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SILVA, Daniela Aparecida, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, margo de
2024. Caracterizacao de neutrofilos e células natural killer em pacientes pré
e pos-operatorio de cirurgia bariatrica. Orientadora: Carla de Oliveira Barbosa
Rosa. Coorientadores: Bruna Fernandes Pinto, Leandro Licursi de Oliveira,
Helen Hermana Miranda Hermsdorff.

RESUMO

Introducao: A obesidade pode ser definida como um acumulo anormal ou excessivo de
tecido adiposo, sendo prejudicial a saude do individuo, caracterizada por uma
inflamacao crénica de baixo grau, na qual sdo evidenciados elevados niveis de
marcadores inflamatoérios. Neste sentido, a cirurgia bariatrica pode proporcionar uma
perda de peso significativa, melhora de parametros de saude e estd associado a um
baixo risco de complicagdes inerentes a patologia. No tecido adiposo de pacientes com
obesidade existe um grande numero de células imunes, como os neutréfilos, monécitos
e células natural killer (NK). Objetivos: Analisar e caracterizar os neutréfilos e células
natural Killer de individuos com obesidade grave pré e pds- cirurgia bariatrica Métodos:
Trata-se de um estudo transversal, realizado com pacientes no pré e pds-operatério de
cirurgia bariatrica atendidos no ambulatério da Equipe de Terapia Nutricional da
Obesidade Grave (ETNO) do Instituto Alfa de Gastroenterologia (IAG), no Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte, Brasil. O
estudo faz parte de um projeto maior intitulado “Caracterizacdo de marcadores da
imunidade inata e adaptativa para monitoramento e acompanhamento da evolugao
clinica em obesos no pré e pos-operatério de cirurgia bariatrica”. Foram realizadas
avaliagbes antropométricas, avaliagdo de células natural Killers e neutrofilos por
citometria de fluxo de pacientes no pré e pés- cirurgia bariatrica e um grupo controle,
com um nivel de IMC adequado. Foram utilizados os testes estatisticos de acordo com
a normalidade dos dados e adotado o nivel de significancia estatistica de 5%.
Resultados: Este estudo demonstrou que a maioria dos participantes eram do sexo
feminino (80,65%) com média de idade de 43 anos (24 - 59). Os pacientes do grupo
pds-operatdrio apresentaram, apés no minimo de 6 meses da cirurgia bariatrica, uma
perda média de 41 kg (22-63kg). O percentual de perda de excesso de peso foi de
67,56% (49,53-91,67%) e o IMC reduziu 10,41kg/m3, demonstrando assim um sucesso
no pos-operatério. Os resultados demonstraram menor expressao de CD282 no grupo
pré-bariatrico quando comparados com os grupos controle e pds-bariatrico. Foi possivel
observar, no grupo pré-bariatrico, correlagao significativa negativa entre a expressao de
IL-10 em neutrdfilos e peso (p=-0,8182/p=0,0038), IMC (p=-0,8424/p=0,0022), TMB (p=-
0,6485/p=0,0425), e HDL (p=-0,7538/p=0,0118). No grupo pds-bariatrico, correlagdo
significativa positiva entre a expressdao de IL-10 em neutréfilos e massa magra
(p=0,6099/p=0,0269), e negativa com massa gorda (p=-0,6099/p=0,0269) e menor
frequéncia de células Natural Killer. Conclusao: Neste estudo, de modo geral,
demonstramos evidéncias que o grupo pés-bariatrico possui a tendéncia de melhora na
recuperacdo dos parametros imunoldgicos expressos pelos neutréfilos quando
comparado aos individuos do grupo controle.

Palavras-chave: Obesidade; Inflamacéao; Células Natural Killer; Neutréfilos;
Citocinas; Cirurgia Bariatrica; IL-10.



SILVA, Daniela Aparecida, M.Sc., University Federal of Vicosa, march of 2024.
Characterization of neutrophils and natural killer cells in pre and
postoperative bariatric surgery patients associated with the inflammatory
index of the diet. Advisor: Carla de Oliveira Barbosa Rosa. Co-adviserss: Bruna
Fernandes Pinto, Leandro Licursi de Oliveira and Helen Hermana Miranda
Hermsdorff.

ABSTRACT

Introduction: Obesity can be defined as an abnormal or excessive accumulation of
adipose tissue, which is harmful to the individual's health, characterized by chronic low-
grade inflammation, in which high levels of inflammatory markers are evident. In this
sense, bariatric surgery can provide significant weight loss, improve health parameters
and is associated with a low risk of complications inherent to the pathology. In the
adipose tissue of patients with obesity there are a large number of immune cells, such
as neutrophils, monocytes and natural killer (NK) cells. Objectives: To analyze and
characterize neutrophils and natural killer cells in individuals with severe obesity before
and after bariatric surgery. Methods: This is a cross-sectional study, carried out with
patients in the pre- and post-operative period of bariatric surgery treated at the outpatient
clinic of the Health Team. Nutritional Therapy for Severe Obesity (ETNO) at the Alfa
Institute of Gastroenterology (IAG), at the Hospital das Clinicas of the Federal University
of Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte, Brazil. The study is part of a larger project
entitled “Characterization of markers of innate and adaptive immunity for monitoring and
monitoring the clinical evolution of obese people in the pre- and postoperative period of
bariatric surgery”. Anthropometric assessments were carried out, assessment of natural
killer cells and neutrophils by flow cytometry of patients before and after bariatric surgery
and a control group, with an adequate BMI level. Statistical tests were used according to
the normality of the data and a statistical significance level of 5% was adopted. Results:
This study demonstrated that the majority of participants were female (80.65%) with an
average age of 43 years (24 - 59). Patients in the postoperative group presented, after
at least 6 months of bariatric surgery, an average loss of 41 kg (22-63kg). The
percentage of excess weight loss was 67.56% (49.53-91.67%) and the BMI reduced by
10.41kg/m3, thus demonstrating post-operative success. The results demonstrated lower
expression of CD282 in the pre-bariatric group when compared to the control and post-
bariatric groups. It was possible to observe, in the pre-bariatric group, a significant
negative correlation between the expression of IL-10 in neutrophils and weight (p=-
0.8182/p=0.0038), BMI (p=-0.8424/p= 0.0022), BMR (p=-0.6485/p=0.0425), and HDL
(p=-0.7538/p=0.0118). In the post-bariatric group, a significant positive correlation
between the expression of IL-10 in neutrophils and lean mass (p=0.6099/p=0.0269), and
a negative correlation with fat mass (p=-0.6099/p= 0.0269) and lower frequency of
Natural Killer cells. Conclusion: In this study, in general, we demonstrated evidence that
the post-bariatric group has a tendency to improve the recovery of immunological
parameters expressed by neutrophils when compared to individuals in the control group.

Keywords: Obesity; Inflammation; Natural Killer Cells; Neutrophils; cytokines;
bariatric surgery; IL-10.
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1. INTRODUGAO

A obesidade pode ser definida como um acumulo anormal ou excessivo
de tecido adiposo, sendo prejudicial a saude do individuo, associada ao
desenvolvimento de comorbidades. No Brasil, dados do VIGITEL (Sistema de
Vigilancia de Fatores de Risco e Protegédo para Doengas Crdnicas por Inquérito
Telefénico) apontaram que aproximadamente 22,5% de individuos apresentam
obesidade, sendo maior indice entre a faixa etaria de 35 a 64 anos (BRASIL,
2021; WHO, 2013).

O aumento global da obesidade € atribuido a facil disponibilidade e
consumo de 'fast foods', 'junk food', alimentos ultraprocessados e bebidas
acucaradas, que sao ricos em calorias e pobres em nutrientes essenciais. Esta
dieta inadequada resulta em baixa ingestao de proteinas, fibras, vitaminas, zinco,
potéassio, magnésio e calcio, importantes para o metabolismo (STUCKLER et al.,
2012; MOHAPATRA et al., 2020). Devido as dificuldades na adesao a planos
alimentares e falhas na perda de peso, a cirurgia bariatrica se torna uma opc¢ao
valiosa para alcancar perda de peso significativa e melhorar a saude (JAMMAH,
2015).

O tecido adiposo visceral é reconhecido como um 6érgdo enddcrino
metabolicamente ativo que produz horménios e citocinas. A obesidade é agora
entendida como uma condicao caracterizada por inflamacao crénica de baixo
nivel, marcada por elevados e anormais niveis de indicadores inflamatérios como
proteina C reativa, TNF-a e IL-6, juntamente com um estado ativado de
leucécitos circulantes (ZHANG et al, 2018; MOHAPATRA et al, 2020), individuos
com obesidade contém um grande numero de células imunes, sendo elas, os
neutréfilos, macrofagos, células dendriticas, células natural Killer (NK) e linfocitos
que participam da resposta inflamatéria crénica (MOHAPATRA et al, 2020;
ELGAZAR-CARMON, 2008).

Contudo, apesar de importantes estudos demonstrando papel das
células e marcadores inflamatérios na obesidade, sdo escassos 0s registros
sobre a relacado de células NK e neutréfilos em pacientes com obesidade antes

e apos a cirurgia bariatrica. Neste sentido, o presente estudo propde preencher
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essas lacunas ao analisar e caracterizar os neutréfilos e células Natural Killer em
pacientes com obesidade grave pré e pds cirurgia bariatrica, avaliando o padrao
de citocinas anti-inflamatérias e pré-inflamatérias assim como sua correlagao

com os parametros clinicos e bioquimicos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cirurgia Bariatrica

A cirurgia bariatrica tornou-se um método bastante promissor para o
tratamento da obesidade, principalmente em pacientes que ndo conseguiram
sustentar de modo duradouro a perda de peso com orientagcdo médica, e quando
associada com modificacbes na dieta e no estilo de vida do paciente é
considerada um procedimento eficaz e seguro para auxiliar a perda de peso a
longo prazo (LEEMAN et al., 2020; JAMMAH, 2015; Bruno; Berger, 2020).

Desde 2019, as técnicas cirargicas mais comumente realizadas sao
gastrectomia vertical, banda gastrica ajustavel laparoscopica, derivagao
biliopancreéatica com switch duodenal (AFFINATI et al., 2019) e by-pass gastrico
em Y de Roux, que é considerado o “padrao ouro” no tratamento eficaz para a
obesidade (LEEMAN et al., 2020). Estes procedimentos cirurgicos podem ser
classificados como restritivos, disabsortivos ou uma combinacdo de ambos e,
independente da sua classificacdo, objetivam reduzir o volume gastrico
formando uma bolsa géastrica de 30 a 80 ml, proporcionando, consequentemente,
a reducao do consumo alimentar. O by-pass gastrico em Y de Roux constitui um
método restritivo por mudar o formato do 6rgao, formando uma pequena bolsa
gastrica ligada ao jejuno, causando ma absorcdo e ajudando no controle de
ingestao alimentar e na reducao do peso corporal (LABRECQUE et al., 2017;
DEBEDAT et al., 2019).

Com mudancga nos habitos alimentares e as altera¢des induzidas no trato
gastrointestinal, além da compreensdo dos mecanismos que promove a perda
de peso corporal pés-cirurgica, verificou a melhora das comorbidades por efeitos
pleiotropicos na fisiologia intestinal, sinalizacdo neuronal, secrecdo hormonal,
regulacdo lipidica, alteracbes do microbioma e captacdo de energia dos
alimentos (MIKA et al., 2022; AFFINATI et al., 2019).

13



As estratégias atuais para estratificar o peso corporal baseiam-se no
indice de massa corporal (IMC), que mede o0 peso corporal em quilogramas e
divide pela altura em metros ao quadrado. Segundo sua classificagdo, o IMC
entre 18,5-24,9 kg/m? é considerado como peso normal, entre 25,0 kg/m? a 29.9
kg/m3, como sobrepeso e IMC com valor = 30,0 kg/m? é considerado com
obesidade, e valores acima deste entram na classificacao de Obesidade grau |,
grau Il e grau Il (FORSYTHE, 2008; GADDE, 2018; WHO, 2013).

E importante ressaltar que as deficiéncias nutricionais em pacientes pés-
cirurgia bariatrica variam de acordo com o tipo de procedimento, por isso, as
diretrizes nutricionais recomendam que os pacientes bariatricos fagcam a
utilizacado diaria de suplementos com vitaminas e minerais durante toda a vida e
facam uma ingestao minima de proteinas de aproximadamente 90 g/d e além da
necessidade de suplementacdo de acordo com exames laboratoriais. Além
disso, realizar acompanhamento médico periédico multidisciplinar com
monitoramento do estado nutricional, psicolégico e social também é
recomendado (LEEMAN et al., 2020; ABESO, 2016; MOHAPATRA et al., 2019).

2.2 Obesidade e Inflamacao

A obesidade € uma doenca de etiologia multifatorial que resulta da
complexa influéncia entre fatores genéticos, ambientais, sociais e
comportamentais, além de alteragdes do microbioma intestinal (MOHAPATRA et
al., 2020).

O aumento da prevaléncia de obesidade visceral contribui para o
surgimento de varios fatores de risco cardiovascular e doencas cronicas, como
diabetes mellitus tipo 2 (DM2), resisténcia a insulina e hipertensdo (HAS). O
efeito destas enfermidades na morbidade e mortalidade €& diretamente
proporcional ao aumento do IMC dos pacientes ocasionado pelo desequilibrio
entre a alta ingestao de alimentos caléricos inadequados e redugdo do gasto
energético, levando ao desenvolvimento da obesidade e ao risco a saude do
individuo (AFFINATI et al., 2019; HAJER et al., 2008; JAMMAH, 2015).

Com isto, o excesso de gordura corporal pode levar a complicagdes
metabdlicas e cardiovasculares resultantes de disfuncdes do tecido adiposo
incluindo a formacao de um infiltrado de células imunes e aumento na secrecao
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de mediadores inflamatérios, contribuindo para o estabelecimento de uma
inflamagéao sistémica de baixo grau (LABRECQUE et al., 2017; MOHAPATRA et
al., 2020).

O tecido adiposo é atualmente reconhecido como um 6rgé&o de multiplas
funcdes, pois além de possuir um papel central no armazenamento de lipidios,
possui fungdo enddcrina através da secregao de horménios, dentre eles, leptina
e adiponectina e outros fatores proteicos. Contribuindo para a sintese de
diferentes adipocinas como TNF-a, IL-18, IL-6, IL-8, IL-10 e fator de crescimento
transformador-B (TGF- ), assim como moléculas envolvidas na resposta de fase
aguda, como o plasminogénio inibidor do ativador-1 (PAI-1), levando a
caracterizacdao de um estado de inflamacéao crénica de baixo grau, resisténcia a
insulina e aterosclerose, sendo estes fatores caracteristicos da desregulacao
metabdlica ligada a obesidade (TRAYHURN; WOQOD, 2004 FAIN, 2006, KAHN,
HULL, UTZSCHNEIDER, 2006). Assim sendo, o desequilibrio energético leva ao
aumento do tecido adiposo desencadeado pela hipertrofia e hiperplasia dos
adipécitos, o que acarreta no desenvolvimento das comorbidades associadas e
para o estabelecimento da inflamagao crénica (LABRECQUE et al., 2017;
CALDER et al., 2011).

Quando ativados os adipdcitos expressam ligantes do receptor ativador
de células NK estimulando sua prépria proliferagcdo e também a producao de
IFN-g, contribuindo para o desenvolvimento de complicagcbes metabdlicas que
explica o fato da inflamacéao sistémica crénica associada a obesidade se originar
da disfungédo do tecido adiposo. Além disso, o desequilibrio da producao de
adipocinas é acompanhado por alteragdes no ambiente pro-inflamatério, levando
a migracdo de células NK, linfécitos T e B, macrofagos, eosindfilos, e outras
células imunes para o tecido adiposo, que leva a alteragdes na oxidacdo da
glicose, aumento da resisténcia a insulina e estresse oxidativo (ADAMI et al.,
2019; ZHANG et al., 2018, de HEREDIA et al., 2012).

Dentre as citocinas expressas em pacientes com obesidade, TNF-a
estimula a producgéo de citocinas pro-inflamatoérias por macréfagos e promove a
ativacao de outras células do sistema imunoldgico. IL-6 atua na resposta imune
aguda e cronica, sendo produzida também pelo figado e influenciando a
producao de proteinas de fase aguda. IL-1[3, que é produzida por células imunes
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inatas, é uma citocina importante nas respostas inflamatérias e infec¢des
(WELLEN, HOTAMISLIGIL 2005; MOGHBELI et al, 2021).

O fator de crescimento transformador Beta (TGF-B) € uma proteina
multifuncional fundamental em diversos processos bioldgicos, desde a regulacéo
do crescimento celular e a modulagédo do sistema imunoldgico até o processo de
cicatrizagdo de feridas, na qual sua capacidade de suprimir a atividade das
células do sistema imune permite controlar e modular as respostas inflamatérias
(TRAVIS, DEAN, 2014; VANDER et al, 2018). J4, IL-10 desempenha uma funcéo
essencial na modulacédo e regulacdo da resposta inflamatéria. Produzida por
diversos tipos celulares, incluindo mondcitos ativados, macréfagos e linfocitos, €
reconhecida por sua capacidade de inibir a produgdo de citocinas pro-
inflamatdrias, assim como reduzir a expressao de moléculas co-estimuladoras
em macrofagos, levando a inibicao da ativacdo linfocitaria (LABRECQUE et al,
2017; JUGE-AUBRY et al, 2005).

2.3 Neutrofilos e células Natural Killer (NK)

Os neutrdfilos constituem cerca de 50 a 70% das células imunes
circulantes no sangue periférico e sdo as primeiras células a serem recrutadas
pelo sistema imunoldégico durante o processo inflamatério, como observado em
individuos com obesidade (BLASZCZAK, 2021; KOLACZKOWSKA; KUBES,
2013).

O numero de neutréfilos presentes na circulagdo sanguinea eleva-se na
obesidade e sindrome metabdlica, apresentando uma associagéo entre essas
células circulantes no sangue e o aumento do IMC (CHl et al., 2012). Além disso,
verificou-se que individuos com excesso de peso e neutrofilia apresentaram
aumento das concentragcbes séricas de proteina C-reativa (PCR) e
circunferéncias da cintura (URIBE-QUEROL; ROSALES, 2022).

Por outro lado, as células natural killer (NK) sao leucécitos granulares
volumosos de morfologia caracteristica, sendo componente da resposta imune
inata com acao antitumoral e antiviral, constituindo cerca de 10% dos linfocitos
em circulagdo. Exercem um papel importante no tecido adiposo, apresentando
como fungao eliminar células infectadas por meio das atividades citoliticas de
perforina e granzimas e realizar a sintese de citocinas que desempenham
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atividade na migracao, maturacao, ativacao e polarizacao de outras células da
resposta imunoldgica. Ainda, podem produzir IFN-g, TNF-a, GM-CSF e outras
citocinas que atuam no recrutamento e estimulo de células imunes. Nos seres
humanos, as células NK sédo expressas como células CD3~, CD56* e/ou podendo
ser subdivididas com base na expressao de CD56 (FAURIAT et al., 2010; LEE
et al., 2016; MOULIN et al.,2011).

As fungdes das células NK podem ser alteradas em individuos com
obesidade, podendo comprometer a sua capacidade de produzir citocinas e
eliminar células infectadas (BAHR et al., 2018; Jahn et al., 2015; O'Brien, Finlay,
2019). Contudo, ainda sdo escassos os dados que correlacionem e caracterizem
as células NK e neutréfilos em pacientes pds-bariatricos.
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3. JUSTIFICATIVA

A obesidade é considerada uma pandemia de saude publica, com
etiologia multifatorial que resulta da influéncia de fatores genéticos, ambientais,
sociais e comportamentais. Atualmente, a obesidade € caracterizada por uma
inflamacéao crénica de baixo grau, manifestada por elevados e anormais niveis
de marcadores inflamatérios, como proteina C reativa, TNF-a e IL-6, juntamente
com um estado ativado de leucdcitos circulantes.

Portanto, a proposta de investigar a relacdo entre marcadores da
imunidade inata, como neutréfilos e células NK, e pacientes com obesidade no
pré e poOs-operatério de cirurgia bariatrica, apresenta-se como um passo
significativo na busca por abordagens para a compreensdo mais profunda e
personalizada no manejo da obesidade, visando ndo apenas a gestao do peso,
mas a promocao de uma saude integral e duradoura.
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4. HIPOTESE

Pacientes antes e apds cirurgia bariatrica manifestam diferencas
significativas em seus perfis clinicos e imunologicos. Ap6s a intervencao
cirurgica, observa-se uma tendéncia a reducao ponderal e a diminuicdo dos
demais indicadores clinicos vinculados a obesidade, bem como aumento na
expressao de citocinas anti-inflamatérias, contribuindo para a restabelecimento
da homeostase do organismo.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Analisar e caracterizar os neutréfilos e células Natural Killer em pacientes no pré

e poés cirurgia bariatrica.

5.2 Objetivos Especificos

Verificar os dados antropométricos e composi¢ao corporal dos pacientes
participantes do estudo;
Avaliar em pacientes pré e pos cirurgia bariatrica de sucesso e individuos
eutréficos, por citometria de fluxo:
e a expressao das moléculas CD11b, CD62L, CD282, CD284, HLA-
DR, CD80 e CD86 em neutrofilos.
e 0 padrao de citocinas anti-inflamatérias (IL-10 e TGF-B) e pro-
inflamatdérias (IL-1b, IL-6, e TNF-a) expressas pelos neutrofilos.
e a frequéncia células NK e a expressao intracitoplasméatica de
granzima.
Correlacionar a expresséao de IL-10 por neutréfilos com os parametros
clinicos e bioquimicos evidenciados em pacientes pré e pds cirurgia
bariatrica e individuos eutroficos.
Verificar por analise de clusterizacdo e heatmap as correlacoes
associacdes entre parametros clinicos, bioquimicos e imunolégicos nos

pacientes pré e pds cirurgia bariatrica de sucesso e individuos eutroficos.
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6. METODOLOGIA

6.1 Delineamento do Estudo

Este € um estudo transversal realizado com pacientes no pré e pos-
operatorio de cirurgia bariatrica atendidos no ambulatério da Equipe de Terapia
Nutricional da Obesidade Grave (ETNO) do Instituto Alfa de Gastroenterologia
(IAG), no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), Belo Horizonte, Brasil.

O estudo faz parte de um projeto maior intitulado “Caracterizagdo de
marcadores da imunidade inata e adaptativa para monitoramento e
acompanhamento da evolucéo clinica em obesos no pré e pés-operatério de
cirurgia bariatrica”’, sendo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais (COEP/UFMG), n°® do parecer:
1.966.953/2017 (Anexo |).

Neste estudo, a amostra foi de conveniéncia, sendo constituida de todos
0S pacientes que aceitaram aderir a pesquisa para 0s grupos pré e pds-bariatrico
e para o grupo controle foram selecionados individuos eutréficos. Todos
individuos que participaram do presente estudo assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo Il). Os questionarios que
foram utilizados para anamnese e contetdo de apoio foram os padronizados pela
ETNO (Anexo ).

6.2 Critérios de Inclusao

Todos pacientes envolvidos no estudo foram atendidos no ambulatério
ETNO sendo classificados em trés grupos: pré-bariatrico, pés-bariatrico e
controle (pacientes eutréficos).

Foram incluidos individuos adultos de ambos os sexos, que atendiam os
seguintes critérios: idade entre 18 e 60 anos; indice de massa corporal (IMC)
240kg/m? ou =35kg/m? associado a comorbidades clinicas no grupo pré-
bariatrico (n=10); percentual de perda de excesso de peso (%PEP) =250% apds
a cirurgia no grupo poés-bariatrico (n=13); IMC entre 18,5 e 24,9kg/m? no grupo
controle (n=08).
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Foram excluidos do estudo individuos que faziam uso de medicamentos
anti-inflamatérios, que apresentaram doencas infecciosas e/ou autoimunes, que
foram vacinados até 2 meses antes do estudo, menores de dezoito anos e

mulheres na menopausa.

6.3 Avaliacao Antropométrica e Composicao Corporal

A avaliagdo antropométrica e de composigao corporal foi realizada no
laboratério da ETNO, na UFMG. Para medir o peso dos individuos foi utilizada
uma balanca do tipo plataforma, tendo como capacidade de medida de até 300kg
(Filizola Electrénica 300 kg, Sao Paulo, Brasil). A altura foi mensurada por meio
de um estadiometro junto a balanca.

Para medir a composicéo corporal foi utilizado o indice de Massa Corporal
(IMC), sendo calculado através da relacdo peso (kg)/altura? (m) e utilizando a
classificagdo de acordo com proposto pela Organizacdo Mundial de Saude
(WHO, 2000) para determinar a classificacdo de baixo peso, peso normal,
sobrepeso e os graus da obesidade nos trés grupos.

Foi utilizada a Bioimpedancia (modelo Biodynamics 310e, marca TBW,
Sao Paulo, Brasil), que avalia a Massa Gorda (Gordura em % e Kg), Massa Livre
de Gordura (Massa Magra em Kg), Agua Corporal Total (Litros e %), Agua na
Massa Magra (%) e Taxa Metabdlica Basal (TMB).

Ja o percentual de perda de excesso de peso (%PEP), foi obtido através
da formula: (Peso pré-cirurgico - Peso atual) + (Peso pré cirurgico - Peso ideal)
x 100 e o peso ideal foi calculado de acordo com o IMC de 25kg/m2.

6.4 Avaliacao dos Marcadores de Superficie e Intracitoplasmaticos

As andlises dos marcadores imunoldgicos foram realizadas no
Laboratério de Biologia das Interagdes Celulares no Departamento de Morfologia
do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG.

Apl6s a coleta do sangue periférico dos pacientes, as amostras foram
incubadas por 4h em estufa com 5% CO? a 37°C, na presenca de 20uL de
Brefeldina A (Sigma, USA), com concentracdo final de 1 mg/mL. Depois do
periodo de incubacédo, as células foram adicionadas em tubos de poliestireno
(Falcon, EUA) com combinagdo de anticorpos monoclonais para identificar as
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moléculas de superficie e, posteriormente, incubadas por 30 minutos a
temperatura ambiente. Logo apoés, as hemécias foram lisadas e fixadas
utilizando-se 2 mL de solugédo de lise comercial (FACS Lysing Solution - BD,
E.U.A.) por 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente as células foram
lavadas com PBS-W (PBS pH 7.4, contendo 0.5% BSA e 0.1% de azida sodica)
e 2,5 mL de PBS-P (PBS, pH 7,4 contendo 0,5% de BSA, 0,1% de azida sédica
e 0,5% de saponina) foram adicionados as amostras em incubacao por 30
minutos a temperatura ambiente e ao abrigo de luz.

Para a deteccdo dos marcadores intracelulares foi adicionado anticorpo
anti-citocinas aos respectivos tubos por 1 hora na auséncia de luz. Apos a
incubagéo, as células foram lavadas com 1mL de PBS-W e ao final, foram
adicionados 200uL de solucédo fixadora (10g/l de paraformaldeido, 1% de
cacodilato de sdédio, 6,67g/L de cloreto de sddio, pH 7,2 - reagentes SIGMA,
E.U.A). As amostras contendo a suspensdo celular foram utilizadas para
aquisicdo de dados no citémetro de fluxo FACSCanto Il (BD, E.U.A.) no
Laboratério de Biologia das Interacdes Celulares no Departamento de Morfologia
do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG. Um total de 70.000 eventos foram
analisados.

Neste estudo, os dados coletados foram analisados utilizando o Software
FlowdJo (versdo 10.6.1). As moléculas analisadas foram: CD14, CD16, HLA-DR,
CD11, CD62L, CD282, CD284, CD80, CD86, IL-1B, TGF, TNF-q, IL-6, IL-10,
CD3, CD56 e granzima conjugadas com os fluoréforos FITC, PERCP (or PE-Cy5
or PERCP-Cy5.5), APC, APCCy7, PE-Cy7 e BV421.

6.5 Avaliacao de Parametros Bioquimicos

A avaliag&o bioquimica foi realizada pelo Laboratério de Analises Clinicas
do Hospital das Clinicas da UFMG, seguindo o protocolo padrdo. A coleta de
amostras do sangue periférico de cada individuo foi por pung¢ao venosa em tubos
Vacuntainer de 5mL contendo anticoagulante EDTA, conforme protocolo padrao.

Realizado a andlise dos seguintes parametros: hemograma, medido em
contador hematoldgico eletrénico de células; Proteina C Reativa ultrassensivel
(PCR-us) e hemoglobina glicada, mensurados pelo método de
Imunoturbidimetria com utilizacdo do aparelho Immage (Beckman coulter, USA);
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Foi obtido através do método colorimétrico enzimatico o colesterol total,
triglicerideos, HDL (lipoproteina de alta densidade), LDL (lipoproteina de baixa
densidade) e glicemia de jejum.

6.6. Analise Estatistica

Os dados obtidos foram armazenados em um banco de dados no
Microsoft Excel 2016 e foram analisados através do software GraphPad Prism
(versdo 8). O nivel de significancia estatistica adotado é de 5% para todas as
analises e os resultados foram exibidos na forma de graficos e tabelas.

As varidveis quantitativas foram avaliadas pela mediana e interquartis, de
acordo com distribuicdo ndao paramétrica determinada através do teste de
Shapiro-Wilk. Para os dados paramétricos e de distribuicao normal foi realizado
a Andlise de Variancia (ANOVA) de 1 fator, acompanhado pelo teste post hoc de
Tukey e os dados foram expressos em meédia e desvio padrdo. Para dados néo-
paramétricos, foi empregado o teste de Kruskal-Wallis, sendo complementado
pelo teste de comparacdes multiplas de Dunn, e os dados foram exibidos em
mediana e intervalo interquartilico. A analise de correlacao foi feita por meio do
coeficiente de Spearman (p) obtido pelo software JMP Pro versdao 16.2.0. A
analise de hierarquia por clusters foi realizada através do software online

Clustvis, disponivel em: https://biit.cs.ut.ee/clustvis/.
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Resumo

Objetivo: Avaliar e caracterizar os neutréfilos e células natural Killer em
pacientes no pré e pds-cirurgia bariatrica, avaliar o padrdo de citocinas anti-
inflamatdrias/pré-inflamatérias e moléculas expressas pelos neutréfilos e avaliar
a frequéncia células NK.
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Metodologia: Este estudo transversal incluiu 31 pacientes de ambos os sexos,
divididos em trés grupos, pré-bariatrico com IMC =240kg/m?, pds-bariatrico com
percentual de perda de excesso de peso 250% em até dois anos de cirurgia, ja
0 grupo controle com pacientes eutroficos pelo IMC. Para andlise dos
marcadores imunolégicos, foi utilizado um citometro de fluxo e as moléculas
analisadas foram o CD14, CD16, HLA-DR, CD11, CD62L, CD282, CD284,
CD80, CD86, IL-1B, TGF, TNF-q, IL-6, IL-10, CD3, CD56 e granzima conjugadas
com os fluoréforos FITC, PERCP (or PE-Cy5 or PERCP-Cy5.5), APC, APCCy7,
PE-Cy7 e BV421.

Resultados: Este estudo demonstrou que a maioria dos participantes eram do
sexo feminino (80,65%) com média de idade de 43 anos (24 - 59). Os pacientes
do grupo péds-operatoério apresentaram, apés no minimo de 6 meses da cirurgia
bariatrica, uma perda meédia de 41 kg (22-63kg). O percentual de perda de
excesso de peso foi de 67,56% (49,53-91,67%) e o IMC reduziu 10,41kg/m3,
demonstrando assim um sucesso no poés-operatério. Os resultados
demonstraram menor expressdao de CD282 no grupo pré-bariatrico quando
comparados com 0s grupos controle e pds-bariatrico. Foi possivel observar, no
grupo pré-bariatrico, correlacao significativa negativa entre a expressao de IL-10
em neutrofilos e peso (p=-0,8182/p=0,0038), IMC (p=-0,8424/p=0,0022), TMB
(p=-0,6485/p=0,0425), e HDL (p=-0,7538/p=0,0118). No grupo pds-bariatrico,
correlagcédo significativa positiva entre a expressado de IL-10 em neutréfilos e
massa magra (p=0,6099/p=0,0269), e negativa com massa gorda (p=-

0,6099/p=0,0269) e menor frequéncia de células Natural Killer.

Conclusao: Neste estudo pioneiro sobre neutréfilos em pacientes bariatricos,
descobrimos que a cirurgia bariatrica pode restaurar tanto os parametros
imunolégicos dos neutréfilos quanto o perfil bioquimico e antropométrico. Esses
achados destacam a importancia crucial da perda de peso na promoc¢ao da
homeostasia eutréfica, sugerindo novas oportunidades para intervencdes
terapéuticas personalizadas baseadas na analise detalhada dessas células e
sua associagao com os aspectos clinicos e bioquimicos dos pacientes.

29



Palavras-chave: Obesidade; Inflamagédo; Células Natural Killer; Neutrofilos;
Citocinas; Cirurgia Bariatrica.

INTRODUCAO

A obesidade é uma doenga metabdlica sistémica, crbnica, de origem
multifatorial caracterizada pelo acumulo excessivo de gordura no tecido
adiposo'?, estando associada a complicagbes e doengas cronicas,
representando um grande risco a salde do individuo®4. Segundo a Organizagéo
Mundial de Saude (OMS), mais de 650 milhées de adultos, acima de 18 anos,
apresentaram obesidade®. O aumento da prevaléncia de obesidade contribui
para fatores de risco cardiovascular e doengas cronicas, como o diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) e hipertenséo (HAS)S.

Diante deste cenario, € necessario promover uma mudanga no estilo de
vida e nos padrdes alimentares dos pacientes, que apds insucessos em
tentativas para reducdo de peso’, buscam métodos de tratamento eficazes e de
baixo risco. Desta forma a cirurgia bariatrica apresenta-se como uma boa op¢ao
por proporcionar perda de peso expressiva, além da melhora dos parametros de
saude, associado a um baixo risco de complicagdes graves®®. No entanto, dados
recentes sobre cirurgia bariatrica ressaltam tanto a durabilidade dos beneficios
da perda de peso e das melhorias nas comorbidades quanto os riscos
significativos como reganho de peso, necessidade de reoperacdo e maior
incidéncia de transtornos por uso de substancias e suicidio. A decisdo de
submeter-se a bariatrica deve incluir uma analise cuidadosa dos riscos,
beneficios e incertezas 1011,

O método bypass gastrico em Y de Roux constitui um método restritivo
por mudar o formato do intestino através da formacédo de uma pequena bolsa
gastrica ligada ao jejuno, causando ma absorcao e promovendo melhora das
comorbidades por efeitos pleiotropicos na fisiologia intestinal, sinalizacéao
neuronal, secrecdo hormonal, regulacao lipidica, alteragées do microbioma,
captacgao de energia dos alimentos e sistema imunoldgico'?13:14 além mudancas

na morfologia e fungdes do tecido adiposo visceral'®, que se configura como um
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6rgao endocrino metabolicamente ativo, uma vez que desempenha a sintese de
horménios e citocinas'®-1.

A obesidade, por sua vez, é reconhecida como uma inflamacgao crénica
de baixo grau, manifestando-se por meio de niveis elevados e desregulados de
marcadores inflamatérios, bem como um aumento no estado ativado de
leucdcitos circulantes'®'®. Nesse contexto, o tecido adiposo do individuo com
obesidade abriga uma consideravel quantidade de células imunolégicas,
incluindo neutréfilos, macréfagos, células dendriticas, células Natural Killer (NK)
e linfocitos, todos participantes ativos envolvidos no aumento da resposta
inflamatoéria®®. Dessa forma, torna-se perceptivel que a inflamagdo e as
alteracbes na resposta imune desempenham um papel crucial no
desenvolvimento de diversas complicacdes metabdlicas, resultando em uma
disfungao do tecido adiposo?'.

Os neutréfilos destacam-se pela habilidade de eliminar patégenos por
meio de diversos mecanismos, além de producdo de citocinas e quimiocinas e
sdo capazes de ativar outras células??, representando entre 50 a 70% das células
imunes circulantes no sangue periférico?®. Por outro lado, as células Natural Killer
(NK) exercem a funcéo de eliminar células tumorais ou infectadas, valendo-se
de atividades citoliticas envolvendo a atuagdo de perforina e granzimas?#, além
de regular as células imunes mediante a secre¢ao de citocinas pré-inflamatérias,
que desempenham um importante papel na migracdo, maturacao, ativagao e
polarizagédo de outras células imunes?S. Entretanto, ainda sdo escassos estudos
que caracterizem os neutréfilos e células NK em pacientes pds-bariatricos e
correlacionem com parametros clinicos, bioguimicos e imunolégicos.

Neste sentido, o presente estudo tem por objetivo analisar e caracterizar
os neutrofilos e células Natural Killer em pacientes com obesidade grave pré e
pds cirurgia bariatrica no intuito de avaliar como essas células imunoldgicas
respondem as mudancas metabodlicas e fisiolégicas induzidas pela cirurgia,
contribuindo para um melhor entendimento dos impactos da cirurgia bariatrica

na saude imunoldgica desses pacientes.
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METODOLOGIA
Populacao de estudo

Trata-se de um estudo transversal composto por 31 individuos com idade
entre 18 e 60 anos pertencentes a ambos o0s sexos, sendo classificados nos
grupos pré-bariatrico e poés-bariatrico. O grupo pré-bariatrico (n=10) foi
constituido de pacientes com IMC 240kg/m? e o grupo pos-bariatrico (n=13) foi
formado por pacientes que foram submetidos a cirurgia bariatrica pelo método
by pass gastrico em Y de Roux, os quais exibiam um percentual de perda de
excesso de peso (PEP%) maior ou igual a 50% e estavam dentro do periodo de
até dois anos apéds a realizagdo do procedimento bariatrico. Individuos eutréficos
com IMC entre 18,5 e 24,9 kg/m? foram incluidos no grupo controle (n=8).

Os pacientes foram recrutados do ambulatério da Equipe de Terapia
Nutricional da Obesidade Grave (ETNO) do Instituto Alfa de Gastroenterologia
(IAG), no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMGQG), Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil representando uma amostragem
por conveniéncia. Nao foram incluidos no presente estudo individuos que faziam
uso de medicamentos anti-inflamatérios, apresentavam doencas infecciosas
e/ou autoimunes, que se vacinaram até dois meses antes da coleta de sangue e

mulheres apds a menopausa.

Declaracao Etica

O presente estudo faz parte do projeto intitulado “Caracterizacdo de
marcadores da imunidade inata e adaptativa para monitoramento e
acompanhamento da evolucao clinica em obesos no pré e pos-operatério de
cirurgia bariatrica”, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Minas Gerais - COEP/UFMG (1.966.953/2017). Todos participantes
do estudo assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido afirmando sua

participacao na pesquisa.

Avaliacao clinica e antropométrica

A avaliagdo antropométrica e de composicédo corporal foi realizada no
laboratério da ETNO da UFMG. O peso e a altura dos participantes foram
aferidos com balanca tipo plataforma com estadibmetro acoplado (Filizola
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Eletrébnica 300kg, Sdo Paulo). O IMC foi calculado através da relacdo peso
(kg)/altura? (m) e classificados de acordo com a preconizagao estabelecida pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (2000). A composicao corporal foi
avaliada através de bioimpedancia (modelo Biodynamics 310e, TBW, Sao

Paulo). A perda de peso no grupo pos-bariatrico foi obtida através do calculo

o PEP= R Préoperatirio) - (pesoatual) , 44 cqngiderando IMC ideal 25kg/m?.
(peso pré—operatorio)—(peso ideal)

Avaliacao bioquimica

Amostras de sangue periférico dos pacientes participantes do estudo
foram coletadas por puncdo venosa em tubos Vacuntainer de 5mL contendo
anticoagulante EDTA, conforme protocolo padrdao. O hemograma foi avaliado em
contador hematoldgico eletrdnico de células, proteina C-Reativa ultrassensivel
(PCR) e hemoglobina glicada foram mesurados pelo método de
imunoturbidimetria utilizando o aparelho Immage (Beckman coulter, USA).
Através do método colorimétrico enzimatico foram analisados os valores de
colesterol total (CT), triglicerideos (TG), lipoproteina de alta densidade (HDL),
lipoproteina de baixa densidade (LDL), lipoproteina de muito baixa densidade
(VLDL) e glicose. Os niveis de insulina sanguineos foram mensurados através

do método de quimioluminescéncia.

Avaliacdo dos marcadores de superficie e intracitoplasmaticos

As analises dos marcadores imunolégicos foram realizadas no
Laboratério de Biologia das Interacdes Celulares no Departamento de Morfologia
do Instituto de Ciéncias Biol6gicas da UFMG.

Apl6s a coleta do sangue periférico dos pacientes, as amostras foram
incubadas por 4h em estufa com 5% CO? a 37°C, na presenca de 20uL de
Brefeldina A (Sigma, USA), com concentragéo final de 1 mg/mL. Depois do
periodo de incubacédo, as células foram adicionadas em tubos de poliestireno
(Falcon, EUA) com combinacdo de anticorpos monoclonais para identificar as
moléculas de superficie e, posteriormente, incubadas por 30 minutos a
temperatura ambiente. Logo apds, as hemacias foram lisadas e fixadas
utilizando-se 2 mL de solugédo de lise comercial (FACS Lysing Solution - BD,
E.U.A.) por 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente as células foram
lavadas com PBS-W (PBS pH 7.4, contendo 0.5% BSA e 0.1% de azida sédica)
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e 2,5 mL de PBS-P (PBS, pH 7,4 contendo 0,5% de BSA, 0,1% de azida s6dica
e 0,5% de saponina) foram adicionados as amostras seguindo por incubacgao por
30 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo de luz.

Para a deteccdo dos marcadores intracelulares foi adicionado anticorpo
anti-citocinas aos respectivos tubos por 1 hora na auséncia de luz. Apos a
incubacéao, as células foram lavadas com 1mL de PBS-W e ao final, foram
adicionados 200uL de solucédo fixadora (10g/l de paraformaldeido, 1% de
cacodilato de sd6dio, 6,67g/L de cloreto de sbdio, pH 7,2 - reagentes SIGMA,
E.U.A). As amostras contendo a suspensdo celular foram utilizadas para
aquisicdo de dados no citémetro de fluxo FACSCanto Il (BD, E.U.A.) no
Laboratério de Biologia das Interacdes Celulares no Departamento de Morfologia
do Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG. Um total de 70.000 eventos totais
foram analisados.

Neste estudo, os dados coletados foram analisados utilizando o Software
FlowJo (versdo 10.6.1). As moléculas analisadas foram: CD14, CD16, HLA-DR,
CD11, CD62L, CD282, CD284, CD80, CD86, IL-1B, TGF, TNF-q, IL-6, IL-10,
CD3, CD56 e granzima conjugadas com os fluor6foros FITC, PERCP (or PE-Cy5
or PERCP-Cy5.5), APC, APCCy7, PE-Cy7 e BV421.

Analise Estatistica

Os dados obtidos foram armazenados em um banco de dados no
Microsoft Excel 2016 e analisados pelo software GraphPad Prism 8.0 (San
Diego, CA). A normalidade das variaveis quantitativas foi avaliada através do
teste de Shapiro-Wilk. Para verificar as diferencas significativas entre os grupos
avaliados foi utilizado one-way ANOVA acompanhado pelo teste post hoc de
Tukey para os dados paremeétricos. Para dados nao-paramétricos foi empregado
o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de comparac¢des multiplas de Dunn.

A analise de correlacéo foi feita por meio do coeficiente de Spearman (p)
obtido pelo software JMP Pro versédo 16.2.0. A analise de hierarquia por clusters
foi realizada através do software online Clustvis, disponivel em:
https://biit.cs.ut.ee/clustvis/. Para todas as analises, o intervalo de confianga foi
de 95% e diferencas estatisticas significativas foram consideradas quando p <
0,05.
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RESULTADOS
Pacientes pré e pOs-cirurgia bariatrica apresentam perfis clinicos e
bioquimicos distintos

As caracteristicas clinicas e bioquimicas dos pacientes e individuos
eutroficos envolvidos no estudo estdo demonstradas na Tabela 1. A maioria dos
participantes eram do sexo feminino (80,65%) com média de idade de 43 anos
(24 - 59).

Os pacientes do grupo pds-operatoério apresentaram, apds 6 meses da
cirurgia bariatrica, uma perda média de 41 kg (22-63 kg). O percentual de perda
de excesso de peso foi de 67,56% (49,53-91,67%) e o IMC reduziu 10,41 kg/m3.
O grupo pos cirurgia e controle, apresentou também menor porcentagem de
massa gorda, assim como maior porcentagem de massa magra comparado ao
grupo pré-bariatrico.

Em relacao aos parametros do perfil glicémico, os pacientes do grupo pés-
bariatrico apresentaram menores valores de glicemia em jejum e insulina em
comparagao com 0 grupo pré-cirurgia bariatrica. Ja em relagdo aos parametros
do perfil lipidico, o grupo poés-bariatrico apresentou maior valor de HDL
(lipoproteinas de alta densidade) e menor valor de LDL (lipoproteina de baixa
densidade) quando comparado ao grupo pré-cirurgia bariatrica.

Em contrapartida, o grupo pré-bariatrico apresentou aumento significativo
do peso (média de 160,1 kg) e IMC (média de 58,3 kg/m?), indicando obesidade
grau lll, os niveis de PCR (proteina C-reativa) demonstraram mais altos no grupo
do pré-bariatrico quando comparado ao grupo controle e pés. Outras diferencas

significativas ndo foram observadas entre os demais parametros avaliados.

Pacientes pos-cirurgia bariatrica demonstraram maior expressao de Toll-
Like receptor 2

Neste estudo foram avaliadas a frequéncia de neutréfilos (Figura 1A) e a
expressdo de moléculas de adesdo CD11b e CD62L, moléculas de
reconhecimento CD282, CD284 e HLA-DR e moléculas co-estimulatérias CD80
e CD86 (Figura 1B) no grupo controle, pré e pds-cirurgia bariatrica, com objetivo
de caracterizar os neutréfilos na obesidade severa.
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Os resultados demonstraram menor expressao de CD282 no grupo pré-
bariatrico quando comparados com o0s grupos controle e pds-bariatrico (Figura
1B). Demais diferencgas significativas n&o foram observadas.

Expressao de IL-10 em neutrdfilos induz regulacdo de parametros
bioquimicos apenas em pacientes pos-cirurgia bariatrica

Nosso préximo passo foi a avaliar o padrao de citocinas expressas pelos
neutréfilos (IL-1B, TGF-B, TNF-q, IL-6 e IL-10) em individuos eutréficos (controle)
e em pacientes pré e pds-cirurgia bariatrica. Os resultados demonstraram maior
expressao de TNF-a e IL-10 apenas no grupo pés-bariatrico quando comparado
ao grupo pré-bariatrico (Figura 2A).

Posteriormente, com o objetivo de comparar a expressao entre o balango
da citocina anti-inflamatéria (IL-10) e pro-inflamatéria (TNF-a) expressas pelos
neutréfilos, foi calculado o indice de expresséo relativo através da razao entre
IL-10/TNF-a nos grupos controle, pré e pos-cirurgia bariatrica. Nosso resultado
demonstrou maior razdo IL-10/TNF-a no grupo pés-bariatrico em comparacao
com o grupo pré-bariatrico (Figura 2B).

Com base no papel imunomodulador de IL-10 e seu destaque nos
resultados aqui demonstrados, nosso proximo passo foi investigar a correlagéo
entre essa molécula anti-inflamatéria expressa pelos neutréfilos com os
parametros clinicos e bioquimicos encontrados no grupo controle e em pacientes
pré e pds-cirurgia bariatrica. Foi possivel observar correlacdo significativa
negativa entre a expressao de IL-10 em neutréfilos e peso (p=-0,8182/p=0,0038),
IMC (p=-0,8424/p=0,0022), TMB (p=-0,6485/p=0,0425), e HDL (p=-
0,7538/p=0,0118) no grupo pré-bariatrico. Curiosamente, no grupo poés-
bariatrico, correlacdo significativa positiva entre a expressdo de IL-10 em
neutréfilos e massa magra (p=0,6099/p=0,0269), e negativa com massa gorda
(p=-0,6099/p=0,0269) foram evidenciadas (Figura 3).

Pacientes pré cirurgia bariatrica apresentam maior frequéncia de células
Natural Killer

Objetivando caracterizar as células NK na obesidade, avaliamos a
frequéncia dessas células da resposta imune inata, assim como a expressao

36



intracitoplasmética de granzima em individuos eutréficos (controle) e em
pacientes pré e pos-cirurgia bariatrica.

Nossos resultados demonstraram maior frequéncia das células NK no
grupo pré-bariatrico quando comparado ao grupo controle e ao grupo pés-
bariatrico (Figura 4). Outras diferencas estatisticas ndo foram observadas.

Pacientes pOs-cirurgia bariatrica apresentam semelhancas em seus perfis
clinicos, bioquimicos e imunoldgicos quando contrastados com individuos
eutroficos

Finalmente, com o propdsito de realizar uma analise abrangente entre
todos os marcadores imunolégicos expressos pelos neutréfilos e células NK, e
0s parametros clinicos e bioquimicos avaliados no presente estudo, uma analise
de cluster por heatmap foi realizada considerando os valores evidenciados nos
grupos controle, pré e pos-cirurgia bariatrica (Figura 5).

Os resultados evidenciaram uma suposta segregacao entre o grupo pré-
bariatrico dos grupos controle e p6s-bariatrico. Por outro lado, os grupos controle
e pos-bariatricos nao apresentaram uma separacao distinta, sendo agrupados
em cluster analogos.

Foram observadas maiores frequéncias de neutrofilos e células NK, peso,
altura, IMC, taxa de metabolismo basal, proteina C reativa, glicose, hemoglobina
glicada, insulina e massa gorda grupo pré-bariatrico. Em contrapartida, nos
grupos controle e pos cirurgia bariatrica foram evidenciadas maiores expressoes
dos marcadores de ativagao e reconhecimento expressos pelos neutréfilos, mas
também da expressao de TFG-B e IL-10, resultados ndo evidenciados no grupo
pré-bariatrico.

DISCUSSAO

A obesidade é uma doenca multifatorial associada a disturbios
metabdlicos e ao desenvolvimento de uma inflamagéao crénica de baixo grau com
comprometimento do sistema imunolégico. Considerando que a cirurgia
bariatrica constitui atualmente um avango na medicina em resposta a essa
pandemia, sendo capaz de induzir uma significativa reducdo de peso?*,
investigar as diferencas entre o perfil imune de pacientes antes e apos cirurgia
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bariatrica € de extrema relevancia para compreender e caracterizar o papel das
células e moléculas do sistema imunoldgico na transicao dos pacientes apos
cirurgia. Além disso, avaliar essas células pode ajudar a elucidar as complexas
interacdes entre inflamacdo, metabolismo e imunidade, além de revelar
potenciais alvos terapéuticos ou biomarcadores de inflamacao, contribuindo para
abordagens mais eficazes no manejo da obesidade e suas complica¢6es abrindo
perspectivas para o tratamento personalizado e direcionado.

Nesse contexto, existem atualmente trés tipos de intervengdes principais
gue visam o controle de peso: dieta, a utilizagdo de medicamentos e cirurgia
bariatrica. No presente estudo evidenciamos que a perda de peso resultante da
intervencao cirdrgica foi importante para reduzir a inflamagéo crénica inerente
aos pacientes com obesidade, o que contribuiu para a melhoria significativa na
qualidade de vida do paciente. Nesse sentido, reafirmamos que tal abordagem
continua a se posicionar como uma estratégia eficaz e auxilia no controle e
tratamento da obesidade e suas comorbidades?’?8. Com isto, as alteragdes
promovidas no trato gastrointestinal pela cirurgia bariatrica e a perda significante
de peso, refletiram na melhora das comorbidades dos pacientes devido aos
efeitos na fisiologia intestinal, na secre¢cdo hormonal do tecido adiposo e na
melhora de parametros do sistema imunolégico'#2°.

Em nosso estudo, os pacientes do grupo pds bariatrico obtiveram perda
do excesso de peso superior a 50% em no minimo 6 meses apos cirurgia.
ARTERBURN e colaboradores (2020)2° apds revisarem 252.000 procedimentos
bariatricos demonstraram maior perda de peso do método do bypass gastrico
em 1 ano apés cirurgia, com melhores resultados e persisténcia por 3 anos. O
estudo também mostrou que o método do bypass gastrico apresentou melhor
eficdcia quando comparado a gastrectomia vertical, porém ambas intervencdes
cirurgicas possuiram efeitos semelhantes na perda de peso e melhora das
comorbidades com acompanhamento do paciente de pelo menos 5 anos.

No presente trabalho observamos reducao no peso, IMC, massa gorda,
glicemia e insulina nos pacientes pdés-cirurgia bariatrica, corroborando com
RICCI e colaboradores® que através de um estudo de meta analise
demonstraram que a intervencéo cirurgica reduz o IMC dos pacientes, além de

diminuir o risco de diabetes tipo Il, hipertensao e hiperlipidemia. Adicionalmente,
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o estudo evidencia uma correlacdo entre a diminuicdo de peso e 0s impactos
positivos nos efeitos hemodinamicos. Adicionalmente, ROBERTS e
colaboradores (2018)32 observaram que os perfis lipidicos de pacientes com
obesidade mostraram uma melhora apds a perda de peso, corroborando com 0s
resultados evidenciados no presente trabalho em que maiores niveis de HDL e
menores de LDL foram observadas apenas em pacientes apos cirurgia bariatrica.
A inflamagéo cronica de baixo grau causada pela obesidade é evidenciada
por niveis elevados de marcadores inflamatérios, incluindo proteina C reativa,
TNF-a e IL-6, que sdo citocinas superexpressas na obesidade®:. No nosso
estudo observamos aumento nos niveis de PCR em pacientes no pré-operatério
seguido por uma significativa redugcdo no pds-operatério. Trabalhos
demonstraram que a reducao de peso e consequentemente diminuicdo do IMC
estdo associados a melhorias nos marcadores inflamatérios e endoteliais,
evidenciando uma diminuicdo na PCR3+3, Dessa forma, todos esses resultados
indicam o papel protetor da perda de peso em pacientes com obesidade,
auxiliando na normalizagao dos parametros antropométricos e bioquimicos.
Sabe-se que as células da resposta imune inata desempenham um papel
essencial, sendo a primeira linha de defesa do organismo?®¢. Dentre estas células,
0s neutrofilos, que se destacam por sua predominancia na corrente sanguinea,
colaboram com os macrofagos na realizacao da fagocitose e na promoc¢ao da
interagdo entre os sistemas imunoldgicos inato e adaptativo?®. Neste estudo,
evidenciamos menor expressdao da molécula de reconhecimento e ativacao
CD282 (TLR-2) em neutrdfilos de pacientes pré-cirurgia bariatrica. TLR-2 inicia
a ativacao da resposta imune ap6s o reconhecimento de ligantes especificos,
como padrées moleculares associados a patégenos (PAMPs), bem como sinais
de perigo ndo microbianos induzidos por danos teciduais e inflamagao, como
padroes moleculares associados a danos (DAMPs)%’. Essa interagdo leva ao
recrutamento da resposta primaria de diferenciacdo mieloide (MyD88) e
consequentemente da sinalizagao via fator nuclear kappa B (NF-kb) que resulta
na transducdo de sinais e na producdo de citocinas pré-inflamatérias, sendo
essenciais na defesa antimicrobiana®. WAN e colaboradores (2014) 39,
mostraram que uma dieta rica em gordura leva a uma reducéo da expressao de
TLR-2. Além disso, evidéncias epidemioldgicas indicam que individuos com
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obesidade apresentam maior propenséo a infecgdes oportunistas e enfrentam
taxas mais elevadas de mortalidade por sepse em ambientes hospitalares*%4!.
Assim, nossos resultados sugerem que a resposta prejudicada de TLR-2 em
pacientes com obesidade pode ser responsavel pelo aumento do risco de
infeccdo na obesidade. Entretanto, esse é um resultado inicial que requer mais
estudos para sua comprovagao.

Os neutréfilos sdo conhecidos por serem produtores de citocinas que se
comunicam com outras células e desempenham diferentes fungdes no
organismo?6. Os resultados demonstraram maior expressido de TNF-a e IL-10
expressos pelos neutréfilos apenas em pacientes apds cirurgia bariatrica,
observando assim um equilibrio entre a producao de citocinas pré-inflamatérias
e anti-inflamatérias. Entretanto, observamos maior razdo IL-10/TNF-a
novamente no grupo pos-bariatrico em comparagdo ao grupo pré-bariatrico.
Essa discrepancia sugere uma propensao a regulacao do sistema imunoldgico
apenas em pacientes apés cirurgia bariatrica, uma vez que IL-10 desempenha
um papel crucial na atenuacdo da expressao de citocinas pro-inflamatérias, o
qgue contribui de maneira substancial para a reducéo da inflamacgao crénica de
baixo grau associada a obesidade. Além disso, observamos correlagdo positiva
entre a expresséo de IL-10 em neutrdéfilos e massa magra e negativa com massa
gorda, apenas em pacientes pds-cirurgia bariatrica. Assim, sugerimos que 0s
neutréfilos, ao aumentarem a expressao de IL-10, desempenham um papel na
recuperacdo do perfil anti-inflamatorio perdido em individuos com obesidade, e
no restabelecimento da homeostasia do organismo evidenciado apenas em
pacientes ap0Os cirurgia bariatrica que apresentaram uma redugdo de peso
significativa corroborando assim com as observacbes de NETTO e
colaboradores (2015)#?, que evidenciaram um efeito protetor dessa citocina,
sendo notavel a associacdo com a reducédo de peso pds operatorio*344,

Nossos resultados demonstraram maior frequéncia de células NK em
pacientes pré-bariatricos quando comparados aos demais grupos. Contudo, ao
contrario dos resultados apresentados neste estudo, pesquisas anteriores
constataram uma diminuicdo na contagem de células natural killer (NK) em
individuos com obesidade*>46. Por outro lado, trabalhos demonstraram que as
células NK de individuos com obesidade apresentam uma citotoxicidade
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prejudicada devido a reducio da expressao de marcadores de ativagdo*’ e que
esse feno6tipo alterado em individuos com obesidade pode contribuir para uma
maior propensédo a infecgdes virais*®. Além disso, JANH e colaboradores
(2015)*° revelaram efeitos positivos na funcionalidade das células NK apés a
reducdo da gordura corporal em adultos com obesidade. Assim, sugerimos que
pacientes com obesidade, apesar de terem maior frequéncia de células NK,
apresentam capacidade citotoxica prejudicada, o que pode contribuir para maior
susceptibilidade a infeccbes, sendo possivel a restauracdo desse estado
funcional das células NK apés a perda de peso.

Finalmente, através da andlise de heatmap observamos maiores
frequéncias em praticamente todos pacientes pré-bariatrico de neutrofilos,
células NK, assim como os mais altos niveis dos e paramétricos antropométricos
e bioquimicos. Estudos demonstraram aumento na quantidade de neutréfilos
circulantes no sangue de individuos adultos com obesidade, assim como
naqueles com obesidade infantil®*644, estabelecendo uma associacéo entre essas
células circulantes e o aumento do IMC. Esses resultados sdo congruentes com
estudos recentes®%%'%2 que observaram uma redugdo nos nldmeros de
neutréfilos apds gastrectomia vertical laparoscépica durante acompanhamento
de pelo menos 3 meses. Esta diminui¢céo foi associada aos efeitos protetores da
gastrectomia vertical contra a inflamagcao de baixo grau desencadeada pela
obesidade.

Em contrapartida, observamos uma pequena similaridade na expressao
dos marcadores de ativagao e reconhecimento pelos neutrofilos, assim como da
expressao de TGF-B e IL-10 em alguns individuos dos grupos controle e pos-
cirurgia bariatrica, resultados que nao foram observados no grupo pré-bariatrico.
Esses resultados em associagcdo com reducao da expressdao de CD282 pelos
neutréfilos e a possivel funcdo prejudicada das células NK no grupo pré-
bariatrico sugere que esses pacientes podem perder sua capacidade de ativagao
eficaz da resposta imune, o que condiciona a susceptibilidade a infec¢des. Por
outro lado, os individuos submetidos a cirurgia bariatrica buscam restabelecer a
funcéo da resposta imune e regular a inflamacgao crénica por meio do aumento
da expressao de citocinas anti-inflamatérias, visando contribuir para o equilibrio
fisioldgico sistémico.
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Por fim, observamos uma possivel separacéo entre os clusters do grupo
pré-bariatrico em comparagao com os grupos controle e pds-bariatrico. Por outro
lado, os grupos controle e pds-bariatrico ndo mostraram uma separacao clara,
sendo agrupados em clusters semelhantes. Assim, sugerimos que apos cirurgia
bariatrica, os pacientes passem por uma transicdo no perfil imunoldgico,
antropométrico e bioquimico, assemelhando com o grupo controle, levando ao
restabelecimento da homeostasia do organismo. Por outro lado, novos estudos
gue abordem essas questdes sdo de suma importancia, visto que sao escassos
0s registros sobre as células naturais Killer e neutréfilos associados a perda de
peso pos-bariatrica em pacientes que alcangam sucesso pés-cirurgico.

Neste estudo inédito sobre a relacdo de neutrofilos em pacientes
bariatricos, sugerimos que o0 grupo pdés-bariatrico possui a tendéncia de
recuperacao dos parametros imunolégicos expressos pelos neutréfilos, assim
como do perfil antropométrico e bioquimico, concluindo que a reducéo de peso,
seja através da cirurgia bariatrica ou outros métodos, é crucial para a restauracao
da homeostasia intrinseca de um individuo eutréfico. Portanto, a andlise da
expressdao de moléculas em neutréfilos e frequéncia de células NK e sua
associagdo com parametros clinicos e bioquimicos abre perspectivas para
possiveis intervencbes terapéuticas personalizadas e direcionadas para o
paciente.
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Table 1. Clinical, anthropometric and biochemical parameters of pre and post-

bariatric surgery patients and healthy individuals (control).

Control Pre-bariatric Post-bariatric P valor
Total N 8 10 13
Male 2 (25%) 3 (30%) 1 (8%)
Female 6 (75%) 7 (70%) 12 (92%)
Parameters

Age (years) 39 (24 - 56) 39 (27- 59) 45,3 (34-59) P=0,2612
Weight (kg) 69,2 (59,4 - 92) 160,09(109,9-189,4)° 95,0 (64,6-166,0) P<0,0001
Height (m) 1,68 (1,57-1,92) 1,70 (1,55- 1,75) 1,61(1,45-1,74) P=0,1594
BMI (kg/m?) 24,4 (22,9- 24,9) 58,3 (39,7- 70,8) 36,0 (27,0-54,8) P<0,0001
BMR (kcal) 2091 (1326-3301) 2476,7 (1165-3338) 1867 (1161- 2889) P=0,0546
LM (%) 71,3 (52,4- 84,1)? 52,0 (45,9- 61,2)? 64,3 (55,7-77,6) P<0,0001
FM (%) 28,7 (15,8-47,5) 47,9 (38,7- 54,1) 35,67 (22,3-44,2) P<0,0001
Glucose (mg/dl) 88 (76- 109) 137 (91-300)° 90,3 (82-129) P=0,0037
Glycated hemoglobina (% 5,3 (4,6-6) 6,3 (4,7-9,4) 5,1 (4,5-5,5) P=0,0588
CRP (mg/dl) 5,1(5,0-5,5) 14,0 (6,9- 40,9) 8,0 (5-22,2) P=0,0022
Insulin (mU/L) 9 (4- 1) 19,7 (8,0- 37,0)° 8,77 (2-20) P=0,0022
Total cholesterol (mg/di) 201 (143- 263) 170 (132-218) 186 (135-249) P=0,1281
HDL (mg/di) 50 (36- 75) 50,6 (38-64)° 61,8 (38-74)° P=0,0228
VLDL (mg/dl) 30 (12- 67) 23 (12-33) 20 (7-56) P=0,0950
LDL(mg/dl) 116 (28,2-284,7) 84 (41,9-133,2)° 69 (11-228)° P=0,0318
Triglycerides (mg/dl) 150 (60- 334) 116 (62-166) 98,9 (36-281) P=0,0788

BMI, Body Mass Index; BMR, Basal Metabolic Rate; LM, Lean Mass; FM, Fat Mass;
CRP, C-reactive protein; HDL, High-density Lipoprotein; VLDL, Very-low Density
Lipoprotein; LDL, Low-density Lipoprotein. Unless otherwise noted, data are presented

as median (min—max). A significant difference (p < 0.05).

Significant differences

between the prebariatric group and the control group and post are highlighted by bold
and asterisk (*), and between the control group and pre and post are highlighted by
bold and the letter a, and between the post and pre groups are highlighted in bold and
the letter b. Kruskal-Wallis test, being complemented by the Dunn multiple comparisons

test.
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FIGURE 1: Recognition and activation molecules in neutrophils. a Representative
gates and histograms of flow cytometry analyzes. b Frequency of neutrophils in
all groups evaluated. ¢ Expression of activation and recognition molecules was
determined by mean fluorescence intensity. Significant differences (p < 0.05) are
represented by asterisks and according to the Kruskal-Wallis test, being
complemented by the Dunn multiple comparisons test. Representative
histograms for each molecule are shown.
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FIGURE 2: Cytokines in neutrophils. Evaluation of cytokine expression by
neutrophils. a Dispersion graphs indicate percentage of neutrophils expressing
each cytokine. b Ratio between IL-10 and TNF in healthy individuals and pre- and
post-bariatric patients.  Significant differences (p < 0.05) are identified by
asterisks and connecting lines according to Kruskal-Wallis test, being
complemented by the Dunn multiple comparisons test.
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FIGURE 3: IL-10 cytokine correlation in neutrophils separated by group. Cytokine
correlation networks. Solid lines represent positive correlations and dashed lines
represent negative correlations. Statistical significance was defined as p < 0.05
according to Spearman's correlation coefficient.
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parameter evaluated in the study.

51



8. CONCLUSAO GERAL

Nosso estudo demonstra os impactos da intervencdo bariatrica,
enfatizando o papel crucial da perda de peso no controle de comorbidades, bem
como na promogao de melhorias no perfil inflamatério. Apresentamos evidéncias
que indicam que o grupo pés-bariatrico manifesta uma propensao a recuperagao
dos parametros imunoldgicos, conforme expresso pelos neutréfilos e pelas
células Natural Killer, assim como pela restauracao do perfil antropométrico e
bioquimico.

Concluimos, portanto, que a perda de peso por meio da cirurgia bariatrica
desempenha um papel crucial na restauracdo da homeostase intrinseca de um
individuo eutréfico. Nesse sentido, a andlise da expressdao de moléculas em
neutréfilos e da frequéncia de células NK, bem como sua associacdo com
parametros clinicos, podera ser explorada no futuro como uma nova estratégia
para monitorar os efeitos dos marcadores da imunidade inata na obesidade.
Assim, salientamos a importancia de novos estudos que abordem essas
guestdes, uma vez que os registros sobre as células Natural Killer e neutréfilos
associados a perda de peso pés-bariatrica em pacientes que alcangam sucesso

pds-cirdrgico sao escassos.
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- Caraclerizar os marcadores soluveis & oelulares da resposta imune inata e adaplativa em individuas
chasos pri @ pos-cinirgicos para cirurgia banatrica. atendides no ambulatdnio da Equipe de Terapia
Nulricional da Obesidade Grave (ETHO] do Instituto Alfa de Gastroenterologia [1AG),

Oijetvos Secundanos:

- Realizar & avallagan antropométnea dos paicpantes do estuda;

- Aplicar o Recordattrio Quaniitatico de Frequeéncas Alimentar (O0FA);

- Verificar o perfil lipidos, gioidico » hepatico, ataves das dosagens de colesteral iotal, LOL, HOL =
trigliceridios, glicemia de [ejum, TGO, TGP, garma GT. hemograma completo & Scido unce-Realzar as
dosagens de TSH, Td livre, Corbisol. Insulina, BSF-1 (fator de cresaimento semelhanbe & insulina -1);

- Avaliar os marcadores de inflamacds crfnica da obesdads com neco alerosclerdtcn: proteing C reativa
ulira-sensivel homostaleing, leplina & adiponeching,

- Determinar a resisténcia insulinica através do calculo do HOMA (Homeostasis model assesmant of insulin
resisence);

- Ballar o perfl fenatiplen de mandeilos & neulrdlies do sangee perférca dos paricipantes afravés da
expressdo dos receplores do Tipo Toll (TLR-2, 4), CD36, HLA-DR, CDE), CDEE, CO1E,

CO58, COW0, CCR2, CACR4, CCRS, das eitosinas -1, IL-4, IL-G, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, THNF- & TGF-&
das metaloproteinases (MBAP-2, MMPE, MMP-14)

Avaliagao dos Riscos e Banaficios:
Adequademente avaliados de aoordo com o parecer N 1.160.903 datado em 2800712015

Enderego:  Av Presdonks Anifne Cados SE27 2 Ad 5] 3005

RBairre:  Linadads Aderislnalim 1 CEP: 31 77501
UF: k3 Municiple: BELD HOREFONTE
Talefone: | a00-2502 Eamnall: ooapgipipa ulmg be

Edgrm 0 s [
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Riscos Quante aos riscos do eshedo, a exiracio de sangue podae sor dolorosa & causar hematomas (moxs)
no local da punclo (plcada), como gualguer outra coleta de sangue que wood Ja possa ter feite no passado.
Para rrunimizar, contamos cam urm prafissional especializade & treineds naste procediments, gue lomard
iodas as precaycies possiveis para gue vock ndo sinta nada, Alem disso, ioda a colota de sangue sera
realizada com matenals descartdvels para gue ndo haja nsco de confaminagas.

Baneficios: Ao final desse projeie esperamos contrbuir para:

- eniender o papsl das edulas da imunidade inata & adaplativa, seus receplares & mediadores o
manitoramenio e acompanhamente da evolugdo clinica de individuos obesos pré e pés cinbrglcos;
- pormpreender a impartdncia das maolécuias de snalzacdo intracelular e fatores de transcrigdo assoclados
aos inflamassomos ée Individuos obesas prd & pda aindrgices;

- correlacionar os marcadores estudados com o monitoramento & acompanbaments da evolugdo clinica de
individuss abesas préd & pds cirdrgleas,

O cumprimenio das melas desie projeto proporclonac uma maios possiblidade de esiratéglas de possivels
mtervencies terapduticas, com potencial beneficio para os pacientes,

Comentarios ¢ Consideragoes sobre a Pesquisal

ks pesqQUIsERones Vem por mekD deste Inftrmar que: ™o decomer do andamenta inlcal do estudo sentiu-se
necessidade de ter urm grups controle de individuos ssuddvels para comparnagdo de resultades blogquimicas
e também de realizar um esiudo dos prontusrios dos Individuos alendidos no ambulatdnio, para coleta de
dados anterior ao atendimento*

Consideracdss sobre os Termos de apresentagio obrigatorta;
Adequadaments |lsiades de asordo com o parecear N7 1.160.003 dalads em 2B072015

- Projeto de pesguisa em anexo

- Folha de rosio assinada pels Diretor do Instituto de Ciéncias Bioldgicas

- Parecer peda Carnara do Departaments de Bioguimics e Imunciogea

- Repglstre na Diretoria de Ensing & Pesguiss da Faculdade de Medicina da UFMG
- TCLE em forma de convile & em Enguagem acessivel

Emderepo: Ay Presdoenis Anlino Cades 5027 2 Ad 5 2004

Fmirre:  Lrsdade Admanestiniem || EEP: 31 77020
UF: ki3 Bunkelio. BELD HORIECOHTE
Tekstone:. (31348004502 E-mali: coepi@ppa uimg br
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ran ™

- carta de anuéncia da Unidade Funcional Instituto Alfa de Gastroenterclogia (IAG)

Recomendagoes:
N3o se aplica.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Somos favoraveis pela aprovaclio da emenda ao projeto de pesquisa Intitulado:"Caracterizacdo de
marcadores da imunidade inata e adaptativa para monitoramento e acompanhamento da evolugdo clinica
em obesos no pre e pés operatdrio de cirurgia baridtrica.”, sob a responsabilidade da pesquisadora
JACQUELINE ISAURA ALVAREZ LEITE,
Consideragdes Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legisiagdo vigente (Resolugdo CNS 466/12), o COEP-UFMG recomenda aos
Pesquisadores: comunicar foda e qualguer alteracdo do projeto e do termo de consentimento via emenda na
Plataforma Brasil, informar imediatamente qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento da
pesquisa {via documental encaminhada em papel), apresentar na forma de notficagdo relatdrios parciais do
andamento do mesmo a cada 06 (sels) meses @ ao término da pesquisa encaminhar a este Comité um
sumdrio dos resultados do projeto (relatdrio final),

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquive Postagem Autor Situacd
Informagdes Basicas PB_INFORMA¢3ES_BEICAS_064541 16/02/2017 Aceito
doProjeto | Elpdf 16:03.38 =
OQutros CONTROLE paf 168/02/2017 |Carla de Oliveira Aceito

= _ 15:54:15 |Ba Ro
Qutros Emenda pdf 16/02/2017 |Carla de Oliveira Aceito
5 154531 | Barbosa Rosa
Declaragio de Novo._pdf 16/02/2017 |Carla de Oliveira Acaito
Instituicdo e 154346 |Barbosa Rosa
nfraestrutura - ettt —— .
Folha de Rosto Diretor pdf 1602/2017 | Carla de Oliveira Aceito
= 15:37:24 |Barbosa Rosa
Outros Documento Isntituto Alfa pof 04072015 Acaito
16:37:33
Parecer Antenor Parecer consubstancia camara 05052015 Aceito
departamental ICB.pdf 11:20:51
Declaracio de carla fll.pdf 29/04/2015 Aceito
 Pesquisadores 14:47.36
Enderego: Av. Presadente Anldno Carlos 8627 2° Ad 9 2005
Bairro:  Undade Adminstiates 1| CEP: 131 27090
UF: M3 Municipio: BELO HORIZONTE
Telefone: (3136004502 Emal:  coepiipng ulimg e
Pigra M = 05
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Declaracao de carta | pdf 280412015 Acaito
Pesquisadores 144712
Declaracio da TERMO DE COMPROMISSC | pdt 28042015 Acaito
Pesquisadores 19:04:33
Decieracho de terma de comprormisss | pdf 2B/04/2015 Auieibe
Pesquisadores 18:03:51
Parecer Anbenor documenda Il jpg ZE042015 Aceibs
R SRR 18:59.34
Progedo Detalhads | | Projete COEP, pdf ZB0R015 Acaito
Brochura 18:57:40
or
IJ'%%?élrl‘mﬂ de TEHE DE C.DI‘-]E-EHi IMEMNTO LIWVRE EEIHEEiE Aceiis
Assentimantoa / ESCLARECIDG CORRETO {1 wpdf 185715
Justificativa de
Ausdnea
Outros 25251215parace pdf 150352047 | Visian Resende Acaito
19:00:38
Ctres 4529121 5aprovacan. pdf T503/2017 | Vivian Resende Araite
18:02:08
Siuacio do Parecer:
Aprovado
Heoessita Apreciagao da CONEP:
MED
BELO HORIZONTE. 15 de Marco de 2017
Assinado por;
Vivian Resande
{Comprebenador)
Endersgo:  Av Prescenin Anitesn Canes, BEZT 2 Ad 2 2005
Bairre:  Linschate Salmoreilradivg B CEr 3 37050
UF: MO Municipia: BELO HOREDHTE
Telahoms: (37 0400-455) Esamall: ooepiEpma uimgor
Papad D6 e 19
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Anexo Il — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos vocé a participar do estudo “Caracterizagdo de marcadores da
imunidade inata e adaptativa para monitoramento e acompanhamento da evolugéo
clinica em obesos no pré e pds-operatoério de cirurgia bariatrica”, onde avaliaremos
moléculas que as células do sistema imunoldgico expressam e secretam quando o
individuo esta obeso e como o organismo reage apds a cirurgia de reducao de
estbmago. Para, tal, vocé devera comparecer as consultas de rotina no ambulatério
da Equipe de Terapia Nutricional da Obesidade Grave (ETNO), do Instituto Alfa de
Gastroenterologia (IAG), no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Minas Gerais, e autorizar a coleta para o exame de sangue, a realizagdo de
avaliacao nutricional, além de responder questionarios especificos sobre sua
alimentacao e estado de saude. Essas analises serdo realizadas uma vez antes da
cirurgia e nos 39, 62, 92, 122, 24°, 362, 48° € 60° meses apods a realizagao da cirurgia.
Quanto aos riscos do estudo, a extracdo de sangue pode ser dolorosa e causar
hematomas (roxo) no local da puncéo (picada), como qualquer outra coleta de
sangue que voceé ja possa ter feito no passado. Para minimizar, contaremos com
um profissional especializado e treinado neste procedimento, que tomara todas as
precaucdes possiveis para que vocé ndo sinta nada. Além disso, toda a coleta de
sangue sera realizada com materiais descartaveis para que nao haja risco de

contaminagao.

Os questionarios serao aplicados no consultério do Hospital das Clinicas, de
modo individual. Caso vocé se sinta constrangido com alguma pergunta, vocé pode
optar por nao respondé-la e passar para a seguinte. As outras medidas ndo causem
risco em potencial, pois s&o técnicas nao invasivas. Para minimizar qualquer risco
e/ou desconforto, todos os procedimentos serdo realizados por profissionais
treinados, em ambiente tranquilo e adequado, utilizando-se técnicas padronizadas

na literatura cientifica.
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Vocé recebera os resultados de avaliacao nutricional e dos exames de sangue
realizados com as devidas orientacdes nutricionais e/ou encaminhamento para o

seu médico, caso necessario.

As amostras de sangue e questionarios coletados no presente estudo serao
guardadas até 5 anos e utilizados em projetos de doutorado, de mestrado e pds-
doutorado que abordarao o tema sobre o comportamento da resposta imune inata
e adaptativa no periodo pré e pds-operatorio de cirurgia de reducao do estdmago.
Os resultados desse estudo serdo apresentados, comunicados e/ou publicados
no meio cientifico, mas sempre preservando a sua confidencialidade e

privacidade.

Vocé nao tera nenhum gasto por sua participagao nesse estudo, ao mesmo
tempo em que nao receberd nenhum tipo de remuneracdo. Vocé podera se
recusar a participar ou sair do estudo a qualquer momento depois de dar o seu
consentimento e esta atitude ndo |he trara penalizacdo nem prejuizos ao
tratamento a que estd sendo submetido nessa instituicdo. Em qualgquer momento
vocé podera fazer perguntas sobre o estudo e esclarecer duvidas. Vocé podera
entrar em contato com as pesquisadoras Carla de Oliveira Barbosa Rosa ou
Izabella Bianca Magalhdes Costa e/ou a coordenadora do projeto, profa Dra
Jacqueline Isaura Alvarez Leite, para essa finalidade pelos telefones: (31)
25261134, (31) 992744550 ou (31) 34092652, e pelos e-mails:

carla.rosa@ufv.br; izabellabmcosta@gmail.com; jalvarezleite@gmail.com, ou

ainda pelos telefones dos outros membros da equipe listados no final deste
termo.Ao assinar esse documento, confirmo que me foi explicado o objetivo, os
procedimentos aos quais serei submetido, os riscos e beneficios potenciais que
eu posso experimentar, e 0os possiveis destinos dos resultados que serao obtidos
neste estudo. Declaro que li ou foi lido para mim o presente termo e que entendi
as informacgdes acima. Tive oportunidade de fazer perguntas e esclarecer minhas
davidas, ficando em meu poder uma cépia do termo assinado por mim. Ainda, em
caso de duvidas nado esclarecidas de maneira adequada pelo pesquisador
responsavel, fui esclarecido (a) que posso buscar auxilio junto ao Comité de Etica
em Pesquisas com Seres Humanos da Universidade Federal de Minas Gerais,
localizado a Avenida Anténio Carlos 667, Unidade Administrativa
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Il, 2° andar, campus Pampulha ou pelo telefone (31) 34094502 ou ainda pelo e- mail
coep@prpqg.ufmg.br. Este termo esta de acordo com a resolucao 466 do Conselho

Nacional de Saude, de 12 de dezembro de 2012 e foi redigido em duas vias.

Portanto assino e dou meu consentimento para participar voluntariamente deste

estudo.

Belo Horizonte, de de

Identificacao do voluntario da pesquisa:
Nome:

Telefone:

Celular:

E-mail:

Endereco:

Carla de Oliveira Barbosa Rosa
Pesquisadora (31) 99818502

Izabella Bianca Magalhaes Costa
Pesquisadora (31) 992744550

Prof2 Dr2 Jacqueline Isaura Alvarez Leite
Coordenadora do projeto/UFMG/ (31) 34092652
Prof? ICB/UFMG

Voluntario
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Anexo Il — Questionario de Anamnese

RETORNO: Pré-Op [ ] Pos-Op| 1]

Nome:

Data atual: [/ Data da Cirurgia: [/ Retorno de:

1. Queixas:

2. Medicacao atual (medicamentos e posologia):

3. Exames alterados? Quais?

Atividade Fisica: [ ] Sim [ ] Nao

4. Exame: PA: /

Edema [ ] Mucosa corada? [ ] Cicatriz cirurgica? [ ] Dermatites [ ] Varizes [ ]

5. Bioimpedancia: Altura Peso cirurgia IMC cirurgia Peso
atual: Peso ideal: IMC atual
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Excesso de %PEP M Gorda (%) M Gorda (kg)
peso

TMB Resisténcia Reatancia M Magra (kg)
Agua total Agua extracelular | Agua intracelular | M Magra (%)

6. Conduta Nutricional:

7. Recordatorio 24 horas

Café da Manha Colacao
Almoco Jantar
Lanche Ceia

8. Orientacoes Nutricionais:
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