferengas significativas encontram-se destacadas em negrito (teste de
Wilcoxon; p < 0,05). yg = micrograma; Pré-Op = pré-operatoério; P6s-Op 3 m =
pés-operatorio de 3 meses; n = numero amostral;

6.3 Concentracao plasmatica de folato
Conforme descrito na Tabela 3, no pds-operatorio de 3 meses de DGYR
observou-se reducédo significativa das concentracdes plasméaticas em jejum de

folato, quando comparado ao periodo pré-operatorio (p = 0,006).

Tabela 3. Concentragdo plasmatica de folato em condi¢bes de jejum, no pré-
operatorio e apos 3 meses da DGYR

Acido folico n Média Mediana Minimo  Maximo  Valorp
(ng/ml)
Pré-Op 17 14,78 13,40 8,99 30,20
6600 3 813 0,006
0s-Op3m 44 9,09 : 4,69 16,45

Legenda: Diferencas significativas encontram-se destacadas em negrito (teste
de Wilcoxon; p < 0,05). ng/ml = nanogramas por mililitro; Pré-Op = pré-operatorio;
P6s-Op 3m = pos-operatdrio 3 meses; n = nimero amostral.

6.4 Expresséo de genes intestinais

O sucesso da coleta de bidpsias pareadas (nos periodos pré e pos-
operatorios do mesmo paciente) de cada segmento intestinal foi de 85% (n = 17)
no duodeno, 100% (n = 20) no jejuno e de 90% (n = 18) no ileo. A partir dessas
bidopsias obtivemos RNA com qualidade adequada para as analises
transcriptbmicas globais em 14 amostras pareadas de duodeno, 16 do jejuno e
12 doileo. Os valores expressos em fold-change das analises global e alvo estéo
descritos na Tabela 4. Oito genes envolvidos na via do folato estiveram alterados
em diferentes regides intestinais, nas analises global (microarray) e alvo (RT-
gPCR). Na comparagdo poés-operatorio vs. pré-operatorio, observou-se
validacéo da expresséo de SLC19A1, SLC46A1, ABCC5, MTHFD1, MTHFD2 e
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TYMS no duodeno, SLC19A1, SLC46Al1, FOLR2 e ABCC5 no jejuno e
SLC19A1, SLC46A1, FOLR2, ABCC5 e MTHFDL1 no ileo. Os ensaios especificos

para os genes de interesse encontram-se descritos no Apéndice 1.

Tabela 4. Expressao global (microarray) e alvo (RT-gPCR) de genes envolvidos

na via do folato em tecidos intestinais

Gene Técnica Segmentos
o Duodeno  Jejuno fleo
= Microarray -0,42V1 -0,66¥t  -0,22V1
o
& SLC19AL RT-gPCR -0,30 V1 -196vt  -1,12V1
- i 1 vl vl
S Microarray -0,44V -0,76 -0,61
s SLCABAL RT-gPCR -1,47V1 207v1 1,24V
T Microarray -0,28 -0,41vt  -0,16V*
4 FOLR?2 RT-qPCR 1,96 1,092v1 1184
@ Microarray -0,27 V1 -0,18v*  -0,14\*
o ] ] )
ABCCS RT-gPCR -0,10v1 -1,03v1 1,22V
Microarray 0,331 0,28 0,36 %
MTHFD1 RT-gPCR 2,13v1 -0,80 0,16 V1
(] I
L ¢ Microarray 0,38v1 0,25 0,25
©
9 E MTHFD2 RT-gPCR 1,981 -0,63 -0,45
c 2 Microarray NA 0,20 0,31
[T ) )
§g  SHVT2 RT-qPCR 1,96 061 -0,32
Microarray 0,331 0,40 0,43
TYMS RT-gPCR 1,18V -0,64 NA

Legenda: valores expressos em fold-change (pré-operatério vs. pds-operatorio 3
meses); em negrito= alteracdes significativas na analise global e alvo; valor
negativo = diminuicdo da expressao génica; valor positivo = aumento da
expressdo génica; NA = ndo foi avaliado v1=genes que foram qualitativamente
validados

Os valores medianos e intervalo interquartil da expresséo alvo (ART-
gPCR) de genes envolvidos na via do folato em tecidos intestinais sugerem um
aumento significativo na expressdo mediana de MTHFD1 no duodeno,
acompanhada de redugdes significativas de FOLR2, SLC19A1 e SLC46A1 no
jejuno, e reducdo de MTHFD2 e SLC46A1 nas amostras do ileo (Figura 9), os

dados completos dos (ART-qPCR) estao disponiveis no Apéndice 2.
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Figura 9. Mapas de calor da expressdo génica basal e 3 meses apos o
procedimento (ART-qPCR)
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Legenda: Representagéo grafica, através de mapas de calor da expressao de ART-
gPCR antes e 3 meses apds o procedimento cirurgico, nas trés diferentes porcdes
intestinais estudadas. Amostras em cinza estavam ausentes na referida analise.
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As alteracdes transcriptomicas observadas sugerem que duas vias
principais do metabolismo do folato parecem ser afetadas pela DGYR: via do
transporte (ABCC5, FOLR2, SLC46A1 e SLC19A1) e via da biossintese de folato
(MTHFD1, MTHFD2, SHMT2 e TYMS).

O fold-change dos genes envolvidos na via da biossintese de folato diferiu
significativamente entre os trés sitios intestinais estudados. No duodeno, foi
possivel observar valores médios positivos para todos os genes envolvidos na
via de biossintese de folato, a despeito dos valores de fold-change negativos
observados nas amostras de jejuno e ileo. Notadamente o fold-change
observado nas amostras obtidas no duodeno impulsionou o resultado positivo
observado para o conjunto de genes relacionados a biossintese de folato (Tabela
5 e Figura 10).

Conforme descrito na Tabela 5, analises de fold-change do agrupamento
dos genes envolvidos em cada via mostraram uma sub-representacéo da via de
transporte intestinal de folato (-1,02 + 2,47), consoante com uma Ssuper-
representacdo da via de biossintese intestinal de folato (0,32 + 2.24) p < 0,001.
Além disso, a reducdo da expressao do conjunto de genes envolvidos na via do
transporte intestinal de folato ocorreu, principalmente, pela reducdo na
expressdo dos genes SLC46A1 e SLC19A1, embora sem significAncia

estatistica (Figura 10).

Tabela 5. Fold-change médio da expressao génica 3 meses apos a realizacéo

do procedimento

Via Fold-change Média (DP)

Via Transporte (agrupado) -1,02 £ 2,47
ABCC5 -0,79 + 1,89

FOLR2 -0,44 + 3,39

SLC46A1 -1,62 +2,31
SLC19A1 -1,18 £1,97

Via Biossintese (agrupado) 0,32 +2,24
MTHFD1 0,45+ 2,38
MTHFD2 0,28 £ 2,09

SHMT2 0,35+ 2,36

TYMS 0,20 + 2,20

Legenda: Dados expressos em média = desvio-padréo.
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Via de Biossintese Via de Transporte
“ |

" TYMS SHMT2 MTHFD2 MTHFD1 ' ' SLC19A1  SLC46A1 FOLR2 ABCC5 !
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(9]
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-1.62

Figura 10. Fold-change médio nas trés porcdes intestinais (duodeno, jejuno e
ileo), segundo cada gene envolvido nas vias de biossintese e transporte
intestinais de folato

6.5 Correlacbes

O Quadro 5 apresenta a matriz de correlacdes entre a concentracao
plasmatica de folato, consumo alimentar de folato e expressdo de genes
relacionados ao metabolismo intestinal de folato, nos trés segmentos intestinais.
A concentracao plasmética de folato e os genes FOLR2 e SHMT2 apresentaram
correlacdo inversamente proporcional nas amostras do duodeno.

Quadro 5. Matriz de correlacdo entre o fold-change nos segmentos intestinais

duodeno, jejuno e ileo com a concentracdo plasméatica e consumo alimentar de
folato

(@]

£ Folato 0 ~ g:' g:' 5' 8 N "
(0] (@) o O (e)] L L = s
e O - < — T T S

> Q Q 9 9 E E L -
3 Gene < %) %) S S n

o) Concentragéo 0,02 | -084% | 008 |-035 | -0,39 | -0,30 |-0,65* | -0,27
g plasmatica

o

8 Consumo alimentar -0,01 -0,07 -0,23 | -0,11 | -0,21 | -0,01 | -0,08 |-0,10
g C traca

3 oncentracao 050 | -0,16 |-0,15]| -0,27 | -0,37 | -0,27 | -0,38 |-0,33
g plasmatica
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Consumo alimentar 0,26 0,22 0,31 | 0,21 0,16 | 0,14 | 0,28 | 0,23
Concentragdo 015 | -042 |-007| 042 | - |-046| 021 | -
3 plasmatica
. Consumo alimentar 0,12 0,23 0,37 | 0,25 - 0,27 | 0,02 -

Legenda: #p<0,01, *p<0,05

O Quadro 6 resume os principais achados do presente estudo.

Quadro 6. Resumo das alteracdes transcriptdmicas envolvidas no metabolismo
intestinal do folato, de niveis dietéticos e plasmaticos desse micronutriente e das
correlacdes entre essas variaveis, observadas ap6s 3 meses de derivacdo

gastrica a Y de Roux

Variavel | Genes de Genes de Consumo Niveis Correlacdes
transporte | biossintese | alimentar | plasmaéticos (DEGSs)
Folato ! 1 ! ! FOLR2*
SHMT2*

Legenda. 1, aumento significativo; |, diminuigdo significativa. *Correlagcdo com
niveis plasmaticos de folato, moderada (Sperman) e inversamente proporcional.
DEGs: genes diferencialmente expressos
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7. DISCUSSAO

7.1 Da contribuicao cientifica

As mudancas anatémicas do TGl induzidas por DGYR modificam padrdes
dietéticos (a0 menos quantitativamente) e impdem novas condicdes fisioldgicas
de digestdo e absorcdo de alimentos. Essas mudancas estdo associadas as
deficiéncias nutricionais observadas, que constituem as complicagdes mais
comuns da DGYR ¢’. Resultados parciais do estudo clinico SURMetaGIT
revelaram alteracdes transcriptdmicas intestinais como contribuinte mecanicista
potencial para as deficiéncias nutricionais pos DGYR, ao impactar o
metabolismo intestinal de nutrientes e, possivelmente, seus niveis sistémicos
12,6869 Entretanto, alguns dos resultados transcriptdbmicos também sugerem
importante capacidade plastica do intestino para se adaptar as novas condicdes

fisiologicas a ele impostas e tentar minimizar as deple¢des nutricionais ©°.

Como parte do estudo SURMetaGIT 2, a presente pesquisa identificou
diminuicdo na expressao de genes que codificam transportadores intestinais de
folato e aumento na expressdo de genes relacionados a sua biossintese
intestinal, apés DGYR. Essas mudancas na expresséo génica foram observadas
em curto prazo da cirurgia e ocorreram em paralelo com a diminui¢cédo da ingestéao

e dos niveis plasmaticos de folato.

Até onde vai nosso conhecimento, o impacto da DGYR na expresséo de
genes envolvidos no metabolismo intestinal de folato ainda ndo havia sido
estudado em humanos. Nossos dados sugerem que a diminuicdo da expressao
de genes envolvidos no transporte intestinal de folato pode se somar a menor
area intestinal resultante do procedimento cirdrgico e acentuar sua caracteristica
mal absortiva, contribuindo para a deplecdo sistémica desse micronutriente.
Sugerem ainda um mecanismo transcriptomico de adaptacdo intestinal a
cirurgia, com o objetivo de compensar a menor ingestdo dietética de folato
imposta por seus procedimentos restritivos. Essa hipotese € apoiada pela
correlacdo inversa observada entre as concentracdes plasmaticas de folato e a

expressdo de SHMT2, envolvido na via de biossintese endégena dessa vitamina
70
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Nesse sentido, nossos dados reforcam a importancia da suplementacao
de folato em individuos candidatos a DGYR. Em paralelo, podem estimular o
desenho de novas terapias direcionadas ao intestino para evitar ou minimizar a

deficiéncia sistémica de folato nesses pacientes.

7.2 Dos métodos

Estudos disponiveis em humanos pouco exploram a biologia molecular de
tecidos-alvo nas deficiéncias nutricionais de vitaminas, como a B9, apdés cirurgias
bariatricas. A escassez de dados nesta area de pesquisa € justificada pelo
caracter invasivo da coleta de bidpsias intestinais. Além disso, as alteracdes
anatomicas decorrentes da DGYR dificultam o acesso ao local anatdmico para
biépsia. Portanto, um dos principais desafios técnico-cientificos enfrentado no
presente trabalho foi a coleta de bidpsias gastrointestinais. Para ultrapassa-lo,
optou-se pelo uso de endoscopia de duplo-baldo, por via oral, e desenhou-se um

protocolo de anestesia especifico para seu desenvolvimento.

A excelente experiéncia do Servico de Endoscopia Digestiva do HC-
FMUSP, reconhecida internacionalmente, foi decisiva para viabilizar a coleta de
biépsias intestinais antes e ap6s DGYR 7t. Nenhuma complicacéo foi relatada
apos os procedimentos de endoscopia de duplo-baldo. Entretanto, algumas
biépsias de duodeno (15%) e ileo (10%), ndo puderam ser coletadas em algum
dos periodos estudados. Além disso, apenas amostras pareadas no pré e pos-
operatério do mesmo paciente foram consideradas para as analises de
transcriptbmica intestinal. O desenho autocontrolado de analise, em que o
paciente é controle dele mesmo, € o ponto forte das analises transcriptébmicas,

mas também limita 0 nimero de bidpsias analisadas.

Em adic&o as perdas de bidpsias durante sua coleta e pareamento (pré-
operatorio e pos-operatorio do mesmo paciente), a técnica de microarray de
analise de expressao génica global exige alto grau de integridade do RNA, o que
pode implicar em perda de biépsias. No presente trabalho, o total de bidpsias
analisadas [duodeno (n=14), jejuno (n=16) e no ileo (h=12)] foi inferior ao numero
originalmente previsto (n = 20). Entretanto, dada a elevada sensibilidade do

método de microarray, a analise de uma amostra minima de 7 bidpsias pareadas
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foi capaz de identificar fold-changes de expressao intestinal com significancia de

5%, de acordo com célculo por teste de Wilcoxon.

As analises de microarray permitiram identificar alteracdo de mais de 4800
genes nos segmentos intestinais: duodeno (n = 1279), jejuno (n = 2126) e ileo (n
= 1463) %. Dentre os DEGs identificados, oito se relacionaram com as vias de
metabolismo intestinal do folato, o que sugere representatividade dessa via no
contexto da resposta transcriptbmica global do intestino a DGYR. O
agrupamento desses DEGs de acordo com sua funcdo destacou a sub-
representacdo da via de transporte e a super-representacdo da via de
biossintese intestinal de folato. As informacfes detalhadas dos oito genes
estudados encontram-se descritas na Tabela 6.

O presente estudo logrou validar os oito DEGs envolvidos no metabolismo
intestinal de folato, identificados pelo rastreamento transcriptdbmico intestinal
global, por analise alvo. Para isso, empregou a técnica de RT-gPCR,
extensamente adotada pela literatura cientifica em estudos de expresséo génica
2. Desacordos entre observacdes levantadas por microarray e RT-gPCR séo
comuns e alguns autores definem "validagdo" como um acordo quantitativo (grau
semelhante de mudanca) ou qualitativo (direcéo) entre ambas essas técnicas 2.
Com efeito, na presente pesquisa, alteracdes de expressao génica foram
consideradas biologicamente relevantes quando quantitativa ou qualitativamente

similares entre as técnicas.

Tabela 6. Caracteristicas dos oito genes relacionados as vias de metabolismo
intestinal do folato diferencialmente expressos no intestino de mulheres obesas
apos 3 meses de derivacdo gastrica em Y de Roux

Gene Funcéo
Transportador de folato e esta envolvido na regulacéo das
SLC19A1 . 54,74
concentracOes intracelulares de folato °*

Este gene codifica uma proteina transportadora de folato que
facilita 0 movimento de substratos de folato atraves das
membranas celulares, em ambientes de pH &cido. Esta proteina
também é expressa no cérebro e no plexo coroide onde
transporta folato para o sistema nervoso central. Esta proteina
também funciona como transportador em enterécitos duodenais
e potencialmente em outros tecidos como figado e rim. A sua

SLC46A1
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localizacdo na membrana apical ou no citoplasma das células
intestinais & modulada pelos niveis de ferro na dieta 647°

A proteina codificada por este gene é um membro da familia de
receptor do folato (FOLR). Os membros desta familia de genes
tém alta afinidade pelo folato e por varios derivados deste
nutriente reduzido e eles medeiam a entrega de 5-
metiltetrahidrofolato para o interior das células 7>76

FOLR2

A proteina codificada por este gene é membro da superfamilia
de transportadores de ligacdo ATP (ABC). As proteinas ABC
ABCC5 transportam véarias moléculas através de membranas extra e
intracelulares 77

Este gene codifica uma proteina que possui trés atividades
enziméaticas distintas, 5,10-metilenetetrahidrofolato
MTHFD1 desidrogenase, 5,10-metentiltetra-hidrofolato ciclo-hidrolase e
10-formiltetra-hidrofolato sintetase 39.78.7°

Este gene codifica uma enzima mitocondrial com atividades de
metilenotetrahidrofolato desidrogenase e meteniltetra-

MTHFD2 hidrofolato ciclo-hidrolase 8081
Este gene codifica a forma mitocondrial de uma enzima
dependente de fosfato de piridoxal (vitamina B6 ativa) que
SHMT2 catalisa a reacéo reversivel de serina e tetrahidrofolato em

glicina e 5,10-metileno tetrahidrofolato. O produto codificado é
principalmente responsavel pela sintese de glicina &

A timidilato sintase catalisa a metilacdo de desoxiuridilato em
desoxitimidato utilizando 5,10-metilenetetra-hidrofolato
TYMS (metileno-THF) como cofator. Esta funcdo mantém o pool de
dTMP (timidina-5-prime monofosfato) critico para replicacdo e
reparo de DNA 83
Legenda. em vermelho: genes com expressao significativamente diminuida apés
DGYR; em verde: genes com expressao significativamente aumentada apdés
DGYR

O presente estudo logrou ainda incluir alguns cuidados adicionais no
desenho de seu protocolo, que merecem ser destacados: 1. A interferéncia de
variaveis que reconhecidamente (infeccdo por H. pilory)®* ou potencialmente
(uso de probidticos) podem influenciar a expressao génica foi devidamente
neutralizada pelos critérios de excluséo; 2. o tamanho das alcas biliopancreética
e alimentar praticadas no ato cirargico foi padronizado, visto que variagdes em
seus tamanhos podem influenciar a perda de peso, absor¢cdo de nutrientes e

resposta metabdlica a DGYR 8-%7; 3. as amostras de sangue foram coletadas no
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mesmo periodo que a coleta de bidpsias, para realizar o adequado cruzamento
de dados; 4. realizou-se marcagdo com tinta nanquim nas regifes do intestino
em que foram praticadas as biopsias pré-operatérias, para que no pés-operatorio
as novas amostras fossem obtidas a partir de regides préximas; 5. as analises
de ingestéo de folato incluiram o método de ajustamento de energia (regressao
linear), para eliminar o tamanho corporal, atividade fisica, eficiéncia metabdlica
e balanco energético como fatores de confuséo, neutralizando potencialmente

sua interferéncia nas diferengas de ingestdo energética entre individuos °7-°.

7.3 Dos resultados

Deficiéncias nutricionais em individuos obesos podem acontecer mesmo
antes da cirurgia bariatrica 8. Cerca de 58% dos individuos obesos consomem
folato abaixo das recomendacdes da EAR (320mcg/dia). Relata-se que a
deficiéncia pré-operatéria de folato pode ocorrer em 1 a 32% dos individuos
candidatos a cirurgia bariatrica. Essas observacdes corroboram com o padréao
dietético identificado no presente estudo, de consumo habitual médio de folato
de 132,78 mcg/dia no periodo pré-operatorio. No periodo pdés-operatério, a
reducdo de tamanho da camara gastrica pode agravar déficits prévios ou gerar
novos déficits de folato. Em concordancia, no presente estudo, a deficiente
ingestdo de folato observada no pré-operatorio foi agravada em curto prazo (3
meses) pos-DGYR, onde se observou ingestdo média de 89,21 mcg/dia dessa

vitamina.

As observacdes acima descritas sugerem que concentracdes circulantes
deficientes de folato, frequentemente observadas ap6s DGYR, advenham, ao
menos em parte, de sua baixa ingestdo pré- e pés-operatéria >*. Entretanto, apos
DGYR, os nutrientes ingeridos sédo desviados de grande parte do estdmago,
duodeno e jejuno proximal 8°. A anastomose da alca biliopancreatica com o
jejuno permite o escoamento de metabdlitos, como acidos biliares e secrecdes
pancreaticas, que se misturam aos nutrientes ingeridos no jejuno (canal comum).
Essas alteragbes anatdmicas reduzem a superficie intestinal que permanece em
contato com o alimento e a fisiologia digestiva natural do 6rgédo, o que pode
reduzir a absorcdo de nutrientes e também contribuir para a deficiéncia pos-

operatoria de folato.
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Resultados preliminares do estudo SURMetaGIT sugerem que, ao lado
de alteracOes restritivas e de mal absorcdo, alteracdes transcriptbmicas no
tecido intestinal induzidas por DGYR também podem influenciar o metabolismo
local de nutrientes e, potencialmente, seus niveis sistémicos. Por exemplo, em
um estudo, parte do SURMetaGIT, revelou diminuicdo da ingestado de acidos
graxos poli-insaturados apés DGYR, bem como de niveis plasmaticos dos acidos
graxos alfa-linolénico e eicosapentaenoico, da familia ©&mega-3 ©8
Curiosamente, essas alteracbes ocorreram em paralelo com a diminuicdo da
expressao intestinal de FADS1, que codifica uma enzima chave da biossintese
enddgena de acidos graxos poli-insaturados, incluindo o acido

eicosapentaenoico.

Em adicdo, alteracbes no metabolismo da cobalamina (vitamina B12)
também foram identificadas em estudo parte do SURMetaGIT. Observou-se que
a DGYR pode afetar diferentes genes envolvidos no metabolismo de cobalamina
e impactar suas concentracdes circulantes. Observou-se, como potencial
contribuinte, a reducéo do gene TCN1 (que codifica o transportador intestinal de
cobalamina). Em paralelo, a expressdo de CUBN (que codifica o receptor
intestinal de cobalamina) aumentou significativamente, sugerindo uma
reprogramacdo genética adaptativa do tecido intestinal, com o objetivo de

compensar o transporte intestinal prejudicado de B12 ©°,

Os resultados preliminares do metabolismo de cobalamina observados
em desmembramento do SURMetaGIT foram fisiologicamente similares aos
encontrados no presente estudo. Observou-se sub-representacdo de genes
envolvidos na via de transporte de folato, ao lado de super-representacao de
genes envolvidos na sua biossintese (potencial mecanismo compensatorio) apos
DGYR (vs. periodo pré-operatério). Ademais, a expressao dos genes FOLR2
(que codifica receptor de folato) e SHMT2 (que codifica proteina envolvida na
biossintese de folato) apresentou correlacdo inversamente proporcional com

concentracdes plasmaticas de folato.

Distinto do que ocorre para SMHT2, a correlacao inversa com FOLR2 por
nos observada parece nao fazer sentido bioldgico; contudo, em estudo parte do

SURMetaGIT envolvendo a cobalamina, a expressdao aumentada de seu
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receptor intestinal foi interpretada como um processo adaptativo compensatorio:
guanto menor a disponibilidade do nutriente, mais o intestino vai tentar capta-lo
ao aumentar a expressao de seus receptores. A mesma interpretacdo poderia
ser estendida para as observagfes do presente estudo. Digno de nota, o
metabolismo do folato e de cobalamina sdo similares e se cruzam, pois a
cobalamina € necessaria para a conversao do acido metiltetrahidrofolico (folato

inativo) em acido tetrahidrofélico (folato ativo) °.

A capacidade plastica celular e tecidual do intestino para se adaptar a
nova fisiologia que lhe € imposta pela técnica de DGYR € conhecida. Ocorre
mudanca na morfologia e funcdo intestinal: a presenca de nutrientes
parcialmente intactos no limen estimula o0 aumento da taxa de proliferacdo
celular, comprimento de vilosidades e profundidade de criptas; enquanto a
auséncia do contato com nutrientes causa efeito oposto. Assim, 0s segmentos
intestinais que permanecem em contato com o fluxo de nutrientes adaptam-se,
e modificam a arquitetura da mucosa entérica; enquanto 0s segmentos
desviados podem se atrofiar °1. O presente estudo corrobora, sendo o intestino
um oOrgdo altamente adaptavel, capaz de reprogramar seu fendtipo
transcriptébmico para compensar potenciais prejuizos na ingestéo e transporte de
folato, em resposta a alteracdo anatémica intestinal pela DGYR. Nesse sentido,
nossas observacdes sugerem que a capacidade plastica do intestino pode se

estender em nivel molecular.

O carater pioneiro do presente estudo limita a discussdo de seus
resultados, dada a auséncia de estudos similares para confrontar os dados
obtidos. Cabe, entretanto, chamar a atencéo ao significado clinico imediato de
nossos resultados: a possibilidade de existir um mecanismo molecular adicional
contribuinte para a deficiéncia pos-operatoria de folato. A deficiéncia de folato
estd associada a anemia, sinal comum observado apés DGYR. Segundo a
Sociedade Americana de Hematologia, 33% a 49% dos pacientes submetidos a
cirurgias bariatricas desenvolvem anemia até os 2 anos de pos-operatorio. Além
disso, a deficiéncia de folato foi identificada como uma das causas mais comuns

de anemia, ao lado da deficiéncia de vitamina B12 e ferro 24,
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Nesse cenario, a suplementacéo de folato em candidatos a DGYR deve
ser incentivada. Vargas-Ruiz et al. (2008)*¢ néo identificaram deficiéncia de
folato em nenhum paciente sob suplementacao pds-operatdria padronizada com
400 mcg de acido félico, antes e ap0s diversos periodos de acompanhamento
de DGYR. Um outro estudo recente identificou apenas deficiéncia pontual e
temporaria de folato (4%) apés 6 meses DGYR, durante um periodo de
acompanhamento que abrangeu o pré e pés-operatério de 4 anos °2. Nesse
estudo, os pacientes receberam a recomendacdo de utilizar suplemento
multivitaminico com 1 mg de acido fdlico, durante o primeiro ano pos-operatorio.
Essas observacdes sugerem que a suplementacédo de folato pode ser eficaz para

prevenir sua deficiéncia.
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8. CONCLUSAO

Nas condi¢cGes da presente pesquisa, foi possivel concluir que a DGYR
afetou precocemente a expressao de genes relacionados a via do metabolismo
intestinal do folato em mulheres obesas e essa alteragao se associou, a0 menos
parcialmente, com niveis circulantes desse micronutriente. Em conjunto, essas
alteracOes transcriptomicas intestinais sugerem: 1. diminuicdo do transporte
intestinal de folato, como mecanismo adicional para sua deficiéncia sistémica; 2.
aumento da sintese intestinal de folato, como potencial mecanismo molecular
compensatorio as deplecdes de ingestdo e transporte de folato induzidas por
DGYR.






9. ANEXOS

ANEXO A - Aprovacdo da Comisséo de Etica para Andlises de
Projetos de Pesquisas do Hospital das Clinicas da FMUSP
(CAPPesq)

i F Gt

APROVACAO

A Comiss@o de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de S&o Paulo, em sessdao de 23/02/2011, APROVOU as alteragoes
abaixo mencionado(s) no Protocolo de Pesquisa n° 1011/09, intitulado:
'ALTERAGOES 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: “Alferagdes na Expressdo Geénica do Tecido Gastrico,
Intestinal e Adiposo Visceral de Pacientes Diabéticos Tipo 2 Submetidos &
Gastroplastia Redutora a Y-Roux"
*Relatério de andamento

Comentdarios 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 inclus@o do tecido gdstrico na amosira, bem como TCLE com as alteragdes
grifadas.”

Pesquisador (a) Responsdavel: Dan Linetzky Waitzberg
Pesquisador (a) Executante: Priscila Campos Sala

CAPPesq, 24 de Fevereiro de 2011

My o)
PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO
Coordenador
Comiss&o de Etica para Andlise de

Projetos de Pesquisa - CAPPesq

Comiss#o de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP da Diretoria Clinica do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo Rua Ovidio Pires de Campos, 225, 5°
andar - CEP 05403 010 - S&o Paulo — SP Fone: 011 3069 6442 Fax: 011 3069 €492 e-mail.
cappesq@hcnet.usp.br



ANEXO B — Desmembramento do projeto tematico

re _USP - HOSPITAL DAS |
A\ CLINICAS DA FACULDADE DE W |
MEDICINA DA UNIVERSIDADE |

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ALTERACOES NA EXPRESSAO DE GENES GASTRICOS E INTESTINAIS EM
PACIENTES DIABETICOS TIPO 2 APOS GASTROPLASTIA REDUTORA A Y-ROUX

Pesquisador: Dan Linetzky Waitzberg

Area Temética: Genética Humana:
(Havera envio para o exterior de material genético ou qualquer material biol6gico
humano para obtengéo de material genético, salvo nos casos em que houver
cooperagdo com o Governo Brasileiro;);

Versédo: 5
CAAE: 19339913.0.0000.0068
Instituigdo Proponente: HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINADAUSP

Patrocinador Principal: HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINADA U S P
FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

DADOS DA NOTIFICAGAO

Tipo de Notificagdo: Outros

Detalhe: Desmembramento de projeto para tese de mestrado Beatriz
Justificativa: limo. Sr.

Data do Envio: 26/07/2017

Situagéo da Notificagéo: Parecer Consubstanciado Emitido

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.315.501

Apresentacgéo da Notificagédo: -
Trata-se de notificagéo para solicitar desmembramento de projeto j& aprovado.

Objetivo da Notificagéo:

Solicitar que o projeto de pesquisa j& aprovado por esta comisséo de pesquisa seja desmembrado em
subprojeto para fins de tese de mestrado, tendo como orientador responsével: Prof. Dan Linetzky Waitzberg
e a pesquisadora executante: Beatriz de Azevedo Muner Ferreira. A nova pesquisa sera intitulada "A
CONTRIBUICAO DAS MUDANGAS NA EXPRESSAO DE GENES

ENVOLVIDOS NO METABOLISMO DO FOLATO EM ADIGAO AO BAIXO CONSUMO ALIMENTAR

Enderego: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
| Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br

Pégina 01 de 02
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d and USP - HOSPITAL DAS

¢ CLINICAS DA FACULDADE DE GRErasg -
K. MEDICINA DA UNIVERSIDADE

Continuagao do Parecer: 2.315.501

NA DEFICIENCIA DESSE MICRONUTRIENTE APOS DERIVAGAO GASTRICA EM Y-ROUX".

Avaliagéo dos Riscos e Beneficios:

Né&o havera mudanga de riscos e beneficios pois o projeto néo sera modificado, apenas desmembrado em
subprojeto, de acordo com o pesquisador responsével.

Comentérios e Consideragdes sobre a Notificagéo:

Né&o foram apresentadas modificagdes no projeto.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacéao obrigatéria:

Foi apresentado carta afirmando que TCLE n&o sera modificado e que projeto sera desmembrado em
subprojeto de pesquisa.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacgées:

N&o pendéncias ou inadequagdes.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo

Outros CartaDesmembramentoBeatriz.pdf 26/07/2017 | Dan Linetzky Aceito
21:52:27 | Waitzberg

Outros ProjetoMestradoBeatriz.pdf 26/07/2017 |Dan Linetzky Aceito
21:52:42 | Waitzberg

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

SAO PAULO, O?de Outubro de 2017

, Assinado por:

ALFREDO JOSE MANSUR
(Coordenador)

Enderego: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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ANEXO C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

PULT I JLE HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
M EDICIN _A UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

ST
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

1-DADOS DE IDENTIFICA(}I'SO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

4 NOME s e s
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° :
DATA NASCIMENTO: ......./..... /...

ENDERECO oo S s B e S
BRIRIIO s s SIS

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :......oeeecce SEXO: MO F O

DATA NASCIMENTO.: ...../....0....

ENDERE OO - P e s g N e APTOs & s
B AIRRO: e e e e A S A S R A S O D A s s e e R S e P L
CER: s ns s TELEFONE: DDD (............ Yoo s susass s s e s

Il -DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA “Alteracdes na Expressdo Génica do Tecido Gastrico, Intestinal
e Adiposo Visceral de Pacientes Diabéticos Tipo 2 submetidos a Gastroplastia Redutora a Y-Roux.”
PESQUISADOR : Priscila Campos Sala
CARGO/FUN(;/EO: Nutricionista INSCRIC}AO CONSELHO REGIONAL N° CRN 3-21249
UNIDADE DO HCFMUSP: CIRURGIA DO APARELHO DIGESTIVO

2. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCOMINIMO O RISCO MEDIO X

RISCOBAIXO DO RISCOMAIOR O

3.DURAGAO DA PESQUISA : Aproximadamente 2 anos

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 expressdo
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 propositos, procedimentos, possiveis riscos ou desconfortos nela envolvidos, entre outras, para



que vocé possa avaliar sua possivel participacdo. Sua participacdo na pesquisa € voluntaria e a ndo
aceitacao deste convite ndo trara nenhum prejuizo a vocé.

2 - Descrigao dos procedimentos que serao utilizados e propositos, incluindo a identificacdo dos
procedimentos que sdo experimentais

Para participar desta pesquisa vocé devera se encaixar em alguns critérios de selecdo, 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 serdo 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 baldo é
considerada um exame seguro, muitas vezes solicitado para avaliacdo do padrao 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 express3o génica. A
possibilidade de ocorrer hemorragia (sangramento) durante esse procedimento € minima, pois 0s
fragmentos coletados restringem-se 3 camada mais superficial do tecido, chamada mucosa, onde a
vascularizacdo é peguena. O risco de hemorragia € maior quando se faz uso de medicamentos que
possam “afinar” o0 sangue, como, por exemplo, 0 acido acetil salicilico. Se vocé faz uso de algum
medicamento com esta finalidade seu médico devera suspendé-lo 7 dias antes da realizac3o de cada
enteroscopia, exceto se esse procedimento representar qualquer prejuizo a sua saude ou tratamento.
Nesse caso, vocé ndo participara do estudo. Durante a enteroscopia € necessario que vocé esteja em
jejum e, apds ela, vocé recebera uma formula nutricional liquida industrializada com sabor de baunilha.
Apos cada enteroscopia sera realizada uma coleta de sangue (por puncdo periférica da veia do
antebraco) para a dosagem de horménios. Além das enteroscopias e coletas de sangue, durante sua
cirurgia seu médico ira coletar um pequeno fragmento de tecido adiposo (aproximadamente 1 grama)
para andlise de expressdo génica. No periodo pré e pos operatorio (3 meses) vocé tera
acompanhamento nutricional para avaliac3o do seu consumo alimentar assim como para avaliacdo da
sua composicdo corporal. Durante esse acompanhamento nutricional vocé sera orientado(a) a coletar
urina de 24 horas e fezes para realizacdo de exames laboratoniais.

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
condicdo clinica. O exame de enteroscopia de duplo baldo é realizado frequentemente no Hospital das
Clinicas e ndo € muito demorado. Vocé podera sentir desconforto na puncdo da veia para o processo
sedativo intravenoso. Pode acontecer desconforto abdominal, decorrente da distensdo do intestino por
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injecdo de ar. No entanto, este desconforto sera diminuido pela propria sedacdo, por aspiracdo do ar
insuflado e pelo oferecimento de drogas como o “luftal” para romper as bolhas de ar e “buscopan” para
eventuais cdlicas. Durante a enteroscopia, a sedacdo utilizada sera monitorada por um anestesista que
utiliza sedativos e anestésicos de curta acdo, que mantém o paciente dormindo em tomo de 10 — 15
minutos. As coletas de sangue serdo feitas com agulha e seringa descartaveis, eliminando o risco de
contaminacdo. A picada pode causar desconforto e peguenos hematomas que ndo oferecem risco a
salde. A retirada de fragmento de tecido adiposo n3o representa risco a satde nem Ihe causara nenhum
desconforto, pois sera feita durante sua operacdo e, portanto, vocé estara sedado e inconsciente. Para
avaliacdo da composicdo corporal, os exames n3o sdo muito demorados, e ndo causam desconforto ou
dor.

4 — Beneficios que poderdo ser obtidos
NZo ha beneficio direto para o participante.

5 — Procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o individuo
N3o ha procedimentos alternativos.

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 dividas.

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, os pacientes deverdo entrar em contato com Dr Dan L. Waitzberg, através do
telefone: 3061-7459.

Se vocé tiver alguma consideraco ou dlvida 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: cappesa@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 Instituigao

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

3 — Direito de confidencialidade

As informacdes obtidas nesta pesquisa através de sua participacdo terdo acesso exclusivo a

profissionais da salde, e sem jamais revelar seu nome ou identidade.
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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 tera direito de saber os resultados dos seus exames individuais envolvidos na presente
pesquisa, bem como seus resultados parciais.
5 — Despesas e compensagoes

N&o ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e
consultas. Também n3o ha compensacdo financeira relacionada a sua participacdo. Se existir qualquer
despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa.
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 REACOES 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 informacdes que li ou que foram lidas
para mim, descrevendo o estudo "Alteracdes na Expressdo Génica do Tecido Gastrico, Intestinal e
Adiposo Visceral de Pacientes Diabéticos Tipo 2 submetidos a Gastroplastia Redutora a Y-Roux".

Declaro que, apos 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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Apéndice 1. Descricao da identificacdo e localizacdo do ensaio dos genes de

interesse relacionados a via do metabolismo intestinal do folato

Ensaio (ID) — . - Localizacéo
Thermolgiszler Simbolo Nome Codigo do ensz;;io
Hs00953344_ m1 SLC19A1 oolute Carrier 87amily 19 gp 1302
member 1
Hs00611081_m1 SLC4eal Solute Camier87amily 46 415555 449
- member 1
Hs01044732 g1l FOLR2 Folate receptor beta 2350 649
ATP binding cassette

Hs00981089_m1 ABCC5 subfamily C member 5 10057 632

Methylenetetrahydrofolate

dehydrogenase,
Hs01068263 MTHFD1 cyclohydrolase and 4522 1880
formyltetrahydrofolate
synthetase 1

Methylenetetrahydrofolate

dehydrogenase (NADP+
Hs00759197_s1 MTHFD2 dependent) 2, 10797 1419

methenyltetrahydrofolate

cyclohydrolase
Serine
Hs01059263 g1 SHMT2 hydroxymethyltransferase 6472 1300
2

Hs00426586_m1 TYMS Thymidylate synthetase 7298 342

Fonte: Thermo Fisher Scientific
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Apéndice 2. Valores medianos e intervalo interquartil (IQR) da expressao génica

ART-gPCR nas trés porcdes intestinais estudadas

n pré-operatorio pOs-operatorio P

Duodeno

ABCC5 13 0,90 (0,35-1,80) 0,39 (0,34-2,69) 0,177

FOLR2 13 1,22 (0,59-1,69) 1,13 (0,65-2,40) 0,381
MTHFD1 12 2,11 (0,64-2,96) 7,57 (3,72-19,1) 0,004
MTHFD2 12 4,88 (2,94-11,0) 15,6 (9,91-32,9) 0,072
SHMT2 12 21,3 (4,01-33,3) 26,8 (14,7-111) 0,114
SLC19A1 13 22,6 (19,0-41,2) 25,6 (9,39-72,3) 0,390
SLC46A1 13 46,8 (29,2-78,7) 20,7 (8,87-67,7) 0,355

TYMS 12 0,60 (0,35-1,05) 0,99 (0,35-4,85) 0,095

Jejuno

ABCC5 15 0,58 (0,30-0,81) 0,40 (0,13-0,63) 0,167

FOLR2 15 1,98 (0,88-2,79) 0,35 (0,25-0,93) 0,014
MTHFD1 15 5,53 (2,69-6,30) 4,09 (1,49-6,15) 0,166
MTHFD2 15 0,47 (0,22-0,85) 0,27 (0,22-0,59) 0,156
SHMT2 14 1,38 (0,74-1,96) 0,99 (0,49-1,54) 0,501
SLC19A1 16 5,71 (3,27-9,41) 1,50 (0,92-2,29) 0,016
SLC46A1 16 51,6 (16,4-88,9) 12,4 (6,86-23,4) 0,018

TYMS 12 0,56 (0,39-0,78) 0,43 (0,25-0,64) 0,733

lleo

ABCC5 13 0,59 (0,25-1,82) 0,38 (0,13-0,58) 0,076

FOLR2 12 2,62 (1,02-3,67) 1,63 (0,53-2,17) 0,088
MTHFD1 5 0,95 (0,81-1,07) 1,00 (0,85-1,30) 0,158
MTHFD2 9 0,47 (0,26-0,79) 0,31 (0,15-0,69) 0,010
SHMT2 9 0,92 (0,45-0,99) 0,62 (0,28-0,99) 0,756
SLC19A1 14 24,2 (12,7-54,9) 10,7 (7,89-19,6) 0,037
SLC46A1 14 33,4 (18,6-48,0) 15,4 (7,24-34,6) 0,155

Nota: valores multiplicados por 10° (log2); Legenda: Em negrito= valor
significativo (p < 0,05); n = nimero amostral.
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Apéndice 3. Producéo cientifica do mestrado
Artigos publicados

o BAM Ferreira, P Sala, DC Fonseca, SB Heymsfield, DL Waitzberg. Gut
morphology and gene expression in obesity: Short review and perspectives.
Clinical Nutrition Experimental 20, 49-54

o DC Fonseca, P Sala, BAM Ferreira, J Reis, RS Torrinhas, | Bendavid.
Body weight control and energy expenditure. Clinical Nutrition Experimental 20,
55-59

o P Sala, RSM de Miranda Torrinhas, DC Fonseca, [...] BAM Ferreira [...]
et al. Intestinal expression of toll-like receptor gene changes early after gastric
bypass surgery and association with type 2 diabetes remission. Nutrition 79,
110885

Participacdo em congressos internacionais

o ESPEN CONGRESS 2021: B.D.A.M. Ferreira, D. Fonseca, P. Sala, N.
Machado, C. Cardinelli, A. Prudéncio, et al. Folate intake and the gut folate
transport gene are decreased after roux-en-y gastric bypass (RYGB) in severely
obese women. DOI:https://doi.org/10.1016/j.clnesp.2021.09.066

o ESPEN CONGRESS 2021: AP Prudencio, NM Machado, C Cardinelli,
BAM Ferreira, DC Fonseca, et al. Changes in tryptophan metabolism after
bariatric surgery. Clinical Nutrition ESPEN 46, S584-S585; 2021.

o ESPEN CONGRESS 2021: AP Prudencio, NM Machado, DC Fonseca,
BAM Ferreira, P Sala, et al. Indole-3-acetate is associated with improvements of
glycemic control biomarkers after bariatric surgery. Clinical Nutrition ESPEN 46,
S552

Participacdo em congressos nacionais

o GANEPAO 2017 (19° F6rum Paulista de Pesquisa em nutri¢&o clinica
e experimental) — Tema livre: B.D.A.M. Ferreira, D. Fonseca, P. Sala. A
contribuicdo da reduzida expressdo de genes de transportadores de folato
(SLC19A1 e SLC46A1) em adicdo ao baixo consumo alimentar na deficiéncia
desse micronutriente ap6s DGYR.
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