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RESUMO - Racional: Mecanismos imunoldgicos e inflamatérios desempenham papel-chave no
desenvolvimento e progressdo do diabete melito tipo 2. Objetivo: Levantar a hipotese de que
alteragdes nos parametros imunoldgicos ocorrem apods operagdo duodenojejunal combinada
com interposi¢do ileal sem gastrectomia, e influenciam o metabolismo da insulina das células
beta. Métodos: Dezessete pacientes com diabete melito tipo 2 sob manejo clinico foram
submetidos a cirurgia e amostras de sangue foram coletadas antes e seis meses apo6s para
avaliacdo do perfil de soroldgico de citocinas pré-inflamatérias (IFN-y, TNF-o, IL-17A) e anti-
inflamatorias(IL-4, IL-10). Além disso, parametros antropométricos, glicemia e uso de insulina
foram avaliados em cada paciente. Resultados: Ndo ocorreram alteracdes no padrdo de
expressao de citocinas pré-inflamatorias observadas antes e depois da operagdo. Em contraste,
houve diminuicdo significativa na expressao de IL-10, que coincide com reducdo da dose diaria
de insulina, com o controle glicémico e reducdo do IMC dos pacientes. Apresentagdo precoce de
alimentos para o ileo pode ter induzido a producdo das incretinas tais como GLP-1 e PYY, que,
juntamente com o controle da glicemia, contribuiram para a perda de peso, remissdo do diabete
e 0 bom progndstico consequente cirlrgico. Além disso, o controle de sindrome metabdlica
foi responsavel pela reducdo da expressdo de IL-10 nestes doentes. Conclusdo: Baixo grau de
inflamacdo estava presente nesses pacientes no pds-operatério, certamente pelo adequado
controle glicémico e auséncia de obesidade, o que contribuiu para bom resultado cirurgico.

ABSTRACT - Background: Immunological and inflammatory mechanisms play a key role in the
development and progression of type 2 diabetes mellitus. Aim: To raise the hypothesis that
alterations in immunological parameters occur after duodenojejunal bypass surgery combined
with ileal interposition without gastrectomy, and influences the insulin metabolism of betacells.
Methods: Seventeen patients with type 2 diabetes mellitus under clinical management were
submitted to surgery and blood samples were collected before and six months after surgery for
evaluation of the serum profile of proinflammatory (IFN-y, TNF-a, [L-17A) and anti-inflammatory
cytokines (IL-4, IL-10). In addition, anthropometric measures, glucose levels and insulin use were
evaluated in each patient. Results: No changes in the expression pattern of proinflammatory
cytokines were observed before and after surgery. In contrast, there was a significant decrease in
IL-10 expression, which coincided with a reduction in the daily insulin dose, glycemic index, and
BMI of the patients. Early presentation of food to the ileum may have induced the production of
incretins such as GLP-1 and PYY which, together with glycemic control, contributed to weight loss,
diabetes remission and the consequent good surgical prognosis of these patients. In addition,
the control of metabolic syndrome was responsible for the reduction of IL-10 expression in these
patients. Conclusion: These findings suggest the presence of low-grade inflammation in these
patients during the postoperative period, certainly as a result of adequate glycemic control and
absence of obesity, contributing to a good outcome of surgery.

INTRODUCAO

absoluta de insulina, com consequente intolerancia a glicose. Atualmente,

a Organizacdo Mundial da Saude estima que cerca de 240 milh&es de
pessoas sejam diabéticas em todo o mundo e esse nimero podera aumentar até 2025
em mais de 50%, com 380 milhdes sofrendo dela™.

Mecanismos imunolégicos e inflamatérios desempenham papel significativo no
desenvolvimento e na progressdo do diabete melito tipo 2. Em seu trabalho Herder
et al. 2009, observaram que concentracoes elevadas de TGF -1 indicam risco elevado
para a progressdo do diabete tipo 2 e relataram que a inflamacéo subclinica leva a
resisténcia a insulina e a disfuncdo das célula beta pancreaticas'. Segundo Kopp et al.
2003, elevados niveis de proteina C reativa e IL-6, indicam inflamacao subclinica crénica
e estdo associados com a sindrome de resisténcia a insulina e doencas cardiovasculares'.
Sendo assim, a relacdo entre resisténcia insulinica e processo inflamatério é bidirecional,
ou seja, qualquer processo inflamatério cronico induz resisténcia insulinica, e esta, por
sua vez, acentua o processo inflamatorio®.

O tratamento da resisténcia insulinica inclui uma ampla variedade de opgdes,

Diabete melito é doenca cronica caracterizada por deficiéncia relativa ou
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como o tratamento clinico multidisciplinar com o objetivo de
perda ponderal, op¢Ses farmacoldgicas e técnicas operatdrias
bariatricas e metabdlicas'™ "8, Na transposicao ileal, ocorre a
interposicdo de um segmento do ileo distal para por¢ao mais
proximal do tubo digestério, podendo produzir saciedade
precoce e trazer beneficios no metabolismo glicidico e na
perda ponderal, provavelmente atribuida a interferéncia de
hormonios anorexigenos como o GLP-1e o PYY, demonstrando
ainda efeito incretinico, com maior sensibilidade a insulina a
curto e médio prazo®.

O emprego do tratamento cirdrgico com a exclusao
duodeno-jejunal associada ou ndo ainterposicdo de segmento
ileal tem demonstrado controle clinico dos pacientes com
diabete tipo 2 sem a necessidade do uso de insulina ou
hipoglicemiantes orais’>.

Na literatura ndo foram encontrados trabalhos que
avaliassem a expressdo de citocinas pro-inflamatérias (IFN-y,
TNF-a, IL-17A) e anti-inflamatoérias (IL-4, IL-10) no soro de
pacientes com diabete melito tipo 2 submetidos a cirurgia de
exclusdo duodenojejunal associada a interposicao ileal sem
ressecgdo gastrica.

O presente estudo levanta a hipdtese que apds ainterposicdo
de segmento ileal, possa ocorrer alteracdes nos parametros
imunoldgicos expressos pela producdo de citocinas no soro,
capazes de influenciar o metabolismo insulinico das células B.

METODOS

Foi realizado estudo prospectivo transversal pela Disciplina
de Cirurgia do Aparelho Digestivo e pela Disciplina de Imunologia
da Universidade Federal do Triangulo Mineiro, Uberaba, MG,
Brasil. Ele foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da mesma universidade (Protocolo n°1686). Além disso,
cada paciente recebeu, por escrito, um termo de consentimento
livre apos e esclarecimento. Os pacientes foram selecionados
de janeiro de 2009 a janeiro de 2010.

O experimento foi realizado em 17 pessoas adultas, de
21 a 60 anos, portadores de diabete melito tipo 2 e indice de
massa corporal (IMC) de 22 a 34 kg/m? sendo essa amostra
intencional, sem perdas ou exclusdes. Foram excluidos do
projeto individuos portadores de cardiopatias graves, de risco
cirdrgico elevado (ASA IV), diabéticos ha menos de trés anos e
pacientes que faziam uso de insulina ha pelo menos dois anos.

Todos os voluntarios foram submetidos a cirurgia de
exclusdo duodenojejunal com interposicdo do segmento ileal
e sem ressecgdo gastrica; constitui na interposicdo de um
segmentoileal de aproximadamente 100 cm, o qual é transposto
e anastomosado no duodeno a 2 cm do piloro e no jejuno a
70 cm do angulo duodenojejunal, excluindo dessa forma 100
c¢cm do segmento duodenojejunal (Figura 1).

As amostras de sangue foram coletadas de todos os
pacientes, no pré-operatério (24 h antes do procedimento
cirlrgico) e apds seis meses com jejum noturno de 12 h. O
sangue imediatamente coletado foi centrifugado a 5000 rpg e
o sobrenadante aspirado e acondicionados em tubos plasticos
de 1,5 ml estéril, sendo estocados a -70°C. Foi feita dosagem
de glicose dos pacientes com kits comerciais disponiveis pelo
método enziméatico-colorimétrico.

As citocinas IFN-y, TNF-q, IL-17A, IL-4 e IL-10 presentes
no soro foram dosadas pelo método Enzyme Linked Sorbent
Assay (ELISA), utilizando pares de anticorpos monoclonais
comerciais disponiveis.

Foram utilizadas placas de 96 pocos de alta afinidade
(Nunc-Dinamarca) recobertas com os anticorpos monoclonais
especificos para a captura da citocina a ser dosada. As fileiras um
e dois de cada placa foram adicionados 100 pl de citocina padrao
recombinante, sequindo dilui¢des seriadas 1:2 em solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS), contendo 2% de soro albumina
humana (BSA), a partir das concentragdes iniciais diluidas.

Anastomose
Duodeno-jejunal

Anastomose
ileo-jejunal -

&/f b

Anastomose
lleo-ileal

FIGURA 1 - Esquema da operagdo: exclusédo duodenojejunal
com interposicdo ileal sem gastrectomia

Os pocos correspondentes ao branco da rea¢do ndo
receberam citocinas ou soro. As outras fileiras, foram adicionados
100 pl/poco do soro contendo a citocina a ser dosada. As
placas foram incubadas a 4° C por 18 h e lavadas seis vezes
com solugdo contendo PBS-TWEEN 20 (PBS-T). A seqguir,
foram adicionados 100 pl/pogo do anticorpo anti-citocina a
ser dosada, marcada com biotina diluido 1:1.000 em PBS-BSA
1%. As placas foram incubadas por 2 h a 37° C e, novamente,
lavadas seis vezes em PBS-T.

Apds esta etapa, foram adicionados 100 pl/pogo de
estreptoavidina marcada com fosfatase alcalina, diluida 1:1.000
em PBS-BSA 1%. As placas foram incubadas por 1 h e lavadas
seis vezes com PBS-T, quando, entdo, foram adicionados 100
pl/poco de substrato dinitrofenil fosfato (DNP). Os resultados
foram determinados pela diferenca das absorbancias obtidas:
405 e 490 nm (Abs 405 - Abs 409), medidas em leitor automatico
de ELISA (Biorad 2550 Reader EIA). A concentragdo das citocinas
no soro foram determinadas a partir de regressdo linear com
as absorbancias obtidas na curva da molécula recombinante
e expressas em pg/ml.

Na analise estatistica os dados foram testados quanto
a normalidade utilizando o teste de Kolmogorov-Smirnov.
Para comparagdo de dados utilizou-se o teste t-Student para
dados paramétricos, e o teste de Wilcoxon para os dados nao
paramétricos. Para analisar a correlagdo entre dados foram
utilizados os coeficientes de Pearson e o de Spearman. Foram
consideradas estatisticamente significantes as diferencas com
p<0,05. Foram utilizados os softwares Microsoft Excel 2010,
GraphPad Prism 5.0 e SPSS 16.0.

RESULTADOS

Participaram deste estudo 17 pacientes com diagndstico
de diabete melito tipo 2, que faziam uso de insulina a pelo
menos dois anos e eram acompanhados no servico ambulatorial
do Hospital de Clinicas da UFTM. A idade minima foi de 34 e
maxima de 68 anos com média de 55,4 (+8,66) anos. Destes,
10 (58,8%) eram do sexo feminino e sete (41,2%) do masculino.

Quanto a massa corporal avaliou-se o IMC, sendo que:
dois (11,8%) dos pacientes apresentavam peso normal (com
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IMC entre 18-24,99); 10 (59%) estado de sobrepeso (IMC entre
25-29,99); e cinco (19,2%) obesidade grau | (IMC entre 30-34,99),
o valor médio do IMC foi de 29,52 (+2,91).

A glicemia no periodo pré-operatério encontrava-se
elevada em todos os pacientes, com valor médio de 207,65
(£55,3) mg/dl, (116,8 — 322,5 mg/dl) mesmo com o uso de
terapia insulinica associada, ou ndo, a hipoglicemiantes orais.
A quantidade média de insulina utilizada no pré-operatério por
esses pacientes erade 60,8 (£29,9) U, (27—150 U), demonstrando
a grande falta de regulagdo metabdlica mesmo com uso de
altas doses de insulina.

No painel de citocinas, realizado no pré-operatério,
nao foi possivel detectar niveis significantes de citocinas pro-
inflamatorias como IFN-y, TNF-q, IL-17A, havendo somente
resultados positivos esporadicos em pacientes isolados.
Entretanto foi notavel a expressdo de IL-10 nesses pacientes
durante esse periodo, 111,85 (£147,48) pg/ml. Ndo houve
expressao significativa de IL-4 no grupo estudado.

No acompanhamento pds—operatorio (seis meses apds o
procedimento cirdrgico) pode-se observar redugdo significativa
no IMC, comvalor médio de 27,32 (£3,46), p=0,0032. Esta perda
ponderal também foi acompanhada por queda importante na
glicemia de jejum, 135,7 (+32,75) mg/dl (76,6 — 196,9 mg/dl),
sendo ela estatisticamente significante (p<0,0001).

Além disso, houve reducdo nas doses diarias de insulina
utilizadas pelos pacientes, sendo que o valor médio passou a
ser11,8(x16,7) U, (0-44 U) (p<0,001); pode-se ainda ressaltar
que nove pacientes (53%) abandonaram o uso de terapia
insulinica nos primeiros seis meses, conseguindo manter
sua glicemia reduzida somente com dieta, aliada ou néo, a
hipoglicemiantes orais.

A andlise do perfil de citocinas no pds-operatério, ndo
mostrou presenca significativa de citocinas pro-inflamatérias
(IFN-y, TNF-o, IL-17A) e da IL-4. No entanto, foi observada queda
significativa no padrao de expressdo de IL-10 (11,62+32,26 pg/
ml, p=0,003) (Figura 2). Esta diminuigdo foi correlacionada com
decréscimo na dose de insulina utilizada por pacientes apés
no poés-operatorio (r=0,53 e p=0,06).
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FIGURA 2 - Média e desvio-padrao deinsulina (A) e IL-10 (B) no pré
e pos- operatorio de pacientes diabéticos submetidos
a exclusdo duodeno jejunal com interposicao ileal
sem gastrectomia: ambas apresentaram redugdes
significativas: A, p<0,001; B, p=0,006.

DISCUSSAO

A hiperglicemia crénica ocorre especificamente devido
ao aumento de proteinas glicadas, que podem estimular a
producdo de citocinas relacionadas as complicacdes em longo
prazo do diabete, tais como suscetibilidade aumentada de
infeccbes e cura prejudicada de lesdes’.

Citocinas pro-inflamatdrias como a IL-1B, IL-6 e TNF-a
tem sido descritas por diversos autores por desempenhar papel
critico na resisténcia a insulina e na patogénese do diabete
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melito tipo 22. Essas citocinas apresentam agdes citotoxicas,
citostaticas (inibicdo de sintese e secrecdo de insulina), ou
citocidal para ilhotas pancreaticas, induzindo a producdo de
oxido nitrico e juntamente com a proteina-C reativa, tém sido
descritas por induzirem processo inflamatério agudo®.

No presente estudo, ndo se observou expressao significativa
de citocinas pro-inflamatérias (TNF-q, IFN-y, IL-17A) no pré-
operatorio da operagdo metabdlica. No entanto, na avaliagdo
pré-operatéria, foi possivel observar que a expressao de IL-10,
a qual foi detectavel em 14 dos 17 pacientes, pode ter inibido
a expressao das citocinas pro-inflamatérias.

O fato dos pacientes estarem fazendo uso de insulina a
mais de dois anos pode ter contribuindo para os altos niveis
da IL-10 no pré-operatorio, pois de acordo com Frankie et
al. 2004; a insulina tem efeito anti-inflamatorio por atuar no
controle glicémico de pacientes com diabete tipo 2°. Segundo
Geerlings et al. 2000, o aumento na expressdo da IL-10 foi
observado em pacientes com diabete que obtiveram adequado
controle metabdlico™.

A IL-10 é citocina que pode regular o padrdo Th, de
resposta imune celular, mas a atividade bioldgica dela parece
ser mais complexa e ha evidéncias de efeitos pro-inflamatorios™.
Choi et al. 2007, relataram em seu trabalho que individuos
que ndo apresentaram sindrome metabdlica tinham maiores
valores de IL-10, quando comparados com individuos com
sindrome metabolica*.

No pos-operatorio, seis meses apos, observou-se queda
significativa na expressao da IL-10, provavelmente pelo fato
da maioria dos pacientes ndo estarem mais fazendo uso da
insulina ou de hipoglicemiantes orais.

A cirurgia metabdlica realizada nos pacientes do presente
estudo apresentou resultados satisfatérios com melhora no
metabolismo glicidico e controle dos niveis de colesterol e
triglicerideos. No pds-operatoério nao foi observado expressao
significativa de citocinas pré-inflamatdrias e da anti-inflamatoria IL-4.

Esses resultados podem ser justificados pelo mecanismo do
intestino distal, que ativou a producao de GLP-1 e/ou peptideos
do intestino distal, promovendo a melhora no controle clinico
do diabete melito tipo 2.

Contudo, mais pesquisas sdo necessarias no intuito
de identificar novos marcadores inflamatérios que possam
interferir no metabolismo insulinico das células B antes e apds
a operacdo metabdlica, contribuindo assim para o tratamento
clinico e ou cirdrgico destes pacientes.

CONCLUSAO

Baixo grau de inflamacéo estava presente nesses pacientes
no pos-operatorio, certamente pelo adequado controle glicémico
e auséncia de obesidade, o que contribuiu para bom resultado
cirdrgico desses pacientes.
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