DOI: 10.1590/0100-6991¢-20202394

Artigo Original

Modelo metabon6émico para avaliacao da regressao do diabetes
mellitus tipo 2 apés cirurgia bariatrica

Metabonomic model for the assessment of type 2 diabetes remission

after bariatric/metabolic surgery

Crarissa G NoronHA'; Ricarpo O Sitva?; Luciana T. SiQuEra®; FErnanDO SanTa-Cruz? ; Luca T Dompier®; TaTiane Priscita S. R. Luz?;
MarceLo Aucusto R. C. ALBuQUERQUE®; ALvaro A. B. Ferraz, TCBC-PE3

RESUMDO

Objetivo: avaliar as diferencas no perfil metabonémico de pacientes que atingiram remissao de diabetes mellitus tipo 2
(DM2) apos cirurgia bariatrica em relacdo aos que apresentaram manutencao ou recidiva dessa condigdo ap6s a cirurgia.
Métodos: Participaram do estudo 33 pacientes obesos diabéticos tipo 2, dos quais 22 tiveram remissao completa da
DM2 e 11 tiveram recidiva da DM2 ou nao apresentaram remissdo da doenca no pés-operatério. Amostras de sangue
foram coletadas para avaliacdo dos perfis metabondémicos séricos através de um estudo metabonémico baseado em
RMN de 'H. Resultados: o modelo metabonémico para avaliacdo da recidiva da diabetes apresentou uma acuracia
de 93,9%, sensibilidade de 81,8%, especificidade de 100%, valor preditivo positivo (VPP) igual a 100% e valor
preditivo negativo (VPN) igual a 91,7%. Conclusdo: a cirurgia bariatrica promove efeitos especificos na distribuicdo
dos metabdlitos de pacientes que atingiram remissdo de DM2, e essa nova distribuicdo pode ser avaliada através de um

modelo metabondémico.

Descritores: Cirurgia Bariatrica. Diabetes Mellitus Tipo 2. Obesidade. Metabolémica. Metabolismo.

INTRODUCAO

obesidade é uma doenca caracterizada pelo
AacUmqu crénico e excessivo de tecido adiposo
devido ao desequilibrio duradouro entre ingestao
e gasto energético, resultando frequentemente
em sérios prejuizos a saude, como disfuncdes da
atividade metabdlica e enddcrina e alteracdes
nutricionais'®. A obesidade tem sido apontada
como um dos maiores problemas de saude publica
em todo o mundo, com uma estimativa de que haja,
em 2025, aproximadamente 2,3 bilhdes de adultos
em sobrepeso e mais de 700 milhdes de obesos?.
Pesquisadores demonstram que uma perda
de peso equivalente por dieta, comparado a cirurgia
bariatrica, promove menos beneficios no controle
dos niveis glicémicos. Inclusive, ap6s a cirurgia, a
remissao da diabetes mellitus tipo 2 (DM2) pode
ser observada independente da perda de peso®”.

As atuais técnicas cirlrgicas metabdlicas/bariatricas
resultam em perda significativa e duradoura
de peso, bem como em importantes alteracoes
metabolicas’'®. O tratamento cirtrgico da obesidade
mostra-se superior em relacdo ao tratamento
medicamentoso no controle da glicemia, inclusive
tem se observado que a cirurgia bariatrica pode
retardar ou diminuir a progressao da nefropatia
diabética'" 2.

E um desafio para a comunidade
académica entender os mecanismos moleculares
envolvidos nos desfechos metabdlicos da cirurgia
bariatrica, especialmente a forte associacdo com a
remissao do DM2. A andlise de metabdlitos, através
da metabondmica, ajuda a entender diferentes
fendtipos e tem o potencial de diagnosticar doencas
metabdlicas, bem como avaliar sua gravidade,
monitorar sua progressao e resultados de tratamento
e prevenir'314,
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Por definicdo, a metabondmica é uma

medida quantitativa da resposta metabdlica
dinamica e multiparamétrica dos organismos vivos
as modificacbes fisiopatoldgicas ou genéticas’™.
Envolve a determinacao do perfil dinamico e tempo
dependente, dos metabdlitos dentro do organismo
e como eles se alteram em decorréncia de algum
processo biolégico’®. A metabondémica refere-se
ao perfil abrangente de metabdlitos presentes em
células, tecidos ou organismos inteiros. Sua funcao
tem carater multifacetado e envolve ferramentas
como a espectroscopia de ressonancia magnética
(RNM) e
multivariada, tais como analise de componentes
principais (PCA), (DA) e

regressao por minimos quadrado (PLS)".

nuclear formalismo de estatistica

analise discriminante

Técnicas de metabolizacdo ja sao utilizadas
para estudar as mudancas de metabolitos e vias
metabdlicas em pacientes com diabetes mellitus
tipo 2, no entanto, poucos estudos avaliaram
0 papel dos metabdlitos como prognéstico de
remissdo ou recidiva apds o tratamento cirdrgico da
obesidade em pacientes diabéticos. Neste estudo
piloto, foi levantada a hipdtese de que os pacientes
qgue atingiram remissao de DM2 apds cirurgia
bariadtrica apresentariam um perfil metabdlico
distinto daqueles que nao atingiram tal desfecho, e
gue essa diferenca poderia ser acessada através de
um modelo metabondmico. Sendo assim, o objetivo
do presente estudo foi avaliar as diferencas no perfil
metabondmico de pacientes que atingiram remissao
de DM2 apds cirurgia bariatrica em relacdo aos
gue apresentaram manutencdo ou recidiva dessa
condicao apds a cirurgia.

METODOS

Estudo transversal desenvolvido no
ambulatério de Cirurgia Geral do Hospital das
Clinicas e no Laboratdrio Central Analitica do

Departamento de Quimica Fundamental - UFPE.

Participaram do estudo 33 pacientes
obesos e diabéticos tipo 2 que
cirurgia bariatrica (Bypass gastrico em Y de Roux

realizaram

ou gastrectomia vertical), e, apdés 2 anos do
procedimento, atingiram remissao completa da
DM2 ou tiveram recidiva ou manutencdo da DM2
no poés-operatério. Foi definido como recidiva
de diabetes com pacientes que permaneciam
em uso de insulina ou com hemoglobina glicada
> que 7mg/dL. Foi definido como reganho de peso
patolégico o aumento de mais de 15% em relacao
ao peso minimo alcancado.

O projeto de pesquisa foi aprovado
pelo Comité de Etica da Universidade Federal de
Pernambuco, com CAAE 03919118.7.0000.8807.
Todos os participantes da pesquisa assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

As amostras de sangue foram coletadas
no Laboratério Central do Hospital das Clinicas da
UFPE, onde foram realizadas todas as determinacoes
de rotina. Amostras de soro de cada paciente foram
encaminhadas a Central Analitica do Departamento
de Quimica Fundamental da UFPE para a obtencao
dos espectros de RMN de "H.

Foi constituido um modelo de pesquisa
para investigar a regressao da diabetes mellitus 2
pos-cirurgia bariatrica:

- Grupo I: Pacientes que apresentaram
remissao do quadro de diabetes mellitus
apos intervencao cirdrgica;

- @rupo lI: Pacientes que nao apresentaram
remissao do quadro de diabetes mellitus
apos intervencao cirdrgica.

Foram utilizadas 33 amostras de

pacientes submetidos a
sendo 11 (33,3%) de pacientes com recidiva

cirurgia bariatrica,
para diabetes e 22, ndo. Desses, 5 (15,2%)
apresentaram simultaneamente reganho de massa
e recidiva do quadro de diabetes. Dai entao, foi
criado um modelo metabonémico, usando o

formalismo LDA (Linear Discriminants Analysis).
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O modelo foi validado por LOOCV (Leave-One-Out
Cross Validation), sendo os valores de acuracia,
sensibilidade, especificidade, VPN e VPN extraidos
da matriz de classificacdo apds validacdo cruzada. O
método de validacao cruzada dispensa um grupo de
teste, diminuindo o nUmero de analises.

As amostras foram preparadas usando 400
uL do soro de sangue e 200 plL de agua deuterada.
Os espectros de RMN de 1H foram obtidos usando
um espectrdbmetro de RMN de 9,0 T, operando a 400
MHz para o nucleo de TH. A sequéncia de pulsos
HPRESAT, que faz supressao do sinal da agua, e,
em seguida, a CPMG foi utilizada para a obtencao
dos espectros, usando os seguintes parametros:
janela espectral de 4.807 Hz, tempo de aquisicao
igual a 1,704 s, tempo de espera igual a 2 s, pulsos
de RF de 90° igual a 13.200 e 128 repeticoes. Os
espectros foram processados com line broadening
igual a 0,3 Hz e dividido em regides iguais a 0,04
ppm, no intervalo compreendido entre d 0,0 a 4,5
ppm. Foi excluida a regido apdés 4,5 ppm. As linhas
de base e as fases dos espectros foram corrigidas
manualmente. Cada espectro foi processado com
line broadening igual a 0,3 Hz e divididos em
regides de mesma largura iguais a 0,04 ppm (bins),
no intervalo compreendido entre d 0 a 4,5 ppm,
dando um total de 113 bins, utilizando o Software
MestReNova 12.0. Foram excluidas as regides apos
4,5 ppm, que contém o sinal da agua. As linhas
de base foram corrigidas automaticamente pelo
método de Polindbmio de Bernstein e as fases dos
espectros foram corrigidas manualmente.

Uma matriz foi construida com os dados
destes bins, onde os bins de cada amostra sao
convertidos em uma matriz linha (cada linha na
matriz representa uma amostra, ou seja, um
espectro), na qual os elementos sao preenchidos
com a integral do bin correspondente a cada coluna
(variaveis), resultando em uma matriz com 34 linhas
(33 das amostras mais a linha de classificacao) e 166

variaveis (113 dos bins mais as variaveis de classe),
que foi submetida ao tratamento quimiométrico de
analise estatistica multivariada.

A matriz de dados foi pré-processada
usando a normalizacao pela soma (Standard Normal
Variate - SNV) para realizacdo do formalismo LDA,
segundo a Equacao 1 abaixo. Este processamento
tem como finalidade minimizar qualquer tipo de erro,
tais como variacdo na concentracdo, erro associado
ao analista, etc. O pré-processamento impede que
amostras com erros sistematicos associados possam
ter uma maior relevancia na construcdo do modelo,
sem alterar a informacao contida na variavel, para
que, assim, as amostras possam ser comparadas
entre si. Para construcdo do modelo, utilizou-se
escores de cinco componentes principais, escolhidos
pelo método de selecdo de varidveis Lambda de
Wilks.

x=(Xi- X 7 )/s Equacao (1)

Onde x é a intensidade do sinal num
determinado  deslocamento quimico, x, é a
intensidade no espectro original (ou seja, a area de
integracao da variavel i), x ~ é a média de x para
aquela amostra e s é o desvio-padrdo de x na
amostra.

RESULTADO(S)

A amostra foi composta por 33 individuos,
sendo 3 homens (12%) e 30 mulheres (88%),
com idade média de 51 anos, entre os quais 22
atingiram remissao da DM2, e 11 apresentaram
recidiva ou manutencao de DM2 apds a cirurgia.
O IMC médio pré-operatério foi de 46,05Kg/m? e
0 pos-operatodrio foi de 31,3Kg/m?. Dentre aqueles
gue apresentaram recidiva da DM2, o valor médio
de HbA1c foi 7,45%, enquanto que entre os que
apresentaram remissdao de DM2, o valor médio foi
de 4,5% (Tabela 1).
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Para avaliacdo da recidiva da diabetes, A Figura 1 representa o espectro obtido
foram selecionadas 05 varidveis para a construcdo  através da 'H RMN apds os processamentos descritos
do modelo, que resultou nas duas funcbes nos Métodos.
discriminantes apresentadas nas equacdes abaixo:

FD1=- 699,999.d0’56 -257,11 6.d2’11 -378,566.
d, - 703,369.d, 4, + 778,530.d, , - 247,463

FD2=581,654.d,., - 212,437.d,,, -319,460.  Figura 1. Espectro de 1H RMN obtido apds processamento
d, ;- 602,170.d, ., + 627,283.d, , - 186,909 manual.

A Figura 2 apresenta o grafico dos valores

Onde, FD1 e FD2 sdo as funcdes preditos pelo modelo metabonémico versus os
discriminantes para classificar uma amostra  valores observados para cada amostra (O = Remissao;
nos grupos recidiva ou nao de diabetes, 1 =Recidiva).
respectivamente. A Tabela 2 apresenta a matriz
de classificacdo, apos validacdo cruzada, para o
diagndstico de recidiva da diabetes.

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

Figura 2. Valores preditos x valores observados (Linear
Discriminants Analysis).

Tabela 1. Dados antropométricos e laboratoriais dos pacientes nos periodos pré e pos-operatorio.

Variavel Minimo Maximo Média Desvio-padrao
IMC pré-op. (Kg/m?) 35,1 70 46,05 6,76
IMC pds-op. (Kg/m?) 18 44,3 31,3 5,71
HbA1c (%) Recidiva DM2 5,5 10,5 7,45 1,24
HbA1c (%) Sem Recidiva DM2 4 6 4,5 0,53

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

Diagnoéstico clinico

Recidiva Remissao
MM 1 Recidiva 9 0
Remissao 2 22

O modelo apresentou uma acuracia de 93,9% (31/33), sensibilidade de 81,8%, especificidade de 100%, valor preditivo
positivo (VPP) igual a 100% e valor preditivo negativo (VPN) iqual a 91,7%. Foi realizado o teste F de Fischer para investigar se
o0 modelo tem significancia estatistica. Foram utilizados 5 e 27 graus de liberdade, resultando em F5,27 = 12,48 (p < 0.001).
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DISCUSSAO

Ha uma necessidade latente de identificar
métodos que tenham valor prognoéstico para
remissao de diabetes em pacientes que serao
submetidos a cirurgia bariatrica, como uma forma
de triar aqueles pacientes que apresentarao
remissao ou nao apos a cirurgia.

E sabido que fatores como idade, tempo
do diagndstico de diabetes, sexo, indice de massa
corporal, hemoglobina glicosilada A1c e valor do
peptideo C em jejum sao fatores individuais de
progndstico para o tratamento da diabetes’®.

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

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

Estudo anterior aponta que o impacto
metabolico da cirurgia bariatrica poderia ser acessado
via metabondémica, demonstrando os efeitos cirtirgicos
sobre diversos componentes e vias bioquimicas
do organismo, apesar de o0 exato mecanismo
fisiopatoldgico nao estar completamente elucidado®.

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

Mesmo com a atual falta de consenso e a
necessidade de maior investigacao, alguns grupos
de metabdlitos se destacaram, mostrando maior
importancia no processo fisiopatolégico®. Um
dos maiores grupos a sofrer alteracbes é o dos
aminoacidos, os niveis de BCAA, por exemplo,
foram correlacionados com resisténcia insulinica
no poés-operatorio?®?’.  Além dos aminodcidos,
o metabolismo lipidico se mostrou alterado,
principalmente relacionado aos niveis de acidos
graxos, triglicerideos, LDL, HDL**22. Qutro fator
importante é a modulacdo da microbiota intestinal,
bacteroides e firmicutes, cujos niveis no pos-
operatério mostram ligacdo com a perda de peso e
remissao DM220:23,

Em pacientes diabéticos, acredita-se que
a remissao da DM2 ocorra independentemente
da perda de peso*, e as aplicacbes recentes
da metabonémica nessa darea possibilitaram a
descoberta de marcadores de fisiopatologia,
prognostico e fatores de risco da doenca?>.

Nesses casos, o perfil metabdlico por 1H
RNM mostrou alteracdes no metabolismo basal
associadas a homeostase energética apds cirurgia
bariatrica, com diminuicao da glicose e aumento de
acetato e lactato, diminuicdo de BCAA e alteracdes
no metabolismo lipidico??’.

No nosso estudo, pudemos observar que
a remissao da DM2 ocorreu de forma independente
da perda de peso. Mesmo em pacientes com
reganho de peso, houve remissao da diabetes
durante o periodo de acompanhamento. O modelo
para avaliar remissdo da diabetes apresentou
uma acuracia de 93,9% (31/33), sensibilidade de
81,8%, especificidade de 100%, valor preditivo
positivo (VPP) igual a 100% e valor preditivo
negativo (VPN) igual a 91,7%. Foi realizado o
teste F de Fischer para investigar se o modelo tem
significancia estatistica. Foram utilizados 5 e 27
graus de liberdade, resultando em F5,27=12,48

(p<0.001).
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Além disso, é preciso investigar as regides
espectrais importantes para a discriminacao, visando
identificar os metabdlitos. No entanto, o numero
de amostras ainda é muito reduzido no grupo onde
houve recidiva de diabetes, considerando que temos
11 amostras e cinco desses também apresentaram
reganho de massa. Nesse sentido, a investigacao de
possiveis metabolitos associados as discriminacoes
observadas devem ter inicio apenas quando esses
vieses na distribuicdo das amostras forem corrigidos,
aumentando, por exemplo, o numero de pacientes
avaliados.

Neste estudo piloto, foi possivel observar
gue pacientes submetidos a cirurgia bariatrica
que atingiram remissao da DM2 apresentam
um perfil metabon6émico distinto daqueles em
que nao foi atingida a remissdo. Esse dado é
importante pois abre espaco para futuros estudos,

ABSTRACT

gue busquem avaliar, de forma prospectiva, os
efeitos metabdlicos da cirurgia bariatrica. Uma
vez demonstrado um perfil metabonémico distinto
entre aqueles que atingiram e 0s que nao atingiram
a remissao da DM2, torna-se plausivel aprofundar-se
nas investigacbes, buscando identificar os
metabdlitos alterados e proceder com avaliacoes
pré-operatorias, objetivando tracar um perfil de

bons respondedores a cirurgia.

CONCLUSAO

Com os resultados deste estudo, os
autores concluem que a cirurgia bariatrica promove
efeitos especificos na distribuicdo dos metabdlitos
de pacientes que atingiram remissao de DM2, e que
essa nova distribuicao pode ser avaliada através de

modelos metabondmicos.

Purpose: To evaluate the differences in the metabonomic profile of patients who achieved remisison of Type 2 diabetes
mellitus (T2DM) after bariatric surgery in relation to those who presented maintenance or recurrence of this condition
after surgery. Methods: Thirthy-three patients with obesity and T2D were submitted to bariatric/metabolic surgery,
among which, 22 experienced complete remission of T2D, and 11 did not experience remission in the postoperative
period. Blood samples were taken in order to assess the serum profiles through a 1H NMR-based metabonomic studly.
Results: The metabonomic model for the assessment of T2D recurrence presented an accuracy of 93.9%, sensibility of
81.8%, specificity of 100%, positive predictive value of 100% and a negative predictive value of 91.7%. Conclusion:
bariatric surgery provide specific effects on the distribution of metabolites in those patients who achieved remission of
T2DM, and this new distribution can be assessed through a metabonomic model.

Headings: Bariatric Surgery. Diabetes Mellitus, Type 2. Obesity. Metabolomics. Metabolism.
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