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Resumo

Introducdo: A obesidade tem sido associada ao desenvolvimento e progressao de diferentes
tipos de cancer. Varios mecanismos tentam explicar essa associa¢do, mas hd uma necessidade
de melhor compreensdo dos processos bioldgicos relacionando cancer e obesidade. A anélise
protedmica poderd fornecer o conhecimento a nivel molecular de fatores envolvidos nesta
associacdo, inferindo-a na pratica clinica a partir de novas alternativas de prevencédo e
tratamento.

Objetivos: Analisar o perfil de proteinas significativamente expressas no plasma de pacientes
obesos no pré-operatdrio e seis meses apos a cirurgia, avaliando, de maneira prospectiva, 0s
efeitos da perda de peso na regulacdo da expressdo de proteinas relacionadas ao aparecimento
de tumores, através do IMC e percentual de perda de peso, bem como avaliar a influéncia da
insulina na expressdo das proteinas potencialmente carcinogénicas antes e apds a cirurgia
bariétrica.

Meétodos: Foram estudados 40 pacientes, selecionados em dois grupos: controle (n=10) e
obesos (n=30), o ultimo foi estratificado, para afastar variaveis de confusdo, de acordo com a
técnica cirurgica (Derivacdo gastrica em Y de Roux, DGYR, n=11 e Gastrectomia vertical,
GV, n=19), 0 IMC (< 40 kg/m? e >40 Kg/m?) e concentragéo sérica de insulina (<21 mU/L e
>21 mU/L). Foram coletadas amostras de sangue para analise protebmica, através do plasma,
utilizando a eletroforese bidimensional. As proteinas foram identificadas pelo Tagldent tool
Expert protein Analysis System (Expasy), através do ponto isoelétrico (pl) e peso molecular
da proteina; espécie Homo sapiens. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
em seres humanos do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco.
Resultados: Foram identificadas seis proteinas relacionadas a carcinogénese, hiperexpressas
nos pacientes obesos, que ndo estavam presentes no grupo controle e tornaram-se ausentes
apos a cirurgia. Tais proteinas foram o Receptor da apolipoproteina B, o Receptor beta do
fator de crescimento derivado de plaquetas, a Trombospondina- 2, o receptor da Lipoproteina
de baixa densidade, a Transtirretina e a Podoplanina. Ainda, foram identificadas duas
proteinas carcinogénicas hiperexpressas em todos 0s subgrupos, mais nos pacientes com
obesidade grave (IMC>40 Kg/m?) e hiperinsulinemia (>21 mU/L), a saber: a tetraspanina-13
e a proteina de ligacdo de &cido graxo hepatica (FABPL). Essas ndo foram mais expressas
ap6s o procedimento cirdrgico. A apoliporpoteina Al estava hiperexpressa em todos 0s
subgrupos no pré-operatério, permanecendo apos a cirurgia, independente do percentual de
perda de peso, porém desapareceu nos pacientes com hiperinsulinemia. Finalmente, a
Calicreina 11, foi detectada em todos os grupos de obesos, pré-operatério, permanecendo
presente apos a cirurgia, exceto no grupo com obesidade grave e hiperinsulinemia e no grupo
que apresentou menor percentual de perda de peso.

Conclusdo: Na amostra estudada, foram identificadas proteinas potencialmente
carcinogénicas nos pacientes portadores de obesidade: Receptor da apolipoproteina B, o
Receptor beta do fator de crescimento derivado de plaguetas, a Trombospondina- 2, o receptor
da Lipoproteina de baixa densidade, a Transtirretina e a Podoplanina. A perda de peso
induzida pela cirurgia promoveu o desaparecimento dessas proteinas. A mudancga nos niveis
séricos de insulina influenciou na expressdo da ApoAl apds a cirurgia; A calicreina 11 ndo foi
influenciada pela perda de peso nem pela mudanca nos niveis de insulina.

Palavras-chave: Obesidade, Cancer, Biomarcadores, Protedmica, Cirurgia bariatrica, ApoAl



Abstract

Obesity and cancer: proteomic analysis

Introduction: Obesity has been associated with the development and progression of different types of
cancer. Various mechanisms have been tried in an attempt to explain this association, but a greater
understanding of the biological processes relating cancer and obesity is required. Proteomic analysis
can provide molecular level knowledge of the factors involved in this association, improving clinical
practice through new methods of prevention and treatment.

Aim: Analysis of proteins significantly expressed in the plasma of obese pre-operative patients and
patients six months after surgery, evaluating, in a prospective manner, the effects of weight loss in the
regulation of the expression of proteins related to the appearance of tumors, through BMI and weight
loss percentage, as well as analyzing the influence of insulin in the expression of potentially
carcinogenic proteins before and after bariatric surgery.

Methods: A total of 40 patients were divided into two groups: control (n=10) and obese (n=30). The
latter group was stratified to remove confounding variables, in accordance with surgical technique
used (Roux-En-Y gastric bypass, RYGB, n=11 and Sleeve Gastrectomy, SG, n=19), BMI (< 40 kg/m?
and >40 Kg/m?) and serum insulin concentration (<21 mU/L and >21 mU/L). Blood samples were
collected for proteomic analysis from plasma using two-dimensional electrophoresis. Proteins were
identified using the Tagldent Expert protein Analysis System (Expasy) tool, through isoelectric point
(pl) and molecular weight of protein; species Homo sapiens. The study was approved by the Ethics
Committee in Research of Human Beings of the Centro de Ciéncias da Saude of the Universidade
Federal de Pernambuco.

Results: Six proteins related to carcinogenesis were hyperexpressed in obese patients, which were not
present in the control group and absent following surgery. These proteins were the receptor of
apolipoprotein B, the beta receptor of platelet derived growth factor, thrombospondin- 2, the low
density lipoprotein receptor, transthyretin and podoplanin. Two carcinogenic proteins were
hyperexpressed in all the subgroups, more frequently in patients with severe obesity (BMI>40 Kg/m?)
and hyperinsulinism (>21 mU/L), namely: tetraspanin-13 and the fatty acid binding protein of the liver
(FABPL). These were not expressed after surgery. The apoliporpotein A1 was hyperexpressed in all
the pre-operative subgroups, and remained after surgery, irrespective of the weight loss percentage,
but disappeared in patients with hyperinsulinism. Finally, Kallikrein 11, was detected in all groups of
obese pre-operative patients, and remained after surgery except in the group with severe obesity and
hyperinsulinism and in the group with lowest weight loss percentage.

Conclusion: In the sample group studied, the following potentially carcinogenic patients were
identified in obese patients: receptor of apolipoprotein B, the beta receptor of the platelet derived
growth factor, trhrombospondin- 2, the low density lipoprotein receptor, transthyretin and podoplanin.
Surgical weight loss resulted in the disappearance of these proteins. A change in insulin serum levels
influenced the expression of ApoA-1 following surgery; Kallikrein 11 was not influenced by weight
loss or by changes in insulin levels.

Key-words: Obesity, Cancer, Biomarkers, Proteomics, Bariatric surgery, ApoAl
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1.1 Apresentacéo do problema

A obesidade é um dos principais problemas de satde pablica da atualidade com prevaléncia
crescente, sobretudo nas duas Ultimas décadas. Segundo dados da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), atualmente, a estimativa é de que pouco mais de um bilh&o de adultos apresentem
sobrepeso, dos quais um total de mais de meio milhdo sejam obesos®.

Tal doenca pode ser avaliada pela adiposidade central atraves da razdo cintura-quadril e
medida da circunferéncia abdominal, entretanto o indice de massa corporal (IMC) € o pardmetro
aceito mundialmente para classifica-la, associando-a ao risco de outras morbidades. Assim, uma
pessoa com IMC maior ou igual a 30 Kg/m? apresenta maior risco de desenvolvimento de
doencas que se associam a diminuicdo da sobrevida, como aterosclerose e hipertensdo arterial
sistémica, Diabetes Mellitus (DM) tipo 2, apnéia do sono, dislipidemia e cancer 2, aumentando os
gastos com as politicas de satde publica voltadas para a obesidade.

O céancer é uma doenca associada a diferentes fatores, apresentando alta incidéncia no mundo
e no Brasil. Nas ultimas décadas, ganhou maior dimensdo, tornando-se uma preocupante
condicdo clinica para as politicas de satde a nivel mundial®. Além disso, representa a segunda
causa de morte no mundo, atingindo 12,5% da populacéo global, prevendo-se um aumento de
novos casos para 15 milhdes em 2020 e 27 milhdes em 2030, com 17 milhdes de mortes
anualmente®®. Devido ao recente envelhecimento da populagio e crescimento progressivo na
incidéncia de obesidade, é possivel identificar um aumento expressivo na sua prevaléncia, o que
demanda do Sistema Unico de Satde (SUS) imenso esforco para a oferta de atencdo adequada
aos doentes.

De acordo com relatos cientificos, a obesidade tem sido associada ao desenvolvimento de
diferentes tipos de neoplasias hormoénio-dependentes e do sistema digestivo, estando presente em
até 40-50% dos casos de neoplasias de endométrio e eséfago, 20-30% das neoplasias renais e
50% dos casos de mama ap6s a menopausa®. Aproximadamente 14% dos homens e 20% das
mulheres que morrem por cancer sio obesos®. Destacam-se as neoplasias de célon e reto®4,
mama® %13 endométrio®” %1315 esofago®”1316, vesicula biliar®”1%13 pancreas® 101317 ring® 7S
1318 prostata®’1%13,  colo uterino e ovarios e, em menor proporgdo, Linfoma ndo Hodking,
mieloma maltiplo, estémago e figado® 79131920,

De forma geral, 0s possiveis mecanismos responsaveis por esta associacdo incluem a
distribuicdo da gordura corporal e alteracbes nos padrdes hormonais, como o eixo insulina e

Fator de Crescimento Insulina Like (eixo Insulina-IGF), esterdides sexuais e adipoquinas
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(leptina e adiponectina), levando a resisténcia insulinica e consequente hiperinsulinemia cronica.
Esta ultima condicdo favorece o crescimento tumoral a partir de seus efeitos mitogénicos, anti-
apoptoticos e angiogénicos, atuando diretamente sobre seus receptores nas células ou,
indiretamente, por mudangas no metabolismo de hormonios enddgenosi®®21-25 Entretanto, as
explicacBes sdo escassas quanto a essas hipdteses, sendo propostos novos mecanismos, como a
hipoxia tecidual induzida pela obesidade, a susceptibilidade genética, a migracdo de células
adiposas, alteracbes nos marcadores inflamatérios e imunoldgicos relacionados a obesidade,
mudancas no Sistema fator-kB e 0 estresse oxidativo?*28,

O modelo mais estudado que tenta explicar o desenvolvimento de neoplasias associadas a
obesidade envolve a hiperinsulinemia compensatoria e prolongada, devido a resisténcia
insulinica, levando ao aumento na concentracdo sérica de Fatores de Crescimento Insulina Like
(IGF) livres e bioativos e diminuicdo de suas proteinas ligantes, IGFBPs 1 e 2, agindo sobre seus
receptores com efeitos mitogénicos e antiapoptdticos, semelhantes a insulina’??2, Entretanto,
existem outras vias moleculares ligadas ao excesso de peso que podem ser relevantes na
carcinogénese, algumas vem recebendo maior atencdo da comunidade cientifica nos Gltimos
cinco anos. Esses sistemas ndo sdo exclusivos do eixo Insulina-IGF, mas suas regulacbes estdo
interligadas.

Assim, pode-se destacar a influéncia da Sindrome Metabélica (SM)?’, que contribui para
resisténcia insulinica e hiperinsulinemia compensatoria; a acdo dos IGFs sobre o figado,
reduzindo a sintese da globulina ligadora de horménios sexuais, aumentando a quantidade de
hormonios sexuais livres”?%2; a3 diminuicdo na concentracdo de adiponectina e
hiperleptinemia prolongada®*?®; a liberacdo de mediadores inflamatorios por hipoxia local
induzida pelo tecido adiposo em expansdo®; o estresse oxidativo causado pela producéo
irregular nos adipécitos de citoquinas, adiponectina, leptina, resistina, PAI-1, IL-6 e proteina
quimiotatica de mondcitos-1%°; os fatores genéticos, cujos estudos vem progredindo desde a
descoberta de quinze novos loci associados ao IMC®!; a sinalizaco lipidica e a diminuicio da
imunocompeténcia?*.

Esquemas terapéuticos foram propostos para a obesidade grave, porém se revelaram
ineficazes com o manuseio clinico para emagrecimento e a manutencdo da perda de peso®. A
cirurgia é considerada, atualmente, a medida mais efetiva no controle desta doenga e suas
morbidades, proporcionando importante diminuicdo da mortalidade a longo prazo (0,35%)%.
Assim, de acordo com a resolugdo do Conselho Federal de Medicina, de numero 1.942/2010, e
Ministério da Saude, que estabelecem normas seguras para o0 tratamento cirurgico, definindo
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indicacdes, procedimentos e equipe, a cirurgia bariatrica esta indicada para obesos quando o
IMC for acima de 35 Kg/m? com comorbidades ou acima de 40 Kg/m?, independente de
comorbidades®. No entanto, Pories et al. em 2010 sugeriram a reavaliagdo das diretrizes atuais
para cirurgia bariatrica®®, pois a restricdo a esse nivel de IMC como principal requisito para
indicacdo parece néo refletir o grau ou distribuicdo de obesidade, discriminando injustamente a
composic¢do da gordura corporal e metabdlica.

Estudos ja relataram efeitos positivos da cirurgia de obesidade no risco de doencas como o
cancer, além de reduzir distirbios metabolicos e DM tipo 2322¢ apesar de ja ter sido evidenciado
que o efeito da cirurgia sobre a curva ponderal ndo é sempre acompanhado por diminuigdo
comparavel no risco de neoplasias®’8. Atualmente, a cirurgia bariatrica mais utilizada no Brasil
e no mundo é a derivacdo gastrica em Y de Roux (DGYR). Porém, a gastrectomia vertical, ou
sleeve gastrectomy, vem apresentando resultados satisfatérios quanto a curva ponderal e melhora
de comorbidades, inclusive efeitos comprovados sobre a SM3%4°,

Diante das evidéncias, é necessario investigacdes para melhor compreensdo dos mecanismos
moleculares que ligam a funcéo irregular do tecido adiposo ao cancer, de forma a fornecer novas
estratégias terapéuticas para prevenir e tratar esta doenca. Ndo obstante, combater e tratar a
obesidade é, também, uma prioridade a fim de reduzir a mortalidade por neoplasias a ela
relacionadas. Com a evidéncia e evolugdo das ciéncias 6micas, tornou-se possivel explorar as
mudancas do genoma na expressdo do perfil genético relacionado a obesidade e ao céncer,
abrindo um caminho promissor para uma melhor compreensdo, a nivel molecular, sobre os
possiveis fatores que influenciam nessa relacéo.

A protedmica é uma tecnologia que permite o estudo do produto da expressdo génica através
de amostras bioldgicas. O estudo protedmico permite analisar como as proteinas interagem com
outras moléculas, induzem e controlam as vias metabdlicas, influenciando na proliferacéo
celular, crescimento, apoptose e senescéncia, oferecendo-se, assim, uma Unica compreensao dos
complexos sistemas bioldgicos*!. Recentemente, 0 termo oncoprotedmica tem sido usado para
descrever abordagens na pesquisa do cancer que permite a investigacdo da expressdo de
proteinas que poderiam ser marcadores sensiveis de doengas malignas*?, denominadas
biomarcadores. A deteccdo dessas moléculas deve ser minimamente invasiva, sensivel,
especifica, simples e de baixo custo®, além de prontamente acessivel através da coleta de fluidos
corporais de facil acesso, como sangue, urina ou saliva*!.

Nos ultimos anos, a protedmica vem sendo aplicada a fim de elucidar uma variedade de vias

de detecgéo e discriminacéo de enzimas lipoliticas em pacientes obesos*, além do perfil intra-
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abdominal e subcutaneo de adipoguinas®. No entanto, dados sobre investigacdo protedmica em
pacientes submetidos a cirurgia bariatrica ainda sdo limitados*®°. Por isso, a grande demanda
por técnicas sofisticadas justificaria a aplicacdo da protedbmica para melhor definir as
consequéncias metabdlicas e, talvez relacionadas a carcinogénese, antes e apds a cirurgia
bariatrica.

Dessa forma, a caracterizagdo protedmica do plasma obtido de pacientes com obesidade para
a identificacdo de potenciais biomarcadores de doengas especificas promete ser uma poderosa
ferramenta de diagndstico para a defini¢ao do inicio, progresséo e prognostico de neoplasias®.

Além disso, independente do impacto individual das vias metabdlicas envolvidas na
fisiopatologia e progressdo do cancer, é evidente que esta doenga caminha lado a lado com a
obesidade. Assim, é fundamental um profundo entendimento dos mecanismos envolvidos nesta
associacdo. Considerando que o tecido adiposo pode estar envolvido na formacdo de alguns
processos neoplasicos, é possivel reduzir o risco de desenvolvimento dessa doenga ndo apenas
pelo seu tratamento, mas também pelo tratamento da obesidade em si. Desse modo, a
identificacdo e compreensdo sobre 0 comportamento de marcadores biomoleculares no processo

da carcinogénese associada a obesidade torna-se imprescindivel.

1.2 Justificativa do estudo

O aumento na prevaléncia da obesidade e suas morbidades, bem como do céncer, exige
acOes de prevencdo e controle. O tratamento cirtrgico da primeira, além do baixo indice de
mortalidade, mostrou-se eficaz no controle da doenca e suas complicacOes, beneficiando uma
parte da populacdo de interesse do sistema publico de salde, devido ao elevado custo terapéutico
na sua assisténcia. Por outro lado, enquanto politicas de salde publica estdo sendo
implementadas com o objetivo de controlar as causas basicas da obesidade, existe, em paralelo,
uma necessidade de melhor compreensdo dos processos bioldgicos associando céncer e
obesidade como pré-requisito para o desenvolvimento de novas abordagens de prevencdo e
tratamento, além do que ndo existe estudo na populacédo brasileira que avalie o impacto do risco
de cancer relacionado a obesidade e seu comportamento apds o tratamento cirurgico. A
introducdo de novos e acessiveis procedimentos para a analise de genes e proteinas torna
possivel a realizacdo de estudos capazes de identificar suas respectivas participacdes na biologia

celular em condi¢des teciduais normais e patoldgicas. A compreensdo da expressao das proteinas
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relacionadas a carcinogénese, apds o tratamento cirdrgico da obesidade, permite a ampliagdo no
arsenal diagndstico e terapéutico para essas duas entidades.
Diante desse grupo de evidéncias, sdo lancadas as seguintes perguntas condutoras:
1) O perfil protebmico na obesidade pode revelar proteinas potencialmente
carcinogénicas?
2) A hiperinsulinemia influencia na expressdo dessas proteinas?
3) A perda de peso induzida pelo tratamento cirdrgico da obesidade influencia no

perfil protedbmico potencialmente carcinogénico?

1.3 Defini¢ao dos objetivos

1.3.1 Geral

Avaliar, de maneira prospectiva, os efeitos da perda de peso induzida pelo tratamento

cirurgico da obesidade na expressdo de proteinas relacionadas ao aparecimento de tumores.

1.3.2 Especificos

1. Analisar o perfil de proteinas significativamente expressas no plasma de pacientes obesos
no pré-operatorio e seis meses apos a cirurgia;

2. Avaliar o efeito da queda do IMC na regulacdo da expressdo dessas proteinas
potencialmente carcinogénicas;

3. Auvaliar o efeito do percentual da perda de peso na regulacdo da expressao das proteinas
potencialmente carcinogénicas;

4. Avaliar os efeitos da mudanca dos niveis plasmaticos de insulina, induzidos pela perda de

peso, sobre a expressao do perfil protedmico potencialmente carcinogénico.
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2.1 Obesidade

2.1.1 Epidemiologia

A obesidade é um dos principais problemas de saude publica da atualidade com prevaléncia
crescente, sobretudo nas duas ultimas décadas. Tornou-se uma pandemia de elevado custo
terapéutico que tem contribuido para o aumento da mortalidade?.

Segundo dados da OMS, 35% dos adultos apresentaram sobrepeso em 2008, predominando
ligeiramente no sexo feminino (34% dos homens e 35% das mulheres), e a obesidade foi
registrada em 10% dos homens e 14% das mulheres. Atualmente, estima-se que pouco mais de
um bilhdo de adultos apresentem sobrepeso, dos quais um total de mais de meio milhdo sejam
obesos. Além disso, a previsdo € de que em 2015, 2,3 bilhdes de adultos apresentem sobrepeso e
mais de 700 milhdes sejam obesos?.

Na faixa etaria infantil, a obesidade também representa um grave problema de saude publica,
afetando paises de baixa e média rendas, especialmente em ambientes urbanos!. Ainda de acordo
com a OMS, o numero de criancas em 2010 abaixo de cinco anos com sobrepeso foi estimado
em mais de 42 milhdes, sendo 17 milhdes portadoras de obesidade e 35 milhdes localizadas em
paises em desenvolvimento®!. Criancas com sobrepeso tendem a ficar obesas na idade adulta e
mais propensas ao desenvolvimento de doencas ndo transmissiveis, como alteracdes
cardiovasculares e diabetes em idade mais jovem!. Além disso, como os indices de obesidade
infantil seguem em progressdo, o risco de desenvolvimento de neoplasias é significativamente
mais alto.

A prevaléncia da obesidade aumenta com o nivel socioecondmico dos paises, onde a
diferenga passa de 7% em paises de renda media inferior para 24% em paises de renda média
alta’. Em todo o mundo, esta enfermidade representa o quinto fator de risco de morte, matando
2,8 milhdes de pessoas anualmente, devido as complicagdes a ela relacionadas?.

Por outro lado, no Brasil, a prevaléncia de obesos vem aumentando, sobretudo na populacdo
de baixo nivel socioecondmico e acima dos 40 anos®2. Quanto & obesidade infantil, a Pesquisa de
Orgcamento Familiar de 2009 evidenciou que 21,7% da populacéo entre 10 e 19 anos apresentava
excesso de peso®3,

O Ministério da Saude apresenta dois estudos nacionais, cujo objetivo é contribuir para a
formulacdo de politicas publicas que promovam a melhoria da qualidade de vida da populacéo

brasileira, e evidencia que a propor¢do de habitantes com sobrepeso cresceu de 42,7% para
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48,5% entre 0s anos de 2006 e 2011, variando de 39,8% em Séo Luis a 55,4% em Porto Alegre e
maior no sexo masculino (52,6%) em relacdo ao feminino (44,7%). A maior frequéncia de
sobrepeso em homens foi observada no estrato de maior escolaridade e, em mulheres, no estrato
de menor escolaridade®*®,

Ainda de acordo com esses estudos, a incidéncia de obesidade subiu de 11,4% para 15,8%,
variando entre 12,5% em Palmas e 21,4% em Macapa. No sexo masculino, sua frequéncia
triplicou da faixa de 18 a 24 anos de idade para a faixa de 35 a 44 anos, declinando em idades
mais avancadas e, no sexo feminino, a frequéncia aumentou até os 64 anos, declinando

ligeiramente ap0s®*,

2.1.2 Diagnostico e classificacdo

O excesso de peso corporal é de carater multifatorial, relacionado a fatores genéticos,
psicossociais, culturais, nutricionais, hormonais, metabolicos (estresse oxidativo) e
comportamentais (diminuicdo de atividade fisica e aumento no consumo de alimentos caléricos
com baixa ingestdo de fibras). Esta complexa etiologia torna a sua prevencdo e tratamento
especialmente desafiadores. Nela, observa-se um desequilibrio do balanco energético, onde o
ganho é maior que o gasto, 0 quociente respiratorio estd elevado, ha resisténcia periférica a
insulina, hiperinsulinismo compensatorio e acumulo excessivo de gordura visceral.

O tecido adiposo é o principal reservatorio energético do organismo, sendo dividido em
tecido adiposo marrom (especializado na termogénese, participando do controle da temperatura
corporal) e tecido adiposo branco, hoje conhecido como um 6érgdo enddcrino, além da sua
capacidade de armazenar energia na forma de triacilglicerol®®. O tecido adiposo branco é
dividido em tecidos subcutaneo e visceral, o qual é metabolicamente mais ativo que o primeiro,
possuindo alta atividade lipolitica com consequente liberacdo de &cidos graxos livres na
circulacdo portal. Essas alteracbes, assim como a resisténcia insulinica, sdo as principais
responsaveis pelas complicacdes metabolicas associadas a obesidade. Dessa forma, com
evidéncias aumentadas dos riscos a salde associados ao acumulo de gordura visceral, duas
medidas da adiposidade central, a razdo cintura-quadril e a medida da circunferéncia abdominal,
sdo usadas junto ao IMC, sendo o ultimo aceito mundialmente para classificar a obesidade e o
risco de doencas associadas. Por outro lado, embora seja a medida mais utilizada, estudos
epidemioldgicos recentes indicam que ele ndo é o melhor preditor para o risco de doenca

cardiovascular em comparagdo a outras medidas®’, além de n&o refletir o grau ou distribuigdo de
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obesidade, discriminando injustamente género, idade, aptidao fisica e composi¢cdo da gordura
corporal e metabdlica. Segundo a OMS, considerando-se o IMC, a obesidade é classificada de

acordo com o quadro 1.

Quadro 1. Classificacdo da obesidade baseando-se no indice de massa corporal (IMC), em
kg/m?, e no risco de doencas associadas?.

IMC (Kg/m?) Classificacdo Classe/grau de Risco
obesidade
<18,5 Magreza 0 Baixo
18,5-24,9 Normal 0 Normal
25-29,9 Sobrepeso 0 Pouco elevado
30-34,9 Obesidade Leve I Elevado
35-35,9 Obesidade Moderada I Muito elevado
>40 Obesidade Grave i Muitissimo elevado

Na Asia, esses critérios foram modificados, sendo proposta uma nova classificacdo para
essa populacdo (Quadro 2), pois apesar da prevaléncia da obesidade nesses paises ser de 3%, o
que é inferior aos paises ocidentais, hd& uma maior proporcdo de gordura visceral para
determinado peso®8.

Quadro 2. Classificagio da obesidade na Asia de acordo com o IMC (Kg/m?)%,

IMC (Kg/m?) Classificagédo Risco
<18,5 Magreza Baixo
18,5-22,9 Normal Normal
>23 Sobrepeso Elevado
>25 Obesidade Leve Moderado

>30 Obesidade Moderada Severo
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Uma pessoa com IMC maior ou igual a 30 Kg/m? apresenta maior risco de desenvolvimento
de doencas que se associam a diminuicdo da sobrevida, como alteragcdes cardiovasculares, DM
tipo 2, apnéia do sono, dislipidemia e cancer?, aumentando os gastos com as politicas de satde
publica voltadas para esta doenca. Assim, em 2010, o SUS gastou com todas as doencas
relacionadas & obesidade aproximadamente 2,1 bilhdes de ddlares, 68,4% devido a
hospitalizagdes, cujo indice foi mais alto entre os homens. Em contrapartida, o custo com o
tratamento ambulatorial foi maior entre as mulheres. As neoplasias responderam pelo segundo

maior investimento financeiro, perdendo, apenas, para as doengas cardiovasculares®.

2.2 Cancer

2.2.1 Epidemiologia

O céancer é uma doenca associada a diferentes fatores, apresentando alta incidéncia no mundo
e no Brasil. Nas ultimas décadas, ganhou maior dimensdo, tornando-se um preocupante
problema de satide publica mundial®. Esta patologia representa a segunda causa de morte no
mundo, atingindo 12,5% da populagéo global, prevendo-se um aumento de novos casos para 15
milhdes em 2020 e 27 milhdes em 2030, com 17 milhdes de mortes anualmente (OMS). O maior
efeito desse aumento vai incidir principalmente nos paises em desenvolvimento®?.

Globalmente, as neoplasias de pulmédo, mama, estdmago, prostata, célon e reto causam a
maioria das mortes e predominam nos paises com grande volume de recursos financeiros. Em
paises com baixos e médios recursos, as neoplasias predominantes séo as de estbmago, figado,
cavidade oral e colo do Utero. Para tal, evidencia-se a influéncia de importantes fatores de risco
tais como o0 uso de tabaco, a dieta insalubre, a inatividade fisica, 0 consumo excessivo de &lcool
e a obesidade®.

No Brasil, 0s registros estatisticos sobre o cancer para o ano de 2012, também validos para o
ano de 2013, apontam para a ocorréncia de 489.270 casos novos. De acordo com 0s dados
absolutos sobre a incidéncia e mortalidade no Brasil, as regides Norte e Nordeste sdo as mais
atingidas®. Segundo o Instituto Nacional do Céncer (INCA), os tipos mais incidentes no pais, a
excecao do cancer de pele do tipo ndo melanoma, séo os de prostata e pulmao no sexo masculino
e mama e colo do dtero no sexo feminino, acompanhando o mesmo perfil da magnitude

observada para a América Latina®. Estas informagGes tém sido Gteis no planejamento de agdes
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para o controle do cancer e sdo elementos fundamentais para o entendimento desta doenca
enquanto problema de salde publica e analise das a¢Ges previstas na politica de controle.

A distribuicdo dos diferentes tipos de cancer no pais sugere uma transi¢ao epidemiologica em
andamento. Com o recente envelhecimento da populacdo, que projeta o crescimento exponencial
de idosos, além do aumento da obesidade, é possivel identificar um aumento expressivo na sua
prevaléncia, o que demanda do SUS imenso esfor¢o para a oferta de atencdo adequada aos
doentes. Esta perspectiva deixa clara a necessidade de grande investimento na promocao de
salde e na busca de conhecimento e modificacdo dos padrdes de exposicdo aos fatores de risco

para o cancer®,

2.2.2 Associacao epidemioldgica entre obesidade e cancer

A obesidade tem sido associada ao desenvolvimento de diferentes tipos de cancer,
estando relacionada a 10% de todas as mortes oncoldgicas em ndo fumantes’®%-2 e presente em
aproximadamente 14% de todas as mortes por cancer em homens e 20% em mulheres®. Dados
combinados de 57 estudos de coorte sugerem que a cada5 kg/m? de aumento no IMC aumenta o
risco de mortalidade por neoplasias em até 10%°°,

No subgrupo de obesos classe I, ndo tabagista, o risco de morte por cancer pode chegar a
38% nos homens e 33% nas mulheres e, comparando a populacdo ndo obesa, as pessoas do Sexo
masculino com obesidade grave tem uma chance 52% maior de morrer por cancer, sendo 0 risco
mais acentuado nas mulheres (62% maior)®.

O percentual de ocorréncia de cancer relacionado ao sobrepeso e obesidade depende do
6rgdo acometido pelo tumor, destacando-se as neoplasias do aparelho digestivo, como célon e
reto®14, esofago®” %1316 vesicula biliar®"1%13 pancreas®” 191317 estdbmago e figado®"9131920 ¢
neoplasias hormonio-dependentes como mama®”%13 endométrio®” %315 colo uterino e ovarios.
Outras neoplasias também associadas & obesidade incluem rins®"%1320 ¢ em menor proporgéo,
prostata, Linfoma ndo Hodking e mieloma maltiplo®7 10-13 |

Assim, a obesidade pode estar presente em até 40-50% dos casos de neoplasias de
endométrio e esofago, 20-30% das neoplasias renais e até 50% dos casos de mama apds a
menopausa®. Foi observado relacdo inversa entre IMC e neoplasias de mama antes da menopausa
e pulmdo, porém ha provavel evidéncia que a obesidade abdominal aumente o risco de

neoplasias de pancreas, endométrio e mama®®.
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A associacdo entre obesidade e cancer também € especifica por sexo. Assim, uma metanalise
realizada por Renehan et al avaliou estudos prospectivos para 20 diferentes tipos de cancer.
Entre os homens, os resultados confirmaram forte relagdo entre o excesso de peso (com base em
5 kg/m? de aumento no IMC) e adenocarcinoma de es6fago, bem como neoplasias de tiredide,
rim e célon. Entre as mulheres, os resultados também confirmaram forte relagéo entre obesidade
e neoplasias de endomeétrio, vesicula biliar, rins e es6fago. Associagdes fracas no sexo masculino
foram encontradas para o melanoma, cancer retal, leucemia e linfoma ndo-Hodgkin; no sexo
feminino, houve fraca associacdo com leucemia, tiredide, péncreas, colon e linfoma néo-
Hodgkin®2,

Outro estudo de metanalise evidenciou a associacdo entre obesidade e as neoplasias
gastrintestinais. Nessa investigacdo, o grupo de trabalho criado pela Agéncia Internacional para
Pesquisa sobre o Cancer estimou que o aumento de peso responde por 11% dos casos de
neoplasia de colon e 39% dos casos de adenocarcinoma de esdfago. Correlacionando obesidade,
neoplasia gastrintestinal e sexo, observou-se um aumento no risco de cancer de c6lon em
homens, mas ndo foi encontrada esta associacdo em mulheres. Em ambos sexos, 0 risco de
adenocarcinoma esofagico foi elevado e ndo houve associacdo com neoplasias de pancreas e
estémago®®.

A atividade fisica reduz o risco de doencas cronicas e, consequentemente, a taxa de
mortalidade por qualquer causa, independente do grau de excesso de peso. Porém, em relacdo as
neoplasias, o beneficio da atividade fisica reduz o risco em até 20 a 40% para célon, endométrio

e mama®.

2.3. Mecanismos fisiopatoldgicos entre obesidade e cancer

2.3.1 Aspectos gerais

Os possiveis mecanismos responsaveis pela associagdo entre obesidade e cancer incluem a
distribuicdo da gordura corporal e alteracGes nos padrdes hormonais, envolvendo o eixo Insulina-
IGF, estrogenos e progesterona e adipocitoquinas produzidas no tecido adiposo visceral. Esse
conjunto de fatores promove a resisténcia insulinica e aumento na produgdo de insulina pelo
pancreas para compensar o metabolismo da glicose. Esta tltima condicao favorece o crescimento

tumoral a partir de seus efeitos mitogénicos, anti-apoptoticos e angiogénicos, atuando
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diretamente sobre seus receptores nas células ou, indiretamente, por mudangas no metabolismo
de hormonios enddgenost0-13.21-25,

Entretanto, as explicacbes sdo escassas quanto a essas hipoteses, sendo propostos novos
mecanismos, como a hipoxia tecidual induzida pela obesidade, a susceptibilidade genética, a
migracdo de celulas adiposas, alteragbes nos marcadores inflamatorios e imunoldgicos
relacionados & obesidade, mudancas no Sistema fator-«B e 0 estresse oxidativo?*2%,

Por outro lado, sabe-se que a frequéncia de SM e o DM tipo2 aumentam com o IMC,
associando-se ao aumento no risco de desenvolvimento de neoplasias, sobretudo do sistema
digestivo %, ndo se observando o mesmo no DM tipo 1, reforcando o papel carcinogénico dos
altos niveis de insulina. Particularmente em relacdo ao cancer de pancreas, o risco permanece
significativamente alto ap6s a exclusdo dos casos nos quais o diagndstico de cancer foi feito

entre um e cinco anos apos o diagndstico de DM tipo 2%.

2.3.2 Eixo IGF

Os fatores de crescimento semelhantes & insulina, também conhecidos
como somatomedinas ou IGFs (Insulin-like growth factor) sdo polipeptideos com sequéncias
similares da insulina e codificados por genes que se localizam no brago longo do cromossomo 12
(IGF-1 ou somatomedina C) e no brago curto do cromossomo 11 (IGF-2 ou somatomedina A),
em regides proximas aos proto-oncogenes®’. Sua secrecdo ocorre a medida que sdo produzidos,
exercendo acles autdcrinas, pardcrinas e endocrinas sobre o metabolismo intermediario,
proliferacdo, crescimento e diferenciacdo celular. Esses fatores sdo parte de um sistema
complexo (referido como "eixo IGF"), que consiste em dois receptores de superficie (IGF-1R e
IGF-2R) e dois ligantes (IGF-1 e IGF-2) que se associam com elevado grau de especificidade e
afinidade a uma familia de seis proteinas carreadoras (IGFBP-1 a IGFBP-6), as quais modulam
suas atividades. A maioria das agdes conhecidas dos IGFs é exercida mediante sua ligacdo ao
receptor tipo 1 (IGF-1R), ndo sendo ainda claro o papel fisiologico do receptor tipo 2 (IGF-
2R)??. Ha indicios de que o IGF-2R possa participar da remogdo do IGF-2 do ambiente
extracelular. Assim, multiplas vias de sinalizagdo, entre elas, a via da fosfoinositol-3-quinase
(PI3K) e da proteina quinase ativada pelo mitégeno (MAP quinase), sdo ativadas pela interagdo
entre os IGFs e seus receptores. Essas vias estdo envolvidas no transporte de glicose, na
regulacdo da sintese de glicogénio e de uma variedade de reguladores de sobrevida celular, além
de inibicdo da apoptose®’.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Polipept%C3%ADdeo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Insulina
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A sintese de IGFs envolve fatores reguladores como o Horménio do Crescimento (GH),
considerado um dos principais promotores desta sintese, porém o estado nutricional e o aporte
proteico-calorico apresentam papel relevante na producédo das somatomedinas®’. No homem, o
IGF-1 sérico encontra-se diminuido em situac6es de restricdo caldrica ou proteica, tornando-se
normal com a realimentacdo. Por outro lado, a hiperalimentacdo ndo é capaz de elevar a
concentracdo de IGF-1. A diminuicdo dos sitios hepaticos do GH pelo aumento da insulina no
estado de ingestdo calorica e a reducdo da expressdo génica do IGF-1 parecem estar envolvidas
nesse processo. Os hormdnios tireoideanos também participam desta regulacdo ao aumentar a
ligacdo hepética do GH e, consequentemente, a sintese de IGF-1. Em contrapartida, a agéo
estimuladora do GH sobre a secrecio de IGF-2 é discreta®’.

Os IGFs se associam a familia de proteinas transportadoras denominadas insulin-like
growth factor binding proteins ou IGFBPs, as quais também sdo produzidas em diversos 0rgaos
e tecidos sob estimulo do GH. Cada IGFBP pode apresentar acdes independentes dos IGFs na
apoptose e no crescimento celular®”. A IGFBP-1, bem como a IGFBP-2, tem suas concentracdes
correlacionadas inversamente a concentracdo de insulina podendo ser suprimidas logo apés a
alimentacéo e elevadas com o jejum. O glucagon e o cortisol também estimulam sua secrecdo em
situagbes de insulinemia controlada ou hipoinsulinemia, embora a insulina seja o principal
regulador dessas duas proteinas de ligagdo®’. A IGFBP-3 é a mais abundante na circulagao,
ligando-se a aproximadamente 85 a 90% dos IGFs circulantes; IGFBP-4 tem sua secregdo
aumentada pela vitamina D e pelo paratorménio (PTH); A IGFBP-5 tem como principal
regulador de sua secrecdo o GH, acdo que independe do IGF-1;A IGFPB-6 difere das demais
pela sua afinidade a IGF-2 e, junto a IGFBP-2, é a mais abundante no liquido
cefalorraquidiano®’.

A maioria dos IGFs é encontrada na circulagdo como integrante de um complexo tenério,
formado por uma proteina transportadora (IGFBP-3) e uma subunidade proteica acido-labil
(ALS). Neste complexo, cujos integrantes tem sua secre¢do estimulada pelo GH, encontram-se
85 a 90% dos IGFs circulantes, pois devido ao seu peso molecular, a molécula IGF-1IGFBP-3-
ASL ndo transpbe a barreira endotelial. Tanto a IGF-1 quanto o IGFBP-3 tem sua secregéo
também influenciada pela idade e pelo género?. A IGFBP-3, secretada no sangue, entra no
figado e iré se juntar ao IGF-1 e a ASL, ambos secretados pelos hepatocitos, de tal modo que a
formagdo do complexo ndo ocorrera até que todos os componentes estejam na circulagdo®’.
Estudos epidemiologicos atuais sobre o cancer tém focado, principalmente, sobre essas duas
proteinas, o IGF-1 e o IGFPB-3%2,
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Em termos de ativacdo de receptor, o IGF-1 se liga com alta afinidade ao IGF-1R e com
baixa afinidade ao receptor de insulina (IR), ocorrendo o inverso com a insulina?. A semelhanca
estrutural entre o IGF-1R e o IR permite que receptores hibridos compostos por um hemi-IGF-
1R e um hemi-IR sejam formados em células que expressam os dois receptores. Esses receptores
hibridos apresentam afinidade pelos IGFs compativel ao IGF-1R e afinidade de 15 a 50 vezes

menor pela insulina®’.

2.3.3 Eixo GH-IGF

A secrecdo hipofisaria de GH tem controle hipotalamico, exercido pelo GHRH
(hormonio liberador do GH), somatostatina €, em menor intensidade, pela grelina. O GHRH e a
grelina estimulam a secre¢do, enquanto a somatostatina exerce acdo inibitoria. Outros fatores
também interferem na secrecdo de GH, como a tiroxina, o glucagon, os esterdides sexuais, a
dopamina e a hipoglicemia, que estimulam a secrecdo atuando no hipotalamo ou na hipofise. Por
outro lado, o sistema de retroalimentacdo negativo exercido pelo GH e pelos IGFs, regulando as
concentracdes de GHRH e de somatostatina ou atuando diretamente sobre as células hipofisarias,
é determinante na regulacio da sintese e na secrecdo do GH®’.

Em pacientes eutrdficos, o estado de jejum leva ao aumento na secrecdo de GH, sem
alteracdo na concentracdo sérica de IGF-1, devido a resisténcia hepatica ao GH, causada pela
reducdo na concentracdo de insulina durante o jejum, ja que ela estimula a sintese do receptor de
GH (GHR). Por outro lado, no estado de obesidade ocorre excesso de gordura visceral, sobretudo
no figado, cursando com estado de hipofuncdo do eixo GH-IGF-1 e marcada diminuicdo na
secrecdo de GH, devido ao feedback negativo, regulado pelo aumento de IGF-1 livre sobre a
glandula pituitaria, inibindo a producio de GH®®. Isso ocorre porque a hiperinsulinemia presente
na obesidade exerce efeito inibitorio na liberacdo de GH pelos somatotréfos através do bloqueio
na sintese de IGFBPs pelo figado, ocorrendo aumento da fracdo livre de IGF-1. Além dessa
acao, ela aumenta a densidade e sensibilidade de receptores GH, causando mudangas
significativas na producdo de IGF-1 e IGFBP-3. O aumento na concentracdo de IGFBP-3 &, no
entanto, menos marcante que o do IGF-1, levando ao aumento da relagdo molar IGF/IGFBP-3,
que associado a diminuicdo da concentracdo de IGFBP-1, pode refletir maior bioatividade dos
IGFs, favorecendo a formagcéo de tumores®®. Os &cidos graxos livres também inibem a liberagio

de GH pela hipofise.
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As fisiologias dos eixos IGF e GH, bem como os efeitos da insulina podem ser resumidas
na figura 1.

Quando relacionados, o IMC e o IGF-1 total ndo apresentam relacédo linear, visto que em
individuos super obesos, sua concentracdo diminui significativamente comparada a individuos
com peso normal. A concentracdo de IGFBP’s 1 e 2 também diminui com aumento do IMC,

ocorrendo o inverso com a fragdo livre de IGF-1, que apresenta uma relagdo proporcional ao

IMC?2,
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Figura 1. Fisiologia do eixo GH-IGF e repercussfes do efeito da insulina sobre o mesmo.
GH=Hormdnio do Crescimento; GHR=Receptor do Hormdnio do Crescimento; IGF=Insulin-Like
growth factor; IGFBPs= Insulin-Like growth factor binding proteins.
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2.3.4 Mecanismos envolvidos na carcinogénese

O conceito da relacéo entre metabolismo irregular e carcinogénese foi anunciado por Otto
Warburg™. Em 2002, num painel de especialistas da Agéncia Internacional para Pesquisa sobre o
Céncer (IARC), avaliou-se a relacdo entre obesidade e cancer e se concluiu que algumas
neoplasias poderiam ser prevenidas evitando o ganho de peso’. A partir dai, estudos
observacionais e epidemioldgicos investigaram tal associacdo, sugerindo mecanismos que

relacionam essas duas doencas.

A hipotese mais estudada envolve a acdo da hiperinsulinemia prolongada. Nesse formato
simples, a obesidade, especificamente visceral, resulta em aumento na liberacdo de acidos graxos
livres, Fator de Necrose Tumoral alfa (TNFa) e da resistina, bem como em diminuicdo na
liberagdo de adiponectina na circulagdo e consequente desenvolvimento de resisténcia insulinica
pelo acimulo de metabdlitos de acidos graxos dentro de tecidos responsivos a insulina. Assim,
h& uma diminuicdo na eficiéncia de sinalizacdo insulinica para regulacdo da glicose plasmatica
nos tecidos sensiveis a sua acdo, como o musculo esquelético, figado, tecido adiposo e endotélio,
e aumento compensatorio na producdo de insulina pelo pancreas a fim de manter os niveis

glicémicos dentro da faixa de normalidade®’.

A hiperinsulinemia reduz a producdo de IGFBP-1 e IGFBP-2, que normalmente se ligam
ao IGF-1 inibindo sua acdo, resultando em aumento nos niveis de IGF-1 livre, bioativo. Esta
somatomedina, junto a insulina, se liga aos seus receptores, resultando em fosforilagdo de
proteinas IRS, que ativam a cascata de sinalizacdo intracelular, representada pelas vias
fosfoinositol-3-quinase (PI3K-Akt) e proteina quinase ativada pelo mitdgeno (MAP guinase ou
MAPK), ambas envolvidas no processo da carcinogénese?’. Essas vias ativam oncogenes Ras-
MAPK, induzindo proliferagéo celular e consequentes mudangas no ambiente celular favoravel a
formacdo de tumores’?! . Outras a¢des da insulina seriam a estimulagdo da B-catenina, uma via
de sinalizagdo precoce em neoplasias, que promove a inibicdo da glicogénio sintase 3 p e a
ativacdo de oncogenes Ras-MAPK, além de induzir a proteolise de IGFBP-3, o que poderia
reduzir a afinidade de IGF-1 aos fragmentos de IGFBP-3, aumentando a liberagdo de IGF-1

livreZ,

O IGF-1 apresenta acGes mitogénica e anti-apoptética, induz hipoxia e linfangiogénese

relacionada a tumores, produz o fator de crescimento endoltelial vascular (VEGF) mediado pelo
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fator-1, e aumenta a migracio celular, mediada por integrinas e e-caderina?. Além disso, é
importante na regulacdo da diferenciacdo e organizacao celular, como também na estimulagéo da
via de sinalizagdo chave para iniciacdo tumoral (-catenina) e potencializacdo dos efeitos de
outros estimuladores do crescimento celular, incluindo estrdgenos®®. Estudos indicam que esta
somatomedina encontra-se hiperexpressa em muitas neoplasias, incluindo mama, colon e

prostata®? (Figura 2).

Célula alvo

Obesidade

Insulina
» Mitogénica
+ Anti-apoptose
IR | °Fatores de crescimento
» Estimula B-catenina
« IGFBP-3 (protedlise)
IGF-1
v » Mitogénica
IGFBP-1 « Anti-apoptose
IGF1-R * Proangiogénico
IGFBP-2 * Regula tamanho celular
- * Aumenta migra¢ao celular
e * Potencializa fatores de crescimento

A\ 4
Insulina | ----- >

IGF-1 livre

Desenvolvimento de tumor

Figura 2. Hipdtese insulina-IGF como mecanismo responsavel pela associagdo entre cancer e obesidade, ”formato
simples”: Obesidade estd associada ao estado prolongado de hiperinsulinemia, que reduz a producdo de IGFBP-1 e
IGFBP-2. A diminuigdo nessas proteinas resulta em aumento dos niveis de IGF-1 livre, acreditando-se ser a forma
“bioativa”de IGF-1. A¢des do IGF-1 (listado no quadro da célula alvo) pode favorecer o desenvolvimento de
tumores. Abreviacgdes: IR, receptor da insulina; IGF-1R, receptor do fator de crescimento insulina-like.

A resisténcia insulinica e consequente hiperinsulinemia sdo fatores progndésticos adversos
a mortalidade associada as neoplasias de mama?®, cdlon’? e préstata”™, podendo promover uma
baixa resposta ao tratamento contra o cancer ou um fenotipo mais agressivo em pacientes com
diabetes’. A hiperinsulinemia constitui um fator de risco para cancer de endométrio™ e
apresenta efeitos proliferativos no hepatocarcinoma pela upregulation da enzima AKR1B10, a

qual favorece o desenvolvimento e progressdo tumoral através de lipogénese’®.

Além disso, 0 peptideo C, cuja concentracdo plasmatica habitualmente esta elevada
quando ha hiperinsulinemia, esta relacionado a um maior risco de cancer de mama, endomeétrio e

cblon, ndo sendo visto a mesma relacdo com neoplasias de prostata, ovarios e mama antes da
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menopausa??. Este peptideo é oriundo da clivagem da pro-insulina em insulina e peptideo-C,
sendo sua dosagem Util para acompanhar a producéo enddgena de insulina.

As intervencOes terapéuticas indicadas para pacientes com DM tipo 2 sdo o uso regular
de insulina, de drogas que aumentam a secrecdo de insulina, como sulfoniluréias, ou de drogas
de sensibilizacdo da insulina, como metformina ou tiazolidinedionas (TZDs). Dados sugerem
que pacientes obesos que usam insulina ou farmacos que aumentam a secrecdo de insulina tem
um risco mais alto de neoplasias com pior prognéstico em relacdo aos pacientes que usam drogas
de sensibilizago insulinica ’’, possivelmente devido a reducéo nos niveis circulantes de insulina,

mostrando a forte associacdo entre niveis altos de insulina e risco de cancer.

Existem outras vias moleculares ligadas ao excesso de peso, que podem ser relevantes na
carcinogénese. Estes sistemas ndo sdo, necessariamente, exclusivos do eixo Insulina-IGF, mas
suas regulagdes estdo interligadas, constituindo o modelo complexo da hip6tese insulina-cancer,
abaixo destacados:

Sindrome Metabdlica

A Sindrome Metabolica é caracterizada por resisténcia insulinica, tolerdncia a glicose
comprometida, obesidade central, hipertensio e dislipidemia?®, e pode estar associada a
desordens de coagulacdo e de marcadores inflamat6rios como o aumento da Proteina C Reativa e
alteracdes no sistema das adipoquinas. Recentes estudos indicam uma relacdo independente

desta sindrome com a formac#o de adenoma colorretal® e cancer de mama ap6s a menopausa’®.

Esteroides sexuais

A obesidade também influencia a sintese e biodisponibilidade de estr6genos, andrégenos e
progestagenos. O tecido adiposo promove a expressdo de enzimas que metabolizam os
hormdnios sexuais, como a enzima aromatase, a qual estimula a formagéo de estrogenos a partir
de precursores androgénicos, secretados pelas gbnadas e glandulas adrenais. Nos homens e nas
mulheres apds a menopausa, 0 tecido adiposo é o principal local de sintese dos estrégenos. Na
obesidade ha aumento dos niveis circulantes de insulina e da atividade de IGF-1, resultando em
reducdo na sintese hepéatica e concentracdo sanguinea de globulina ligadora de hormonios
sexuais, (SHBG), aumentando, dessa forma, a quantidade de hormonios sexuais livres,

bioativos’?2-2°28,
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Ensaios experimentais evidenciam que estrégenos e progestagenos estdo envolvidos na
regulagdo da proliferagdo e diferenciagdo celular, bem como da apoptose, contribuindo para a
carcinogénese nos tecidos sensiveis a estes hormonios. Assim, o risco de cancer de mama apos a
menopausa aumenta em torno de 50% diante de concentracbes diminuidas de SHBG e
concentragOes elevadas de esteroides sexuais circulantes, incluindo dehidroepiandrosterona
(DHEA), DHEA sulfato, A-4-androstenediona, testosterona, estrona e estradiol total'?>?, Ja o
cancer de endométrio, quarto mais comum entre as mulheres, apresenta um risco de
desenvolvimento duas a trés vezes maior na obesidade. Aproximadamente, 40% da incidéncia
desse cancer é atribuido ao excesso de peso, sendo 70-90% do tipo 1 em obesas (estrégeno-
dependente)’. Nas mulheres obesas, antes da menopausa, 0 mecanismo de desenvolvimento
deste tipo de neoplasia provavelmente é a diminuicdo de progesterona, devido a producéo
ovariana de andrdgenos ou anovulacao continua, presente na Sindrome dos Ovarios Policisticos
(SOP), também conhecida como Sindrome de Stein-Leventhal, representada por
amenorreia, infertilidade, hirsutismo e obesidade. A SOP afeta 20 a 30% das mulheres em idade
fértil, sendo a causa mais frequente de anovulacdo crénica, levando a ciclos menstruais
irregulares com oligomenorreia e infertilidade. Atualmente, muitos estudos tem mostrado de
forma conclusiva a associacdo direta entre SOP e doencas cardiovasculares (hipertensdo e
doencas isquémicas cardiacas), DM tipo 2 e doengas malignas, como o cancer de endométrio,
devido a exposi¢do ininterrupta do tecido endometrial ao estrogénio de forma n&o

contrabalanceada pela progesterona’. (Figura 3)


http://www.medicinanet.com.br/pesquisas/infertilidade.htm
http://www.medicinanet.com.br/pesquisas/hirsutismo.htm
http://www.medicinanet.com.br/pesquisas/anovulacao_cronica.htm
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Figura 3. Aspectos bioquimicos e hormonais (hormonios sexuais) relacionados & obesidade e céncer
endometrial. (Adaptado de Calle et al”)

Adipoquinas

O tecido adiposo €, reconhecidamente, um o6rgao enddcrino ativo, que nao apenas
armazena energia, mas promove a producdo de adipoquinas ou adipocitoquinas, destacando-se a
leptina e adiponectina. Elas séo relevantes para a carcinogénese e manutencdo da homeostase,
imunidade e inflamagdo?*. De maneira geral, os estudos sugerem que a leptina e adiponectina
apresentam papéis opostos no desenvolvimento e progressao do cancer.

A adiponectina € um hormonio protéico que modula a regulacdo da glicemiae
o catabolismo de 4cidos graxos. E secretada pelo tecido adiposo branco na corrente sanguinea,
onde representa, aproximadamente, 0,01% de todas as proteinas plasmaticas, e seus niveis estdo
inversamente relacionados ao percentual de gordura corporal em adultos?®. Este hormdnio tem
um papel na supressdéo de eventos metabolicos que podem causar DM  tipo
2, Obesidade, aterosclerose, doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica e SM. Assim, a

adiponectina regula os niveis de glicose intracelular, a B-oxidacéao, o clearance de triglicerideos,


http://pt.wikipedia.org/wiki/Horm%C3%B4nio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Glicemia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Catabolismo
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cidos_graxos
http://pt.wikipedia.org/wiki/Tecido_adiposo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Diabetes
http://pt.wikipedia.org/wiki/Diabetes
http://pt.wikipedia.org/wiki/Obesidade
http://pt.wikipedia.org/wiki/Aterosclerose
http://pt.wikipedia.org/wiki/Doen%C3%A7a_hep%C3%A1tica_gordurosa_n%C3%A3o_alco%C3%B3lica
http://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%ADndrome_Metab%C3%B3lica
http://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%92-oxida%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Clearance
http://pt.wikipedia.org/wiki/Triglicer%C3%ADdeo
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além de promover protecédo contra disfungéo endotelial, perda de peso e controle do metabolismo
energético. E um importante agente de sensibilizacdo da insulina e um regulador negativo da
angiogénese?®. Como sua concentragio plasmatica esta diminuida na obesidade, podera favorecer
ao desenvolvimento de neoplasias pela auséncia de sua regulacdo negativa sobre a angiogénese.
A adiponectina foi inversamente correlacionada ao céancer de colon, endométrio, esdfago,

préstata e mama?*80,

A leptina é um hormonio peptidico que apresenta uma estrutura terciaria semelhante a
alguns membros da familia das citocinas. E produzida principalmente pelos adipdcitos e sua
concentracdo varia proporcionalmente a quantidade de tecido adiposo. Além do seu conhecido
efeito sobre o controle do apetite, evidéncias atuais demonstram que a leptina esta envolvida no
controle da massa corporal, reproducdo, angiogénese, imunidade, cicatrizacdo e  funcéo
cardiovascular. Esta adipoquina é o principal mediador de regulacdo do apetite e da homeostase
de energia. As mudancas na concentracao plasmatica de leptina sinalizam ao cérebro o status do
metabolismo energético, que responde ativando os receptores de leptina e inibindo a formacéo de
neuropeptideos relacionados ao apetite. Do lado oposto, baixos niveis de leptina induzem
hiperfagia. A Insulina exerce feedback positivo sobre a expressdo genética de leptina para inibir

0 apetite®*.

A maioria dos obesos € leptina-resistente, pois a expressdo prolongada de leptina
observada na obesidade induz a resisténcia leptinica e aumento na concentracdo plasmatica deste
horménio, similar a insulina. Esta associacdo entre adiposidade e niveis de leptina pode sugerir
um papel deste horménio neuroenddcrino na incidéncia aumentada de cancer na obesidade, ja

que a leptina apresenta efeitos mitogénicos e anti-apoptoticos em diversas neoplasias®-%.

Estado inflamatério associado a obesidade

Outro mecanismo que pode favorecer o desenvolvimento de neoplasias na obesidade € a
presenca cronica de um estado inflamatorio de baixo grau chamado metaflamac&o®’. Embora
ainda incerto como esse estado inflamatorio € iniciado, propde-se um mecanismo induzido por
hipdxia. Durante o ganho de peso e consequente expansdo do tecido adiposo, algumas células
permanecerdo distantes da vascularizacdo dos orgdos, levando a hipoxia localizada. Esta
condicdo ativa o fator indutor de hipoxia, HIF-1a, que promove a infiltracdo de macrofagos e

mondcitos no tecido adiposo e a secre¢do de TNF-a?*. Outras citoquinas pré-inflamatérias como
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as interleucinas (IL) 1 e 6, receptores de TNFa, Proteina C Reativa (PCR), quimoquinas
(proteina quimiotatica do mondcito, MCP-1) e adipoquinas (haptoglobina, inibidor do ativador
de plasminogénio-1, leptina, visfatina, resistina e fator de crescimento do endotélio vascular -
VEGF), também sdo secretadas, de forma irregular, repercutindo na reducdo da secrecdao de
adipoquinas anti-inflamatdrias (adiponectina e antagonista de 1L-1)**. Em relagdo ao TNF-a,
recentes estudos sugerem que seu envolvimento com a carcinogénese pode ser explicado pela
ativacio do fator de transcri¢io nuclear, o NF-kb, ao bloquear o inibidor de NF-xB®. Além de
mediar a necrose tumoral induzida por endotoxinas, 0 TNF-a tem sido implicado na angiogénese
e metéstases, bem como sobrevida, crescimento e diferenciacdo celular por ativacdo deste fator
de transcricdo (via NF-kB), prevenindo a apoptose o que permite a sobrevida celular com

formacao de neoplasia associada a inflamagcao .

A IL-6 esta positivamente correlacionada ao IMC. A sua secrecdo, através do tecido
adiposo, ¢é induzida pelo TNF-a e através de condicdes de hipoxia neste tecido. A 1L-6 estimula a
proliferacdo de células, diferenciacio e metastases?*. O inibidor do ativador de plasminogénio 1
(PAI-1) afeta a diferenciagio dos adipdcitos e a sinalizagdo insulinica®. Ele inibe os ativadores
do plasminogénio, como a uroquinase e 0 tecido ativador de plasminogénio®*, sendo um
indicador de pobre progndstico, promotor do crescimento tumoral ao inibir a apoptose, regulador

da angiogénese e aumentar a migracéo e adeso celular®.

Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo pode ser causado pela produgdo irregular de citoquinas,
adiponectina, leptina, resistina, PAI-1, IL-6 e proteina quimiotatica de mondcitos—1 nos
adipdcitos®®. A obesidade também pode diminuir, de forma independente, as atividades
antioxidantes de protecdo do corpo e aumentar o estresse oxidativo sistémico, um fenémeno que
pode ser particularmente relevante para desenvolvimento de cancer renal relacionado a
obesidade?*. Em camundongos geneticamente obesos, a exposicdo cronica a radiagio UV
aumenta os niveis de peroxido de hidrogénio (H202) e a producdo de oOxido nitrico (NO) com
maiores danos fotoxidativos de lipidios e proteinas e consequente deplecdo de enzimas
antioxidantes de defesa, incluindo glutationa, glutationa peroxidase e catalase. Além disso, as
especies reativas induzidas pela radiacdo UV podem mediar a ativagdo de MAPK e NF-kB,

favorecendo o crescimento tumoral .8
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Susceptibilidade genética

E concebivel que os fatores genéticos que predispdem a obesidade também possam estar
envolvidos no desenvolvimento de tumores. A obesidade genética vem progredindo desde a
descoberta de quinze novos loci associados ao IMC3L. E possivel sobrepor este mapa genético da
"obesidade" ao mapa genético do cancer para explorar provaveis genes candidatos a
carcinogénese em regides associadas, como nas neoplasias de mama (11p e 16q) e colorretal

(sobreposicdo no cromossomo 18q)%2.

Sensibilizacdo lipidica

O armazenamento de excesso de adipdcitos, coordenando o aumento de lipideos, é

caracteristica da obesidade, onde estdo evolvidos 0s seguintes componentes:

Acido Graxo Sintase (FASN)

Esta enzima forma acidos graxos enddgenos, que sdo necessarios a divisdo celular.
Encontra-se elevada em neoplasias de mama, ovarios, prostata e lesées precursoras de estbmago,
colon, esdfago e cavidade oral®®. Inibidores especificos de FASN, como a droga Orlistat, levam
a apoptose de linhagens celulares derivadas de neoplasias de prdstata, mama e colon®.

Monoacilglicerol lipase (MAGL)

A atividade aumentada de FASN em células neoplésicas € acompanhada pelo aumento de
enzimas lipoliticas, como a monoacilglicerol lipase, MAGL, que promove a mobilizacdo de
estoques de lipideos para o remodelamento celular e geracdo de lipideos de sinalizacdo
tumorigénica. Sua via é regulada em tumores agressivos, cujas células liberam acidos graxos,
que se tornam combustiveis para geracdo de moléculas de sinalizacao lipidica, tais como o éacido
lisofosfatidico e prostaglandinas®:.

Transferéncia de lipideos ao tumor a partir de adipdcitos

As células neoplésicas podem utilizar lipideos a partir de reserva de adipocitos proximos
como fontes de energia, promovendo o crescimento tumoral®2. Estes dados sdo de particular
importéncia, considerando as implicacGes da obesidade sobre a prevaléncia e agressividade do

cancer e a interacio sinérgica entre adipocitos e células neoplasicas®*.
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Células estromais adiposas (ASC)

Para progredir, um tumor precisa superar fatores que limitam seu crescimento,
estabelecendo uma neovasculatura, que o abastece com fatores de crescimento e oxigénio. As
células estromais mesenquimais (MSC’s) derivadas do tecido adiposo e denominadas células
estromais adiposas ou adipose stromal cells (ASC), podem ser uma fonte potencial de células
progenitoras. Assim, um estudo usando modelo animal evidenciou que a obesidade facilitou o
crescimento tumoral, independente de dieta, sugerindo um papel direto do tecido adiposo na
progressdo do cancer. Quando transplantadas em ratos, elas puderam promover o crescimento

tumoral, servindo como progenitores de adipdcitos perivasculares®,

A patogénese neoplésica pode ser direcionada pela obesidade, através da conversao de
acidos graxos da dieta, ou sintetizados De novo, em lipideos de sinalizacdo tumorigénica, que
podem sinalizar para células neoplasicas através de interagBes autdcrinas e paracrinas®. As
enzimas que sintetizam ou quebram estes lipideos de sinalizacdo estdo desreguladas no cancer,
podendo desencadear respostas oncogénicas, incluindo proliferacdo, motilidade, invasao,
crescimento tumoral, respostas imunolégicas e metéastases®. Tais lipideos incluem: Acido
lisofosfatidico, Prostaglandinas (prostaglandina E»), Esfingosine-1-fosfatase (S1P), Fator
Ativador de Plaquetas (PAF) e Fosfoinositides (Fosfatidilinositdis).

Os mecanismos envolvidos na associacdo entre obesidade e cancer estdo resumidos na Figura 4.
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Figura 4. “Formato complexo” da hipotese insulina-cancer e inter-relagdes entre obesidade, resisténcia
insulinica e carcinogénese.

Abreviaces: NF-kB, fator nuclear kB; IKK R, inibidor de kappa beta quinase; PPARs, receptores ativados por
proliferadores de peroxissoma, FFA, &cidos graxos livres; TNFa, fator de necrose tumoral, GH, horménio do
crescimento, IGF, fator de crescimento semelhante & insulina; IGFBP, proteina de ligacdo do fator de crescimento
insulina-like; GHBP, proteina de ligagdo do horménio do crescimento.
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2.4 Obesidade e neoplasias do aparelho digestivo

2.4.1 Obesidade e cancer do Aparelho Digestivo

Entre as neoplasias do aparelho digestivo frequentemente associadas a obesidade,
destacam-se o cancer de coélon, pancreas e esdfago. O cancer de célon constitui-se na terceira
causa mais comum de cancer no mundo. Associa-se a ingestdo excessiva de acidos graxos de
origem animal e ingestdo deficiente de frutas e verduras ricas em [B-caroteno e antioxidantes.
Demonstrou-se associacdo entre o cancer colorretal e a obesidade, sobretudo no sexo masculino®.
Uma possivel associacdo com obesidade estd na circunferéncia abdominal e relagdo cintura-
quadril, sobretudo quanto & formacio de adenomas em homens’. Esta diferenca entre os géneros
sdo especulativas. Uma hipdtese é que a gordura abdominal é mais comum em homens do que
em mulheres, sendo um fator de risco mais forte que a gordura periférica®. Outra possibilidade é
0 papel protetor dos estrdgenos sobre o risco de cancer coloretal?.

Outro mecanismo de associa¢do para cancer de colon é através da proteina guanilato
ciclase C (GUCY2C), receptor transmembrana de extrema importancia para a homeostase
intestinal, abrangendo o equilibrio de fluidos e eletrolitos, a dinamica epitelial e as funcdes
antitumorigénica e de barreira intestinal. Recentes descobertas expandiram seu papel
homeostatico ao revelar um novo eixo enddcrino, intestino-cérebro, de regulacdo do apetite pela
GUCY2C hipotalamica, que responde a uroguanilina derivada do intestino. Além disso, o
balanco de energia e supressao do tumor por um sistema receptor Unico sugere que O eixo
hormonal da GUCY2C pode contribuir para a relacdo entre a obesidade e o cancer colorretal®®.
GUCY2C apresenta expressao elevada em células epiteliais intestinais e é ativada pela guanilina.
A obesidade pode induzir a perda da guanilina com silenciamento da GUCY2C, produzindo

disfuncéo epitelial, e aumento da susceptibilidade a carcinogénese®.

A obesidade esta associada a um risco trés vezes maior para adenocarcinoma de eséfago,
pela associagdo com refluxo gastroesofagico cronico”2. Apresenta relagio homem/mulher de
3/1*2. Um precursor reconhecido do adenocarcinoma é a metaplasia intestinal ou esdfago de
Barrett. Os doentes com alteracOes de Barrett tem um aumento de risco de 30-40 vezes maior de
desenvolver o adenocarcinoma do esdfago®. O consenso existente € que o acido de longa data e
refluxo biliar leva a inflamacdo crénica, desencadeando uma sequéncia metaplasia-displasia.

Pacientes com esofago de Barrett estdo mais propensos a apresentar caracteristicas da sindrome
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metabdlica e adiposidade central. Isso levanta a possibilidade de que a gordura visceral
desempenha um papel adicional na patogénese da Barrett além de refluxo simples®. Estudo
recente concluiu que o polimorfismo comum do gene IGF-IR G1013A modula o risco de
obesidade para o adenocarcinoma de es6fago. Estes achados implicam o eixo Fator de
Crescimento Insulina-Like na patogénese molecular do adenocarcinoma®. A associacdo entre

obesidade e cancer do aparelho digestivo pode ser resumida na Figura 5.

Hipéxia tecido Adiposidade tlnsulina ——> |  1IGF-1
adiposo < visceral
NASH Inflamacéo
cronica Cancer es6fago,
| Adiponectina pancreas e
HCC 2 S colon
TLeptina
$TNF-o
TVEGF
THIFs

Figura 5 Mecanismos do efeito da obesidade visceral sobre a carcinogénese no aparelho digestivo.
HIFs=Fatores indutores de hipéxia; HCC=Carcinoma hepatocelular; VEGF=Fator de crescimento do
endotélio vascular; IL6=Interleucina 6; TNF-a=Fator de Necrose Tumoral alfa

Diante das evidéncias expostas, sabe-se que o tecido adiposo em expansao pode ter uma
contribuicdo clinicamente relevante no desenvolvimento do cancer. Porém, sdo necessarias mais
investigacOes a fim de entender melhor os mecanismos moleculares que ligam a fungdo irregular
do tecido adiposo no desenvolvimento desta doenca, de forma a fornecer novas estratégias
terapéuticas para prevenir e/ou trata-la. Nao obstante, combater e tratar a obesidade ¢ uma
prioridade a fim de reduzir a incidéncia de mortalidade por neoplasias a ela relacionadas. Desse
modo, a identificacdo de fatores que afetam algum dos componentes do balango energético para
prevenir ou reduzir o peso é uma avenida promissora de pesquisa. A0 mesmo tempo, 0s

mecanismos que modulam a relagdo obesidade/cancer ndo estdo completamente esclarecidos,
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devido a natureza complexa e multifatorial da doenca, a susceptibilidade genética individual e,
parcialmente, devido a auséncia de ferramentas de pesquisas apropriadas para identifica-los.

Por outro lado, o desenvolvimento do Projeto Genoma permitiu a aproximacao da clinica
médica com a Biologia Molecular e, apds a sua conclusdo em 2003, observou-se um aumento
das ciéncias capazes de estudar a expressao génica e seus produtos, as proteinas, chamadas de
ciéncias “0micas”. Assim, com a evidéncia e evolugdo dessas linhas cientificas tornou-se
possivel explorar as mudancas do genoma na expressdao do perfil genético relacionado a
diferentes patologias, tais como a obesidade e o cancer. Ciéncias, como a nutrigendmica,
epigendmica, transcriptdmica, protedbmica e metabolémica permitirdo uma melhor compreensao
de como alguns fatores podem afetar no metabolismo energético e na carcinogénese relacionada
a obesidade, inferindo-a na pratica clinica a partir de novas alternativas de prevencao e

tratamento a nivel molecular.

2.5. As Ciéncias Omicas e sua importancia na compreenséo da carcinogénese e obesidade

2.5.1 Biologia molecular do céancer

Achados na literatura direcionam para o envolvimento de duas rotas mutacionais que
acarretam no descontrole da proliferacdo celular e consequentemente no desenvolvimento do
cancer. A primeira rota refere-se a hiperatividade de um gene estimulador e a segunda envolve a
inatividade de um gene inibidor. Durante o processo de divisdo celular, os genes envolvidos na
codificacdo de proteinas que estimulam a proliferacdo celular sdo chamados de proto-oncogenes
e aqueles que codificam proteinas inibidoras da proliferacdo celular sdo denominados genes
supressores de tumor ou anti-oncogenes®. Por sua vez, os micro-RNAs, ao contrario de outros
genes envolvidos na carcinogénese, ndo codificam proteinas e sim bloqueiam a traducdo da
proteina ou provocam a degradacdo do RNA mensageiro. Os produtos destes genes podem atuar
como oncogenes ou como agentes de supressdo tumoral®1%,

As alteracdes envolvendo 0s oncogenes, genes supressores de tumor e microRNAS no
desenvolvimento do céncer sdo eventos somaticos, embora as mutagcdes germinativas possam
predispor ao cancer hereditario ou familiar. Uma unica alteragdo genética raramente é suficiente

para 0 desenvolvimento de um tumor maligno, pois a maioria das evidéncias aponta para um
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processo de etapas de alteragBes sequenciais destas proteinas reguladoras em células cancerosas,

que inclui a iniciacéo, a promogao, a progressao até a manifestagdo do tumor®.

Uma vez formados, os tumores possuem clones citogeneticamente diferentes, que surgem a
partir da célula transformada decorrentes de alteracdes genéticas secundarias ou terciarias. Esta
heterogeneidade contribui para diferencas no comportamento clinico e das respostas ao
tratamento de tumores do mesmo tipo diagndstico’®. Por esta razdo, os passos iniciais no
desenvolvimento do céncer sdo de consideravel importancia clinica e uma prioridade no

desenvolvimento do tratamento racional.

Os avangos na biologia molecular permitiram a identificagdo de oncogenes no sangue
periférico, gerando alvos para drogas anticancer'®. A descoberta da participacio de micro-RNAs
na iniciacdo e progressao do cancer humano também tem proporcionado um alvo adicional aos
tratamentos antineoplasicos'®, ja que podem ser quantificados tanto no sangue periférico
(através dos leucdcitos) quanto em tecidos, de forma que a vantagem da terapia-alvo é a sua agéo

direta sobre os produtos dos oncogenes, tornando a célula cancerosa mais sensivel ao tratamento.

2.5.2 Ciéncias Omicas

Diante das evidéncias cientificas a cerca da biologia molecular envolvida na relacdo entre
cancer, mutacbes celulares somaticas e expressao génica anormal, resultaram em melhor
compreensdo do comportamento celular, seja normal ou maligno'®2. Este fato levou a uma maior
exploracdo da analise da expressdo genética na pesquisa médica, sobretudo na area da
carcinogénese, aumentando as possibilidades de estudos dos sistemas biolégicos de forma
completa, nos quais todos ou a maioria dos elementos de um sistema poderiam ser avaliados
quantitativamente ou em termos de interagdes*’. Neste contexto estdo inseridas as ciéncias
Omicas que envolvem a gendmica, a transcriptdmica, a protedmica e a metabolémica, e cujas

definigOes estdo resumidas na Figura 6.
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Figura 6 Componentes das ciéncias 6micas e suas respectivas areas de atuagéo.

A gendmica caracteriza-se pelo estudo dos genes e suas funcbes, ou seja, a analise do
genoma, o qual fornece acesso as sequéncias regulatérias, favorecendo a descoberta de
polimorfismos responsaveis por diferencas na fisiologia e predisposicio as doengas*'. Enquanto
que o transcriptoma é o produto inicial da expressdo génica de um organismo e se caracteriza por
uma colecdo de moléculas de RNA mensageiro (MRNA), cuja informacéo bioldgica € requerida
pela célula em determinado momento. Nesse tipo de abordagem, sdo analisadas as moléculas de
MRNA produzidas em uma célula ou tecido a partir do seu genoma, podendo-se obter
informagdes precisas sobre a regulagdo da transcrigio®.

As moléculas de mRNA sdo sintetizadas a partir de genes que codificam proteinas e
direcionam a sintese do produto final da expressdo génica, o proteoma, que especifica a natureza
das reacdes bioquimicas que a célula esta apta a realizar. Assim, a protedmica pode ser definida
como a ciéncia e a tecnologia associada ao mapeamento, visualizando e/ou quantificando a
expressdo de todas ou da maioria das proteinas em sistemas vivos'® e fornece informacdes
importantes para complementar os estudos de transcriptdmica e metabolémica.

Atualmente, a protedmica tem sido aplicada em diversas areas médicas com quatro objetivos
principais: entender melhor a biologia e a fisiologia normais de células, tecidos e 6rgéos;
explorar 0s mecanismos patogénicos e melhor compreender a fisiopatologia das doencas;
identificar novos biomarcadores para a deteccdo precoce da doenga, previsdo e progndstico e,
finalmente, definir novos alvos terapéuticos, medicamentos e vacinas'%. Esta ciéncia depende da

extracdo, separacdo, visualizagdo, identificacdo e quantificacdo das proteinas presentes em um
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organismo ou tecido num determinado momento. Todos esses estagios tém limitacGes, sendo
complexo descrever o proteoma completo de um organismo.

Na clinica médica, os estudos protedmicos foram realizados na caracterizacdo do cancer,
doencas infecciosas, cardiacas*' e neuroldgicas, como Alzheimer'®. Outros estudos mostram a
caracterizagdo de agentes infecciosos, como Mycobacterium tuberculosis'®, comparando o
proteoma de cepas patogénicas e ndo patogénicas de microorganismos, podendo auxiliar no
desenvolvimento de métodos diagnosticos e agentes terapéuticos. Entretanto, € no campo das
neoplasias que esta tecnologia vem se mostrando Util, ao identificar possiveis biomarcadores
diagnosticos e prognosticos, e promissora no campo da obesidade a partir de estudos sobre as
proteinas envolvidas no metabolismo do tecido adiposo®. Assim, o estudo da anélise protedmica
vem a complementar os dados da tanscriptdmica e dos sequenciamentos de genoma, auxiliando
na compreensdo das redes de funcionamento celular e, desta forma, representando a ponte de

ligagdo entre o gendtipo e o fendtipo de um organismo.

Aplicac0es clinicas da protedmica na obesidade

A obesidade morbida envolve um problema que é complexo sob os pontos de vista médico,
psicoldgico e sdcioecondmico, exigindo a busca de conhecimento sobre suas causas. A cirurgia
bariatrica tem se mostrado sensivel e bem sucedida na reducdo de peso, melhorando as
comorbidades. A padronizacdo de procedimentos cirdrgicos para esta doenca tornou-se um dos
principais temas cientificos em todo o mundo, com o dilema de escolher a técnica adequada a
cada paciente individualmente. Estes esforcos sdo baseados na crescente evidéncia sobre a
fisiopatologia da fome e saciedade, bem como os regulamentos endécrinos influenciados por
fatores ambientais, alimentares e estilo de vida sedentario. Usando meios sofisticados, os
pesquisadores tentam decifrar todos os aspectos moleculares da obesidade morbida, utilizando
técnicas inovadoras, tais como a protedmica®.

Resultados promissores iniciais na descoberta de biomarcadores de céncer e transplante
obtidos com tecnologias protedmicas ja foram publicados®’1%, Além disso, esses dados levam
ao aumento do entusiasmo cientifico e da possibilidade de obter novos insights sobre os
mecanismos de regulagdo da fisiopatologia da obesidade. Recentemente, a proteémica foi
aplicada para elucidar uma variedade de vias de deteccdo e discriminacé@o de enzimas lipoliticas
em pacientes obesos* e perfil intra-abdominal e subcutaneo de adipoquinas®. No entanto, dados
sobre investigagdo protedmica em pacientes submetidos a cirurgia bariatrica ainda séo

limitados*®°°. Por isso, a grande demanda por técnicas sofisticadas justificaria a aplicagdo da
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protedmica para melhor definir as consequéncias metabolicas e, talvez relacionadas a

carcinogénese, antes e apos a cirurgia bariatrica.

Aplicac0es clinicas da protedbmica no cancer

A funcdo anormal das proteinas compromete o funcionamento celular acarretando no
desenvolvimento de doencas. Portanto, estudos ao nivel de expressao proteica, em paralelo ao
DNA e mRNA, séo os maiores contribuidores na biologia do cancer. Recentemente, o termo
oncoprotedmica tem sido usado para descrever abordagens na pesquisa do cancer que permite a
investigacdo da expressdo de proteinas que poderiam ser marcadores sensiveis de doencas
malignas*.

Dessa forma, definem-se, entdo, os biomarcadores como moléculas que sdo objetivamente
mensuradas e avaliadas como indicadores de processos biolégicos normais, patoldgicos ou
respostas farmacoldgicas a intervencdes terapéuticas*®. Na pratica clinica, um biomarcador pode
ser capaz de avaliar o progresso da doenca ou os efeitos de intervencdes terapéuticas. Os dois
principais objetivos das pesquisas a cerca de biomarcadores sdo identificar assinaturas
moleculares Unicas, que poderiam distinguir células tumorais e desenvolver testes sensiveis a fim
de permitir o rastreamento, diagnéstico acurado de doencas, a predi¢do do seu curso, monitorizar
sua progressdo e acessar a eficacia do tratamento®®. A deteccio dessas moléculas deve ser
minimamente invasiva e prontamente acessivel através da coleta de sangue, urina ou saliva*,
sensivel, especifica, simples e de baixo custo. Na conducdo do cancer, os biomarcadores sdo
divididos em biomarcadores de triagem (usados para avaliar o risco de desenvolvimento de
cancer em individuos saudaveis ou identificar individuos com doenca subclinica), diagnosticos,
progndsticos (predicdo do progresso da doenca), preditivos (predi¢do da resposta ao tratamento)
e farmacodindmicos/farmacocinéticos (avalia a terapia mais eficaz e/ou dosagem de drogas)®.
Proteinas biomarcadoras sdo confidveis para um estado da doenca e resultado clinico, pois elas
refletem o fendtipo patogénico®.

Diferentes biomarcadores proteicos tem sido relacionados ao cancer conforme ilustrado na
tabela 1, onde sdo descritas as proteinas identificadas em neoplasias ginecologicas e do aparelho

digestivo.
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Tabela 1. Biomarcadores proteicos relacionados as neoplasias de pancreas, célon, mama e
endométrio, identificados por suas caracteristicas isoelétricas: peso molecular (MW), em Da, e ponto
isoelétrico tedrico (pl theo)10-127,

NEOPLASIA BIOMARCADOR MW (Da) pl (theo) REFERENCIA
Apolipoproteina C-I1 11248 4,72 Felix K et al, 20111°
Apolipoproteina C-IlI 10852.0 5,23 Felix K et al, 2011110
PANCREAS Zinc-a2-glicoproteina (ZAG) 34259 571 Felix K et al, 20110
GLP-1 (glucagon-like peptide-1) 29628 9.34 Felix K et al, 201111°
Apolipoproteina E 36153.8 5.42 Yu KH et al, 2005*!
Apolipoproteina A-1V precursor 45353.4 5.33 Yu KH et al, 2005
S100A8 10834.4 7.07 Jimenez CR et al, 2010**?
S100A9 13242.0 6.08 Jimenez CR et al, 2010**?
Heat Shock Protein 60 (HSP60) 61,055 5.7 Hamelin C et al, 2011%3
i Apolipoproteina A-1 (ApoA-1) 30777.6 5.5 Helgason HH et al, 20104
COLON Catepsina B 37,822 5.88 Hung KE et al, 200911
Catepsina D 44,552 6.1 Hung KE et al, 2009
Transferrina 77,064 6.81 Ward DG et al, 2006
Fatty Acid Synthase (FASN) 273,427 6.01 Menendez JA et al, 20077
Trombospondina -1 129,383 471 Zeng Z et al, 201118
Trombospondina-5 82,860 4.36 Zeng Z et al, 201118
a-1B-glicoproteina 54,254 5.56 Zeng Z et al, 201118
MAMA Amiloide sérica A 14086,71 9,27 Zhang G et al, 20121%
Apolipoproteina C1 9,332 8.01 Gongalves A et al, 20062°
Catepsina D 45037 6,10 Valle Aetal, 20112
Transferrina 77,064 6.81 Huang LJ et al, 2006
HE4 12,993 4.69 Bignotti E et al, 2011'%
Amildide A sérica 14086,71 9,27 Cocco E et al, 2010
Calicreina 10 30,17 8.95 Santini AD et al, 2006'%
3 Apolipoproteina A-1 30777.6 55 Farias-Eisner G et al, 2010%?¢
ENDOMETRIO | 1 nsferrina 77,064 6.81 Farias-Eisner G et al, 2010%?¢
Transtirretina 15,887 5.52 Farias-Eisner G et al, 2010*2¢
Apolipoproteina A-1 30777.6 5.5 Takano M et al, 20107
Apolipoproteina C1 9,332 8.01 Takano M et al, 20107
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A anélise de biomarcadores proteicos mais comumente usados nos diagndsticos clinicos é
baseada na deteccdo de niveis séricos superexpressos de proteinas ou presenca/auséncia delas em
tecidos pela técnica de imunoensaio, porém ela é dependente de anticorpos especificos e a
deteccdo de proteinas de baixa abundancia em fluidos bioldgicos afeta a sensibilidade dos
testes!?®, Os avancos das técnicas protedmicas combinados a nanotecnologia tem sido (til na
identificacdo e caracterizacdo do efeito de genes mutados na estabilidade e funcéo das proteinas.
Estas técnicas sdo capazes de detectar mdltiplas proteinas, aumentando a sensibilidade e

especificidade®®®.

O plasma e soro estdo entre os materiais bioldgicos mais acessiveis para deteccdo de
biomarcadores podendo ter grande relevancia clinica, pois 0os tumores crescem rapidamente e
excretam proteinas na corrente sanguinea'?®. O proteoma do soro/plasma é complexo e sofre
mudancas dindmicas na concentracdo, estrutura e funcdo como resultado de fatores fisiologicos,
patoldgicos e farmacoldgicos. Proteinas sdo também encontradas em multiplas formas, devido as
mutacOes somaticas tumor-especificas'?®. Condigbes patoldgicas como o cancer aumentam o
nimero de produtos proteicos, mas € esperado que as proteinas liberadas pelo tumor sejam
encontradas no sangue em baixas concentracdes.®® Dessa forma, se apenas uma pequena
guantidade de proteinas especificas circula no plasma, ela ndo pode ser prontamente detectada e,
neste caso, amostras teciduais poderiam ser mais adequadas em termos de concentracdo de
proteinas. Entretanto, acessar tecidos para objetivos de rastreamento ndo é pratico e existe
também a auséncia de homogeinedade celular através de amostras teciduais. Assim, novos
avangos em espectrometria de massa tem reduzido o limiar para deteccdo de proteinas a niveis de
fentogramas'® e, recentemente, o uso combinado de LCM (cromatografia liquida) com
tecnologia protedbmica durante a preparacdo da amostra tem aumentado a oportunidade de tracar
o perfil de expressio das proteinas no plasma, podendo resolver este problema®.

Outro grande desafio na deteccdo de biomarcadores neoplésicos é a heterogeinedade do
tumor relacionada a variabilidade individual e bioldgica entre as amostras, refletindo mudancas
no estado metabdlico, diferencas entre casos em termos de sexo, idade, género, etnicidade, dieta,
exercicio e condicdes fisioldgicas (inflamacéo, estresse, jejum, perda ou ganho de peso e status
hormonal), que contribuem para baixa especificidade e pobre sensibilidade dos marcadores
usados atualmente. Isto poderia ser resolvido por estudos sistematicos e comparacfes de

proteomas sanguineos entre individuos saudaveis e com céancer e pelo estabelecimento de
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tecnologias protedmicas de alto teor detectando, simultaneamente, diferentes variantes de

proteinas aberrantes*.

Além do uso da protebmica na identificacdo de biomarcadores de neoplasias, esta
tecnologia poderia ser benéfica em identificar a probabilidade da resisténcia de um tumor antes
de iniciar algum tratamento, visando, assim, outros agentes ou um regime mais agressivo. Dados
preliminares mostram que a genémica pode discriminar respostas a drogas e documentar células

tumorais resistentes tanto em modelo animal como humano®3Z.

2.6 Perspectivas da andlise protebmica na pesquisa de biomarcadores neoplasicos em

pacientes obesos

Embora os procedimentos bariatricos padronizados sejam realizados por décadas, ndo se
sabe qual técnica deve ser considerada de escolha para cada paciente, ja que os tratamentos
cirurgicos disponiveis fornecem diferentes resultados metabdlicos, dificultando a comparacédo. A
perda do excesso de peso é, geralmente, aceita como o principal parametro para determinar as
taxas de sucesso apOs a cirurgia bariatrica. No entanto, o efeito da cirurgia sobre a curva
ponderal n&o é sempre acompanhado por diminuigdo comparavel no risco de morbidades como o
cancer®”®8, Por esta razdo, ha uma necessidade de que novas ferramentas proporcionem uma
maior compreensao dos mecanismos subjacentes biofuncionais e fortalecam os resultados
biométricos dos atuais estudos de cirurgia bariatrica. O estudo, em larga escala, da expresséao,
estrutura e funcéo conhecida de proteinas, tem o potencial notavel de melhorar a compreenséo e
a pratica da regulacdo do peso através da cirurgia bariatrica, além da influéncia dessa perda
ponderal sobre as morbidades relacionadas a obesidade. Uma das areas onde a protedmica pode
ter o seu maior potencial esta na descoberta de novos marcadores diagnosticos e prognasticos de
doencgas, como o cancer, e compreender a resposta a uma intervencéo cirargica. Por este motivo,
0 momento é propicio para este instrumento inaugurar uma nova era na cirurgia bariatrica e

metabdlica.
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2.7 Cirurgia da obesidade e cancer: resultados

A obesidade é uma condi¢do médica prevenivel e dados estatisticos mostram que a perda de

peso previne o desenvolvimento de cancer e outras doencas associadas®®?,

Terapéuticas foram propostas para a obesidade grave, porém se revelaram ineficazes com o
manuseio clinico para emagrecimento e a manutencdo da perda de peso®?. A cirurgia €
considerada, atualmente, a medida mais efetiva no controle desta doenca e suas morbidades,
proporcionando importante diminuicdo de mortalidade, a longo prazo, conforme demonstrado
por uma metanalise sobre cirurgias bariatricas, que encontrou uma mortalidade de 0,35%%,
Assim, a resolucdo do Conselho Federal de Medicina, de nimero 1.942/2010, e Ministério da
Salde segue os parametros estabelecidos internacionalmente desde 1991 pelo National Institutes
of Health **3 e indica a cirurgia bariatrica para obesos quando o IMC for acima de 35 Kg/m? com
comorbidades ou acima de 40 Kg/m?, independente de comorbidades 34, embora Pories et al. em
2010 sugeriram a reavaliacio das diretrizes atuais para cirurgia bariatrica®®, pois a restricio a
esse nivel de IMC como principal requisito para indicacdo parece nao refletir o grau ou
distribuicdo de obesidade, discriminando injustamente a composi¢do da gordura corporal e
metabolica.

Estudos ja relataram efeitos positivos da cirurgia de obesidade no risco de doencas como o
cancer, além de reduzir distirbios metabdlicos e DM tipo 2, 3>% apesar de ja ter sido evidenciado
que o efeito da cirurgia sobre a curva ponderal ndo é sempre acompanhado por diminuicao
comparavel no risco de neoplasias®’®. O estudo SOS demonstra que o tratamento cirdrgico esta
associado a perda de peso sustentada e diminui a mortalidade por melhora das comorbidades,
inclusive o cancer, especialmente nas mulheres operadas®. Christou e col. demonstraram que o
tratamento cirdrgico da obesidade reduziu em 76% o risco de desenvolvimento de cancer.
Analisando dois grupos de pacientes, este estudo demonstrou que no grupo controle de 5746
pacientes portadores de obesidade mdrbida acompanhados clinicamente por um periodo de cinco
anos, a incidéncia de neoplasias foi de 8,49%. No grupo de pacientes submetidos ao tratamento
cirtrgico (n=1035), a incidéncia foi de 2,03%***. Outros estudos evidenciaram a importancia do

tratamento cirdrgico na reducio da incidéncia de cancer %1%,

Atualmente, a cirurgia bariatrica mais utilizada no Brasil e no mundo é a derivacao gastrica

em Y de Roux (DGYR). Porem, a gastrectomia vertical, ou sleeve gastrectomy, vem
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apresentando resultados satisfatorios quanto a curva ponderal e melhora de comorbidades,

inclusive efeitos comprovados sobre a SM 340,

Independente do impacto individual das vias metabolicas envolvidas na fisiopatologia e
progressdo do cancer, é evidente que esta doenca caminha lado a lado com a obesidade e um
profundo entendimento dos mecanismos envolvidos nesta associacdo € fundamental.
Considerando que o tecido adiposo promove progressdo do céncer, podemos melhorar o
resultado desta doenga ndo apenas pelo tratamento a ela direcionado, mas da obesidade em si ao
identificar e compreender o comportamento dos marcadores biomoleculares no processo da

carcinogénese a ela associada.



Metodologia
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3.1 Local do estudo

O estudo foi desenvolvido no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco (HC, UFPE). A equipe do Programa de Cirurgia Bariatrica realiza cirurgias da
obesidade desde 1997, composta por equipe multidisciplinar, que inclui cirurgides,
endocrinologistas, enfermeiras, psicélogos, nutricionistas e assistentes sociais, além de outros
especialistas como cardiologistas, pneumologistas, endoscopistas e radiologistas, todos
responsaveis pelo acompanhamento pré e pds-operatorio dos pacientes.

A andlise protedbmica foi realizada em colaboragdo com o Laboratério de
Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), da UFPE.

3.2 Populacéo do estudo

A populacdo do estudo foi composta por dois grupos. O controle, formado por
voluntéarios eutroficos que trabalhavam no Hospital das Clinicas da UFPE, e o grupo de pacientes
portadores de obesidade com indicacdo de cirurgia bariatrica (Derivacao gastrica em Y de Roux,
DGYR, e gastrectomia vertical). Assim, a amostra foi representada por quarenta individuos de
ambos sexos, faixa etaria entre 18 e 65 anos, atendidos no ambulatério de Cirurgia Geral do
Hospital das Clinicas no periodo de janeiro de 2011 a junho de 2013.

Os critérios utilizados para a indicacdo de cirurgia bariatrica foram baseados nas
determina¢des do “National Institutes of Health Consensus Development Panel on
Gastrointestinal Surgery for Severe Obesity”, que incluem IMC maior que 40 Kg/m? ou maior
que 35 Kg/m? com comorbidades. Foram excluidos pacientes gestantes, portadores de obesidade
decorrente de distarbios psiquiatricos e endocrinolégicos, dependentes quimicos, portadores de
comorbidades relacionadas a um elevado risco cirirgico, antecedentes de etilismo, tabagismo,

doencga auto-imune, tratamento oncologico e histéria pessoal ou familiar de neoplasias.

3.3 Desenho do estudo

O desenho do estudo enquadrou-se na tipologia de estudos de coorte, em que foi
conduzido um desenho de comparacdo de parametros antes e depois de uma intervencao (estudo

de antes e depois). Foram selecionados quarenta pacientes e distribuidos em dois grupos:
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Grupo controle: composto por dez pacientes eutroficos (IMC< 25 Kg/m?), ambos sexos e faixa
etaria de 18 a 65 anos, ndo submetidos ao tratamento cirdrgico;

Grupo de obesos: composto por trinta pacientes portadores de obesidade com indicacdo de
cirurgia bariatrica, ambos sexos, faixa etaria de 18 a 65 anos, que foi subdividido em dois
grupos, de acordo com a tecnica cirurgica, a fim de avaliar se haveria diferenca significativa
quanto & perda de peso entre as técnicas, o que poderia interferir nos resultados da analise
protedmica:

i) Grupo GV, o qual foi composto por dezenove pacientes submetidos a gastrectomia
vertical, avaliados antes do procedimento e ao longo de seis meses ap0s a cirurgia,
através de parametros clinicos e laboratoriais registrados em prontuario médico e
banco de dados;

i) Grupo DGYR, que foi constituido por onze pacientes submetidos a derivacdo gastrica
em Y de Roux (DGYR), avaliados antes do procedimento e ao longo de seis meses
apOs a cirurgia, através de parametros clinicos e laboratoriais registrados em
prontuério médico e banco de dados.

Ainda, para avaliar a influéncia do grau de obesidade e da insulina sobre a expressdo das
proteinas, foi necessario estratificar o grupo de obesos em subgrupos, de acordo com valor de
IMC e da concentracdo sérica de insulina, como se segue:

o PBIB= pacientes com IMC < 40 Kg/m? e insulina sérica < 21mUI/L, pré e
pOs-operatorio;

o PAIA= pacientes com IMC > 40 kg/m? e insulina sérica > 21 mU/L, pré e
pGs-operatorio;

o PBIA= pacientes com IMC < 40 Kg/m? e insulina sérica > 21 mU/L, pré e
pOs-operatorio;

o PAIB= pacientes com IMC > 40 Kg/m? e insulina sérica < 21 mU/L, pré e

pos-operatério



Populagdo de Estudo

Pacientes eutrdficos e obesos,
ambos sexos, procedentes do
ambulatério de Cirurgia Geral,

Tamanho da amostra

HC-UFPE
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Critérios de Exclusdo

Dosagem de insulina e

40 pacientes

Grupo
controle

10 pacientes

Grupo GV

19 pacientes

Grupo
DGYR

11 pacientes

A

Coleta de sangue

Procedimento

estudo protedmico periférico Cirlrgico
Gastroplastia em cada grupo
conforme técnica indicada <
Classificagdo em subgrupos no pré-
operatério e 6m pos-operatorio
[
Anélise estatistica dos resultados clinicos,
laboratoriais e do perfil protebmico
IMC§40 [§ IMC<40 e Controle IMC>40 e IMC>40 ¢
insulina<21 insulina>21 insulina<21 insulina>21
PBIB PBIA PAIB PAIA

Figura 7. Fluxograma do estudo



3.4 Elenco de variaveis

Serdo analisadas as seguintes variaveis:
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Nome da Definicédo/Categorizacao
variavel
Técnica Cirurgia bariétrica, caracterizada, de acordo com a técnica, como Derivagdo gastrica
Cirurgica em Y de Roux (DGYR) ou gastrectomia vertical
Antropométricas
Peso O peso é quantificado em kilogramas (Kg)
Altura A altura é medida em metros (m)
IMC O indice de massa corporal € utilizado para classificacdo da obesidade, sendo

calculado pela razdo entre o peso medido em quilogramas sobre a altura, medida em
metros, ao quadrado (Kg/m?)

Percentual de A perda de peso foi estimada utilizando-se o percentual de perda de peso, calculado
perda de peso pela férmula: Perda de peso percentual= [(PI-PA)/PI] X 100, onde:

Pl=Peso Inicial em Kg
PA= Peso Atual em Kg

Laboratoriais

Insulina Concentragdo sérica quantificada em mU/L

ou ausentes:

Apolipoproteina C-II
Apolipoproteina C-11I

Perfil de GLP-1 (glucagon-like peptide-1)
proteinas Apolipoproteina E
Apolipoproteina A-IV precursor
S100A8
S100A9

Zinc-a2-glicoproteina (ZAG)

Heat Shock Protein 60 (HSP60)
Apolipoproteina A-1 (ApoA-1)

Potenciais biomarcadores a serem identificados, caracterizados como hiperexpressos

Catepsina D
Transferrina

Fatty Acid Synthase (FASN)
Trombospondina -1
Trombospondina-5
a-1B-glicoproteina
Amiloide sérica A (SAA)
Apolipoproteina C1

HE4 (WFDC2)

Amildide A sérica (SAA)

Catepsina B Calicreina 10 (KLK10)
Transtirretina (TTR) Calicreina 11 (KKL11)
Podoplanina Proteina de ligacéo do acido graxo hepética
Apolipoproteina B PGRFf
Nome da Definicédo/Categorizacao
variavel
Sexo Expresso em género, feminino ou masculino

Idade Expresso em anos completos
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3.5 Procedimentos
3.5.1 Coleta de dados

Inicialmente, foi elaborada uma ficha para preenchimento dos dados pesquisados (vide
APENDICE). Os pacientes com indicacdo de tratamento cir(rgico foram avaliados no
ambulatorio e procederam a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido apos
preencher os critérios para a realizacdo da pesquisa. Seus exames pré-operatérios também foram
analisados e incluiu, além de exames hematoldgicos e bioguimicos, a realizacdo de
ultrassonografia de abdome total, endoscopia digestiva alta e avaliacdo de equipe
multidisciplinar (endocrinologia, cardiologia, pneumologia, ortopedia, psicologia, nutri¢do,

enfermagem).

No grupo controle, a coleta de dados de avaliacdo clinica, antropométrica e dos exames
bioquimicos, bem como a coleta de sangue para o estudo em questdo foi realizada pelo
pesquisador em ambiente hospitalar e carater ambulatorial, na presenca de acompanhante
escolhido pelo paciente. No grupo de pacientes obesos no pré-operatério, a coleta de dados de
avaliacdo clinica, antropométrica e dos exames bioquimicos, bem como a coleta de sangue para
0 estudo em questdo foi realizada pelo pesquisador no dia da cirurgia, em ambiente hospitalar, na
presenca de acompanhante escolhido pelo paciente. No pds-operatdrio, foram utilizados,
especificamente, os dados da reavaliagdo clinica, (antropométrica e bioguimica) coletados no
sexto més de retorno ao primeiro dia de avaliagdo médica por considerar esse periodo como o de
maior perda de excesso de peso, de estabilizacdo da ingestdo alimentar com dieta sélida, além de

constituir tempo habil de acompanhamento para realizagdo deste estudo.

3.5.2 Procedimentos antropométricos

O peso foi aferido em balanca plataforma, com capacidade méaxima para 300 Kg e
subdivisdo em 100 g. Para esta mensuracdo, 0 paciente foi posicionado de pé, devendo estar
descal¢co e com o minimo de roupa possivel, permanecendo ereto e de costas para a escala de
medidas da balanga, com os pés juntos no centro da plataforma, bragos ao longo do corpo para
evitar possiveis alteracbes de leitura das medidas. Este procedimento foi realizado

imediatamente antes e seis meses apds a cirurgia.



63

A estatura foi determinada utilizando antropémetro vertical milimetrado com escala de
0,5 cm, acoplado a balanca. O paciente foi colocado na posicéo ortostatica, cabeca orientada no
plano de Frankfurt, descalco, mantendo os calcanhares, cinturas pélvica e escapular e regido
occipital em contato com o aparelho. A medida foi realizada com o cursor com angulo de
noventa graus em relacéo a escala, estando o individuo em inspiracdo profunda.

O célculo de IMC, ou indice de Quetelet, foi realizado por meio da férmula que relaciona
0 peso, em Kg, com a altura ao quadrado (m?), sendo adotados como ponte de corte para avaliar
o estado nutricional aqueles preconizados pela OMS (Quadro 1).

A avaliacdo da perda de peso foi estimada utilizando o percentual de perda de peso,
calculado pela formula [(P1-PA)/PI] x 100, onde PI= peso inicial (antes da cirurgia), PA=peso

atual, no sexto més de pds operatorio.

3.5.3 Procedimentos laboratoriais

No grupo de pacientes obesos, tanto no pré como no pos- operatério, foi realizada a
coleta de sangue periférico (08 mL), através de puncdo venosa, no dia da cirurgia, com o
paciente em jejum de oito horas, para avaliacdo e quantificacdo plasmatica da insulina e para o
estudo protedbmico. O volume de 04 mL foi acondicionado em tubo seco e encaminhado
imediatamente ao laboratdrio de analises clinicas do Hospital das Clinicas (HC-UFPE), para
dosagem da insulina.

Para o estudo protedmico, 04 mL de sangue foi coletado em tubo contendo EDTA (0.5%)
como anticoagulante. O plasma foi separado por centrifugacdo (8000g, 30 min), adicionado 10
pl/mL de inibidor de protease (GE Healthcare Corp., USA) e armazenado a -80 °C para posterior

analise protedbmica.

3.5.4 Procedimentos cirurgicos

Os pacientes foram submetidos & Derivacdo Gaéstrica em Y de Roux (DGYR) por
laparotomia e gastrectomia vertical por videolaparoscopia, conforme decrito por Madura et al'*
e Roa et al**, respectivamente. Para o estudo em questdo, as cirurgias foram realizadas pela

mesma equipe médica.
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3.5.5 Estudo Protedbmico

Para fins analiticos as amostras foram agrupadas em grupos constituidos de: pacientes
controle, pacientes obesos pré-operatorio e estes mesmos pacientes apds seis meses da
intervencdo cirurgica (obesos pos-operatério). Em seguida foram formados Pools contendo 30uL
de plasma de cada paciente. Para avaliar a influéncia do IMC, da concentracdo sérica de insulina
e do percentual de perda de peso, novos Pools foram estabelecidos. Abaixo segue detalhamento
de cada grupo:

- Deacordo com a intervencao cirurgica:
o Controle: grupo dos pacientes controles dessa pesquisa, ndo operados, ja
descrito no desenho do estudo;
o Obesos pré-operatorio: grupo de obesos, composto pelos trinta pacientes da
pesquisa;
o Obesos pos-operatdrio: mesmo grupo de obesos seis meses apos a cirurgia.
- Deacordo com o IMC e dosagem de insulina:
o PBIB= pacientes com IMC < 40 Kg/m? e insulina sérica < 21mUI/L, pré e
pOs-operatorio;
o PAIA= pacientes com IMC > 40 kg/m? e insulina sérica > 21 mU/L, pré e
pGs-operatorio;
o PBIA= pacientes com IMC < 40 Kg/m? e insulina sérica > 21 mU/L, pré e
pOs-operatorio;
o PAIB= pacientes com IMC > 40 Kg/m? e insulina sérica < 21 mU/L, pré e
pGs-operatorio
- Deacordo com a perda de peso:
o PPA= perda de peso até 21,58%;
o PPB= perda de peso de 21,58% a 24,42%;
o PPC= perda de peso de 24,42 a 30,32%);
o PPD= perda de peso >30,32%.

Apos a formacédo dos Pools, a Albumina e Imunoglobulina plasmaticas foram depletadas,
utilizando o kit comercial ProteoPrep Immuno (Sigma Aldrich®) de acordo com as instrucdes do
fabricante. Em seguida as proteinas totais foram precipitadas utilizando o kit comercial 2-D
Clean-Up (GE Healthcare Corp., USA) e quantificadas pelo 2D-quant KIT (GE Healthcare
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Corp., USA) seguindo as instrugcdes do fabricante. Posteriormente, uma quantidade
correspondente a 300 pg de proteina em 250 ul de solucéo de hidratacdo (7M uréia, 2M tiouréia,
4% CHAPS, 100 mM de ditiotreitol (DTT), 0,002% de azul de bromofenol e 2% de Pharmalite
pH 3-10) foi usada para a rehidratacdo das fitas Immobiline DryStrips, durante 16 h na
temperatura ambiente. A focalizacdo isoelétrica das amostras embebidas nas fitas foi realizada
em aparelho IPGPhor 3 IEF System da Amersham (GE Healthcare Corp., USA). Apds a 1?
dimensao, as fitas foram equilibradas com tampé&o contendo 6M de uréia, 50 mM tampéo TRIS-
HCI pH 6.8, 30% de glicerol, 2% de SDS e DTT (10 mg/ml) durante 15 min e a seguir, usando o
mesmo tampéo e tempo de incubagdo, com a iodoacetamida (25 mg/ml) em substituicdo ao
DTT. A corrida da 22 dimensdo ocorreu em gel de 12,5% de SDS-PAGE. Os géis foram corados
com uma solucdo de Coomassie Brilliant Blue em metanol-acido acético, descorados e suas
imagens digitalizadas com auxilio do Image Scanner Il (GE Healthcare Corp., USA). A
diferencga de expressao das proteinas entre as amostras, foi detectada pelo Software ImageMaster
2D Platinum Versdo 7.0 (GE Healthcare Corp., USA), o qual utilizou teste ANOVA (p<0,05)
para respaldo estatistico. Apés a identificacdo das proteinas que caracterizavam cada grupo,
fizemos uma descricdo detalhada delas a fim de selecionar os spots diferenciais. Todas as
amostras foram analisadas em triplicata.

Por fim, os spots selecionados foram analisados usando o servidor de proteGmica
Tagldent tool (http://expasy.org/tools/tagident.html) Expert Protein Analysis System (ExPASYy), o
qual foi desenvolvido pelo Swiss Institute of Bioinformatics. Para tal, os critérios de busca
adotados foram pl e Peso molecular do spot; espécie Homo sapiens; e banco de dados
UniProtKB/Swiss-Prot.

3.6 Plano de descricdo e analise

Foi construido um banco de dados utilizando-se o programa SPSS versdo 18 (Statistical
Package for the Social Sciences) para o processamento e analise dos dados. Os dados foram
abordados em trés momentos. No primeiro momento, na fase descritiva, o IMC, a insulina e a
perda de peso foram resumidos adequadamente em proporces e médias aritméticas, desvios-
padrdo, valores minimo e maximo. A perda de peso apos a cirurgia também foi descrita em

quartis.

No segundo momento, na fase analitica, foram comparadas as médias das variaveis IMC,

em Kg/m?, e insulina sérica, em mU/L, referentes aos grupos controle e de obesos pré-
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operatério. O mesmo procedimento foi realizado com os valores obtidos depois da intervencdo
cirargica. As médias de cada variavel foram comparadas entre si, pelo teste t, para amostras
independentes. Foram comparadas as médias das variaveis IMC, em Kg/m?, e insulina sérica, em
mU/L, referentes aos grupos DRGY e GV, antes e depois da cirurgia pelo teste t, para amostras
pareadas. A perda de peso foi comparada entre os grupos submetidos a técnica DGYR e a técnica
GV. Para avaliar a associacéo, foi utilizado o teste t para amostras independentes. Em todas as
situacOes, a probabilidade méaxima de erro para rejeicao da hipotese nula foi de 5%.

No terceiro momento, procedeu-se a analise protedbmica. Para analisar as variaveis que
poderiam interferir no resultado da analise protebmica, o grupo de obesos foi estratificado de
acordo como descrito nos procedimentos laboratoriais. Para analisar a diferenca de expresséo das
proteinas entre as amostras de plasma dos anteriormente detalhados, o Software Image Master
2D Platinum Verséo 7.0 utilizou teste ANOVA.

3.7 Aspectos Eticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE),
registrada e analisada de acordo com a Resolucdo N.° 196/96 do Conselho Nacional de Saude,
em 11 de junho de 2010 sob o0 CAAE n° 0086.0.172.000-10 (Anexo 1).

Os pacientes foram convidados a participar espontaneamente do estudo e os portadores
de obesidade concordantes, estando aptos ao procedimento cirdrgico e ap0s esclarecimentos de
davidas e riscos, assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido a fim de serem
submetidos a coleta de sangue periférico para dosagem sérica da insulina e analise protebmica.
Os voluntarios eutréficos concordantes também assinaram o termo de consentimento para

realizacdo dos procedimentos laboratoriais.

Os dados dos pacientes constam no prontuario e os dados referentes ao estudo estdo no
protocolo de pesquisa em arquivo pessoal do pesquisador pelo prazo minimo de cinco anos. Os
dados referentes a pesquisa serdo mantidos em sigilo, ndo permitindo a divulgagdo com a
identificacdo dos pacientes, garantindo a privacidade quanto aos dados confidenciais envolvidos.
O acompanhamento clinico dos individuos participantes da pesquisa foi realizado de forma

habitual no servigo onde sua cirurgia foi realizada.
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Inicialmente, apresentaram-se as estatisticas descritivas correspondentes as variaveis
antropométricas e laboratoriais do grupo de obesos antes e seis meses ap0s 0 procedimento
cirurgico e do grupo controle. Posteriormente, analisou-se a associacdo entre as variaveis,
comparando-se 0s grupos. Finalmente, apresentaram-se os resultados da analise proteémica com
a identificacdo de proteinas potencialmente carcinogénicas e seu comportamento nos diferentes
grupos e subgrupos os quais foram divididos de acordo com os valores das variaveis
antropomeétricas e laboratoriais. (IMC e concentracédo sérica de insulina, respectivamente).

Dessa forma, Os resultados descritos nas tabelas 2 e 3 correspondem aos valores
descritivos (valor minimo, valor maximo, média aritmética e desvio-padréo), referentes ao grupo
de obesos no pré-operatorio e seis meses ap0s a cirurgia bariatrica e referente ao grupo controle,
respectivamente.

Observou-se que e média de idade no grupo de obesos foi de 35,07 £7,09 anos, com IMC
médio de 42,84 £6,70. A distribuicdo da populacdo do estudo por sexo esta descrita na tabela 4,
ndo se observando significancia estatistica pelo teste exato de Fischer entre 0s grupos de obesos
e controle. A concentracdo plasmatica média da insulina no pré-operatério foi de 25,07 £11,94
mU/L. A tabela 5 descreve o percentual de perda de peso distribuido no grupo de obesos seis
meses apds o procedimento cirdrgico, onde a média foi de 25,82% + 5,12, com um percentual de
perda de excesso de peso, em média, de 57,97 +11,12.

Tabela 2.Valores das estatisticas descritivas relativas as variaveis antropométricas e laboratoriais
referentes ao grupo de obesos (n=30)

Variaveis Valor minimo  Valor maximo Média aritmética Desvio-padrdo
Idade (anos) 24,00 57,00 35,07 7,69
Peso pré-operatorio (Kg) 84,00 215,00 120,00 30,58
Altura (m) 1,54 215,00 1,66 0,09
IMC pré-operatdrio (Kg/m?) 35,00 60,26 42,84 6,70
Insulina pré-operatorio (mU/L) 7,40 60,00 25,07 11,94
Peso pds-operatorio (Kg) 64,00 146,50 88,00 20,23
IMC poés-operatério (Kg/m?) 25,50 42,82 31,63 4,49

Insulina pos-operatorio (mU/L) 4,00 15,00 9,71 3,37
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Tabela 3. Valores das estatisticas descritivas relativas as variaveis antropométricas e laboratoriais
referentes ao grupo controle (n=10)

Variaveis Valor Minimo Valor Maximo  Média Aritmética Desvio-padrao
Idade (anos) 23,00 31,00 27,70 2,58
Peso (Kg) 50,20 77,00 65,52 10,10
Altura (m) 1,56 1,81 1,69 0,07
IMC (kg/mz) 19,80 26,00 22,73 2,35
Insulina (mU/L) 5,00 10,00 6,89 1,58

Tabela 4. Distribui¢do da populagdo de estudo por sexo

Sexo Grupo de obesos Grupo controle Total
Masculino 8 (26,7%) 5 (50%) 13 (32,5%)
Feminino 22 (73,3%) 5 (50%) 27 (67,5%)
Total 30 (100%) 10 (100%) 40 (100%)

Teste de Fischer p>0,05

Tabela 5. Distribuicdo do percentual de perda de peso (%PP) no grupo de obesos, seis meses apos o

procedimento cirurgico n=30

Estatisticas descritivas %

Valor Minimo 17,34
Valor Maximo 35,20
Média Aritmética 25,82
Desvio-padréo 512
Primeiro quartil 21,58
Segundo quartil 24,42

Terceiro quartil 30,32
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Foram comparadas as médias aritméticas das variaveis antropométricas e laboratoriais
entre 0s grupos controle e de obesos no pré-operatorio e seis meses apOs 0 procedimento
cirurgico.

Analisando os valores de IMC, observou-se que a média do grupo de obesos no pos-
operatdrio foi menor que no pré-operatério, com significancia estatistica (p<0,0001). O mesmo
foi observado quando se compararam as médias de peso absoluto e concentracdo sérica de
insulina antes e seis meses ap0s a cirurgia bariatrica, alcancando significancia estatistica
(p<0,0001).

Comparando-se os valores das médias de IMC, peso e concentracdo sérica de insulina
entre 0s grupos de obesos no pré-operatdrio e controle, observou-se diferenca com significancia
estatistica entre elas. Comparando-se os valores de médias de IMC, peso e concentracdo sérica
de insulina entre os grupos de obesos no pés-operatorio e controle, também verificou-se
diferenga estatisticamente significantes..

A andlise revelou que, independente da técnica cirirgica empregada, a perda de peso, a
queda dos niveis de IMC e a diminuicdo da concentracdo serica de insulina ocorreram nos dois
grupos (DGYR e GV) com valor de p<0,0001. Ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre o percentual de perda de peso no sexto més pds-operatorio quando se
compararam as duas técnicas (p>0,05). Tais resultados estdo descritos nas tabelas 6, 7 e 8.

Tabela 6. Comparagdo de médias e desvios-padrdo de IMC em Kg/m?, insulina em mU/L e peso
em Kg, pré e pos-operatorios, no grupo de obesos segundo a técnica DGYR

Variaveis Grupo DGYR pré n=11  Grupo DGYR po6s n=11 Testet * p
(a) (b) (aeb)
IMC (kg/m?) 49,36+6,64 35,64+4,70 13,97 <0,0001
Insulina (mU/L) 33,25+12,39 11,43+3,00 6,08 <0,0001

Peso (Kg) 146,36+33,64 105,36+22,56 10,37 <0,0001
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Tabela 7. Comparagdo de médias e desvios-padrdo de IMC em Kg/m?, insulina em mU/L e peso
em Kg, pré e pos-operatorios, no grupo de obesos, segundo a técnica gastrectomia vertical

Variaveis Grupo GV pré n=19 (a’) Grupo GV pobs n=19 Teste t * p
(b) (a’eb’)
IMC (kg/mz) 39,06+2,58 29,31+2,16 19,37 <0,0001
Insulina 20,33+8,92 8,72+3,24 7,17 <0,0001
Peso 104,73+14,40 77,93+9,23 14,03 <0,0001

Tabela 8. Diferenca de perda de peso, em percentual, entre as duas técnicas cirdrgicas no grupo
de obesos apds seis meses

Variavel DGYR GV Teste t* p

Média e desvio-padrdo 27,73+4,39 24,71+45,29 1,68 >0,05
da perda de peso (%)

*Amostras independentes

4.1 Resultados da analise protedmica

Neste estudo, a ferramenta da protedmica adotada, eletroforese 2-DE, identificou cerca de
190 spots em cada gel. Destes, 10 spots foram selecionados pela sua intensidade diferenciada em
grupos especificos ou pela sua presenga em alguns grupos e auséncia em outros. Suas
caracteristicas de peso molecular e ponto isoelétrico (pl), utilizados para identificacdo das
proteinas, foram analisadas pelo servidor de proteémica Tagldent tool Expert Protein Analysis
System (ExPASYy), através dos critérios de busca: pl e Peso molecular do spot; espécie Homo
sapiens; e banco de dados UniProtKB/Swiss-Prot. O perfil das proteinas detectadas na
eletroforese bidimensional estido expostos na tabela 9. E importante mencionar que, apos

identificacdo, estes dez spots referiram-se as proteinas relacionadas ao cancer e/ou obesidade.
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Tabela 9 Proteinas identificadas pelo Tagldent tool Expert Protein Analysis System (ExPASYy),

através do ponto isoelétrico (pl) e Peso molecular do spot; espécie Homo sapiens; banco de

dados UniProtKB/Swiss-Prot.

NO°Spot Identificagdo da Proteina Nome da Proteina pl pl Peso Tedrico  Peso encontrado
Teorico  encontrado (KDa) (KDa)
1 TSN13_HUMAN (095857) Tetraspanina-13 8.2 8.5 22,15 22,40
2 FABPL_HUMAN (P07148) Proteina de ligacéo de 4cido 6.6 6.8 14,21 15,27
graxo do figado
3 PGFRB_HUMAN (P09619) Receptor beta do fator de 4.8 4,9 121,06 122,40
crescimento derivado de
plaquetas
4 TSP2_HUMAN (P35442) Trombospondina- 2 4.6 4.6 120,98 121,21
5 APOBR_HUMAN (Q0VD83- Isoforma 4 do receptor de 4.3 45 118,74 121,50
4) apolipoproteina B
6 LDLR-HUMAN (P01130) Receptor da lipoproteina de 4.7 4.8 93,10 95,00
baixa densidade
7 A6XGL1 HUMAN (A6XGL1) Transtirretina 51 5.0 20,11 20,00
8 PDPN_HUMAN (Q86YL7-4) Isoforma 4 da Podoplanina 5.2 5.4 24,52 24,00
9 APOA1_HUMAN (P02647) Apolipoproteina A-1 5.3 5.5 28,79 26,026
10 KLK11_HUMAN (Q9UBX7-3) Isoforma 3 da Calicreina 11 9.1 9.3 33,76 35,69

Através da ferramenta adotada, foram identificados seis spots, ou pontos, no grupo obeso

pré-operatdrio (Figura 8), que ndo foram detectados nos grupos controle (Figura 9) e nos

pacientes apods a cirurgia (Figura 10). Estes spots referem-se as proteinas: receptor p do fator de

crescimento derivado de plaquetas (PGFRp) (Spot 3), trombospondina- 2 (TSP2) (Spot 4),

receptor da apolipoproteina B (ApoB) (Spot 5),
(LDLR), (Spot 6), transtirretina (TTR) (Spot 7) e isoforma 4 da Podoplanina (PDPN), (Spot 8).

receptor da lipoproteina de baixa densidade

O estudo protedmico para avaliar a influéncia do IMC, concentracdo de insulina e

percentual de perda de peso na presenca de moléculas envolvidas com o céncer, identificou

quatro Spots. Estes foram identificados como tetraspanina-13 (TSN13), (Spot 1), proteina de


http://www.uniprot.org/uniprot/O95857
http://www.uniprot.org/uniprot/P07148
http://www.uniprot.org/uniprot/A6XGL1
http://www.uniprot.org/uniprot/Q86YL7-4
http://www.uniprot.org/uniprot/P02647
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9UBX7-3
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ligagdo do &cido graxo hepético (FABPL) (Spot 2), apolipoproteina A-1 (ApoAl) (Spot 5), e
Calicreina-11 (KLK11) (Spot 10 ). Tais spots sdo evidenciados na figura 11.

O spot 1, (Figura 12) refere-se proteina a tetraspanina-13 (TSN-13), que foi identificada no
pré-operatorio em todos os grupos (PBIB, PAIA, PBIA e PAIB), sobretudo neste ultimo, ndo

sendo mais detectada apds a cirurgia, inclusive nos grupos PPA, PPB, PPC e PPD.

A proteina de ligacdo do acido graxo hepéatico (FABPL), spot 2 apresentou 0 mesmo
comportamento da TSN-13, ou seja, foi detectada em todos os grupos no pré-operatorio, mais
expressa no grupo PAIB, e ndo foi visualizada apds a perda de peso induzida pela cirurgia,
independente do valor sérico da insulina e do IMC (Figura 12).

Para o spot 9, foi identificada a apolipoproteina A-1 (Apo A-1) que esteve presente no pré-
operatorio em todos os grupos. Porém, apés a cirurgia, ndo foi detectada nos grupos com
hiperinsulinemia (PAIA e PBIA), apenas no grupo PBIB. Além disso, independente do

percentual de perda de peso, ela permaneceu no pos-operatorio. (Figura 13).

A Calicreina-11 (KLK11) foi identificada no spot 10 (Figura 14). Esta proteina foi
visualizada nos géis dos grupos pré e pés-operatorio, exceto no grupo PPA e no grupo PAIA,

onde ela ndo foi expressa.
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Figura 8. Gel analitico de eletroforese bidimensional de proteinas plasmaticas do Pool de
pacientes obesos, pré-operatorio, corado pelo Coomasie-Blue. Os spots foram numerados
conforme a tabela 10.
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pacientes obesos, poOs-operatério, corado pelo Coomasie-Blue. Os spots foram numerados
conforme a tabela 10.
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Figura 11. Gel analitico de eletroforese bidimensional de proteinas plasmaticas do Pool de
pacientes obesos, pré-operatorio, evidenciando a expressdo dos spots 1, 2, 3 e 4 em todos 0s

subgrupos, corado pelo Coomasie-Blue. Os spots foram numerados conforme a tabela 10.
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todos os subgrupos, ap6s o procedimento, corado pelo Coomasie-Blue. Os spots foram
numerados conforme a tabela 10.
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Figura 13 Gel analitico de eletroforese bidimensional da Apo A-1, identificada no spot 9 do Pool

de pacientes obesos, pos-operatorio, evidenciando a auséncia de expressdo nos grupos PBIA e
PAIA. Corado pelo Coomasie-Blue. Os spots foram numerados conforme a tabela 10.
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Figura 14 Gel analitico de eletroforese bidimensional da Calicreina 11, identificada no spot 10
do Pool de pacientes obesos, pos-operatdrio, evidenciando a auséncia de expressdo apenas nos
grupos PPA e PAIA. Corado pelo Coomasie-Blue. Os spots foram numerados conforme a tabela

10.
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Discussao
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A obesidade tem sido associada ao desenvolvimento de diferentes tipos de cancer, de forma
que essa associacao epidemioldgica tem estado sob crescente investigacdo. Dados combinados
de 57 estudos de coorte sugerem que a cada 5 kg/m? de aumento no IMC aumenta o risco de
mortalidade por neoplasias em até 10% . Além disso, estudos longitudinais recentes sobre
cirurgia bariatrica/metabdlica tem revelado que a perda de peso satisfatdria também resulta em
diminuicdo na incidéncia de cancer 32134136,

Os resultados apresentados neste trabalho tem a finalidade de responder a pergunta condutora
ao permitir a utilizacdo da plataforma proteémica para identificar as proteinas presentes na
obesidade para que, no futuro, elas possam ser usadas em estudos dirigidos e relaciona-las as
caracteristicas clinicas do cancer e ao desenvolvimento de novos métodos terapéuticos e de
prevencao.

Inicialmente, os resultados descritivos da populacdo do estudo caracterizam o perfil do
paciente portador de obesidade e as repercussdes das técnicas cirurgicas adotadas sobre as
variaveis antropométricas e laboratoriais. Em seguida, os resultados da analise protedmica serao
discutidos a partir das proteinas identificadas nos diversos subgrupos de pacientes obesos,
descrevendo seus principais mecanismos relacionados a carcinogénese e seu comportamento
diante da perda de peso e diminui¢do na concentracao sérica de insulina induzidos pela cirurgia.

Quanto aos resultados epidemioldgicos do estudo, ao observar a distribuicdo da obesidade
por sexo, houve um predominio nas mulheres jovens (73,3% com idade média de 37,05 anos),
compativel com os dados disponiveis na literatura. Segundo a OMS, existem, atualmente, pouco
mais de meio milhdo de pacientes portadores de obesidade, predominando no sexo feminino em
torno de 14%?. No Brasil, houve um aumento em até trés vezes na incidéncia de obesidade nos
ultimos dez anos, sobretudo na populagdo com baixos recursos financeiros, sendo também mais

frequente no sexo feminino e na faixa etaria acima de 40 anos >*°°.

Entre as técnicas cirlrgicas adotadas no presente estudo, a DGYR é considerada o padrdo
utilizado até os dias atuais para o tratamento da obesidade, porém a gastrectomia vertical vem
ganhando espaco. Nos ultimos dez anos, houve uma diminuicao na realizacdo da técnica DGYR,
caindo a frequéncia de 65,1% para 46,6%, seguido por um aumento marcante na realizacdo da
gastrectomia vertical para 27,89%%’. Além disso, estudos recentes de metanélise evidenciam
eficacia semelhante das duas técnicas quanto a perda de peso e melhora de comorbidades,
embora ligeiramente maior na DGYR, mas com efeitos comprovados da gastrectomia vertical

sobre o DM tipo 2, a sindrome metabdlica, a resisténcia insulinica e hiperinsulinemia3®40-141-144,
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No Brasil, em 2011, do total de 65.000 cirurgias realizadas, 20% foi representado pela
gastrectomia vertical $*”. O Servico de Cirurgia Geral do Hospital das Clinicas da UFPE vem
seguindo as tendéncias mundial e nacional, indicando a realizacdo desta técnica desde 2010 para
pacientes com obesidade graus Il e IlI, inclusive portadores de DM tipo 2. Nesse periodo de
quatro anos, do total de 400 cirurgias bariatricas realizadas, sessenta (15%) foram pela técnica da
gastrectomia vertical. Assim, com o objetivo de avaliar a influéncia das técnicas cirurgicas sobre
0 percentual de perda de peso e consequentemente sobre perfil de proteinas carcinogénicas na
obesidade, foram incluidos na amostra pacientes submetidos ao tratamento cirdrgico tanto pela
técnica DGYR quanto pela gastrectomia vertical, analisando os pardmetros de curva ponderal e
niveis sericos de insulina, principais fatores envolvidos no desenvolvimento de neoplasias

associadas a obesidade.

Quanto a evolucdo ponderal ap6s a cirurgia, Faria et al. consideraram em seu estudo o
sucesso do tratamento cirdrgico quando ha perda de excesso de peso (%PEP) de 50% no sexto
més'®. Na importante revisdo de Buchwald et al., a perda de peso apds cirurgias bariatricas foi
estimada em 58 a 64% do excesso de peso, demonstrando perda absoluta de 38 a 40 kg e
proporcional de 32%. Essa situacdo tem como base uma populacéo de obesos com IMC médio
de 47 kg/m? ¥ o que acarreta um excedente lipidico em relacio & amostra estudada, que
apresentou um IMC médio de 42,84 Kg/m?. Entretanto, o que se observou no periodo de
realizacdo do estudo (seis meses) foi um %PEP de 57,97%, semelhante a revisdo de Buchwald et
al. e superior a Faria et al., evidenciando-se uma excelente resposta da curva ponderal a cirurgia
nos primeiros seis meses. Apesar da diminui¢do no IMC em 73,83%, alcancando significancia
estatistica em todos os parametros antropomeétricos (peso absoluto, %PP e %PEP), os pacientes
ainda permaneceram com obesidade grau | e, portanto, com diferenca significativa dos
parametros antropométricos em relagdo ao grupo controle. Isso pode ser justificado pelo curto
periodo do estudo, que embora seja considerado o intervalo de tempo poés-operatério em que ha
maior velocidade de perda ponderal'*®, ha continuagio dessa perda, porém de forma mais lenta e
continua até sua estabilizacdo em dois anos apés a cirurgia, indicando que na amostra podera
haver comportamento semelhante, alcancando valores antropométricos sem diferenca estatistica

em relagéo ao grupo controle.

Além do %PEP, os resultados da cirurgia bariatrica podem ser avaliados pelo percentual de
perda de peso (%PP). Ferraz et al. citaram 0 %PP como outra forma de analise da qualidade da
perda ponderal, onde a avaliagcdo considerada excelente corresponde a perda >35%, boa quando



82

0 %PP fica entre 25 e 34%, pobre com %PP de 15 a 24% e falha terapéutica quando <15% ap0s
um periodo de 01 ano'’. No presente estudo, houve, em seis meses, uma boa avaliacio da
eficacia cirurgica quanto ao peso (%PP=25,82%). Além disso, quando comparadas, as duas
técnicas cirdrgicas nao apresentaram diferenca estatistica quanto ao %PP, confirmando os
achados das ultimas metanalises, que demonstram eficicia semelhante na evolucdo ponderal
tanto na DGYR (27,73 +4,39) quanto na gastrectomia vertical (24,71 £5,29).

No presente trabalho, selecionamos duas técnicas cirurgicas para avaliacdo de possiveis
diferengas entre elas quanto a perda de peso apos seis meses do procedimento. Assim, de acordo
com os estudos acima citados'#"144 em que se evidencia perda de peso satisfatdria entre as duas
técnicas, ndo observamos diferenca com significancia estatistica na amostra estudada. Podemos
concluir que as duas técnicas cirdrgicas, DGYR e gastrectomia vertical, sdo eficazes na perda de

peso e, portanto, este parametro ndo influenciou para a analise protedmica.

Autores evidenciam que seis meses ap0s a cirurgia bariatrica, ja pode ser observado melhora
na resisténcia insulinica e normalizacdo dos niveis séricos de insulina, além de diminuicdo dos
mediadores inflamatorios relacionados a obesidade, bem como do estresse oxidativo e hipdxia
tecidual, fatores sabidamente envolvidos no mecanismo da carcinogénese!®'*148 Na amostra
estudada, embora o grupo de obesos tenha permanecido com obesidade grau I, provavelmente
pelo curto periodo de seguimento, ndo consideramos esta situacdo um obstaculo a realizacdo do
estudo protedbmico, visto que as variaveis de interesse (peso, %PEP, %PP e niveis séricos de
insulina) diminuiram de forma significante apds o procedimento cirargico, como evidenciado na
literatura, podendo, dessa forma, influenciar no comportamento das proteinas identificadas pela

plataforma protedmica.

Quanto as alteracdes metabolicas associadas a obesidade, observou-se que o grupo de
obesos, com IMC médio de 42,84 Kg/m?, apresentou uma concentragdo sérica de insulina de
25,07 mU/L, caracterizando hiperinsulinemia. Sabe-se que o tecido adiposo € o principal
reservatorio energético do organismo e um dos seus componentes, o tecido adiposo branco, €
reconhecido como um 06rgdo endocrino e metabolicamente ativo, sobretudo na forma visceral,
possuindo alta atividade lipolitica com consequente liberagdo de &cidos graxos livres na
circulacdo portal, favorecendo o desenvolvimento da resisténcia insulinica pelo acimulo de
metabolitos de acidos graxos dentro de tecidos responsivos a insulina. Assim, ha diminuicdo da

eficiéncia de sinalizacdo insulinica para regulacdo da glicose plasmatica nos tecidos sensiveis a
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sua acdo e aumento compensatorio na producdo de insulina pelo pancreas a fim de manter os
niveis glicémicos dentro da faixa de normalidade’. Essa ineficacia metabdlica leva o figado a
produzir mais glicose, 0 musculo a utilizar, de maneira insuficiente, a glicose circulante e o
tecido adiposo a aumentar a lipolise. Essas alteracGes relacionadas a resisténcia insulinica e
hiperinsulinemia compensatdria sdo as mais estudadas no mecanismo da carcinogénese
associada a obesidade 222, justificando a dosagem sérica deste hormdnio na amostra estudada
para evidenciar possiveis proteinas envolvidas nas vias de sinalizacdo carcinogénica ativadas

pela insulina, através de seus efeitos mitogénicos e angiogénicos.

Atualmente, a cirurgia bariatrica mais utilizada no Brasil e no mundo € a derivagdo gastrica
em Y de Roux (DGYR) pelos seus resultados sobre a reducdo de comorbidades, inclusive na
obesidade grau 1. Porém, a gastrectomia vertical, vem apresentando resultados satisfatorios
quanto a curva ponderal e efeitos comprovados sobre a SM %49,

Recentes estudos publicados por Lanelli et al., Yip et al. e Benaiges et al., ao avaliarem a
evolucdo da resisténcia insulinica e valores antropomeétricos, comparando DGYR e gastrectomia
vertical, concluiram que os pacientes submetidos a DGYR apresentaram melhora semelhante a
gastrectomia vertical na resisténcia insulinica apés um ano de cirurgia**}*314 No presente
trabalho, observou-se, apds seis meses, uma queda significativa nas concentracdes séricas de
insulina, sendo esta diferenca maior na DGYR (65,62%) em relacdo a gastrectomia vertical

(57,10%), porém sem significancia estatistica, corroborando com os achados da literatura.

Nos Gltimos anos, vem aumentando o nimero de trabalhos a cerca da carcinogénese
relacionada a obesidade com o intuito de descobrir novos mecanismos dessa associacdo. Nesse
contexto, pesquisas dedicadas ao esclarecimento da biologia molecular envolvida tanto na
carcinogénese quanto na obesidade sdo de grande valia para a compreensdo desse mecanismo

complexo e multifatorial.

Dessa maneira, estudos protedmicos vem sendo realizados ap0s cirurgias bariatricas,
porém sem relatos relacionados &  carcinogénese®®®®, Oberbach A et al. identificaram
biomarcadores relacionados ao metabolismo lipidico, e também, cardiovasculares cuja
expressdo foi diminuida com a reducéo do IMC 4647 Qutros autores detectaram a diminuicio de
proteinas de fase aguda e citoquinas inflamatdrias apds a cirurgia, justificando que a cirurgia
reverte 0 mecanismo inflamatorio crénico presente na obesidade*®. Culnan et al. detectaram a

presenca da apolipoproteina A-1V, um marcador anti-aterogénico, apos a DGYR*. Finalmente,
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Trak-Smayra et al. analisaram o perfil protedmico no soro de pacientes submetidos a DGYR para
identificar marcadores séricos de esteatose e NASH (doenca hepatica ndo alcoolica) antes e apos
a cirurgia, correlacionando com biopsia hepéatica realizada no procedimento cirurgico,

identificando potenciais biomarcadores de severidade da lesio hepatica®.

Diante disto, a elucidacdo dos mecanismos metabdlicos precisos de prevencdo do cancer
pela cirurgia bariatrica pode aumentar nossa compreensdo de como a obesidade, o DM tipo 2 e a

sindrome metabdlica estdo associados a carcinogénese e crescimento tumoral.

O LIKA, da UFPE, ja vem utilizando as ciéncias 6micas no arsenal de pesquisas
cientificas voltadas a carcinogénese, com varios trabalhos publicados nessa area, a exemplo da

gendmica do HPV e sua associa¢io com o cancer gastrico™°.

Nesse estudo, com a colaboracdo do LIKA, foi avaliado o perfil protebmico de pacientes
obesos, na tentativa de identificar proteinas envolvidas em processos carcinogénicos. Para tal
propésito, foi utilizado o plasma de pacientes obesos, submetidos a cirurgia bariatrica, tomando-
se como referéncia o perfil protebmico plasmatico de individuos eutréficos e sem fatores
potencialmente de risco para o desenvolvimento de neoplasias, excluindo-se as variaveis de

confusao.

O estudo protedmico identificou dez spots diferentemente expressos entre 0s grupos e,
posteriormente, identificados como proteinas potencialmente carcinogénicas (tabela 10). Entre
esses, seis spots foram identificados no grupo de obesos no pré-operatério, que se tornaram
ausentes ap6s o procedimento cirdrgico. Esses spots também ndo foram identificados no grupo
controle. Tais spots foram identificados como receptor  do fator de crescimento derivado de
plaquetas (PGFRp), Trombospondina-2 (TSP-2), receptor da apolipoproteina B, receptor de

lipoproteina de baixa densidade, transtirretina e isoforma 4 da Podoplanina.

O receptor B do fator de crescimento derivado de plaquetas (PGFRP) &€ um receptor
tirosina-quinase presente na superficie celular, que pela sua ligacdo aos membros da familia do
fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), promove a¢do mitogénica, sobretudo em
células de origem mesenquimal. A fosforilacdo do PGFR, através da expressdo do PDGF, ativa
as vias de sinalizagdo ERK1/2 e Akt, que sdo essenciais a proliferacdo celular’®. O estroma
tumoral contém diferentes tipos celulares, incluindo fibroblastos ativados (miofibroblastos),
células endoteliais, pericitos e células inflamatérias. Os primeiros sdo moduladores chaves da
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progressdo tumoral®™!. O PGFRp parece estar envolvido nos mecanismos que regulam a ativagéo
desses fibroblastos!®2,

O PGFRP desempenha um papel importante na promoc¢do do crescimento tumoral
progressivo em varios tipos de cincer, assim como na leucemia e neoplasias do estdmago®®,
préstatal®, pancreas'™, mama'®, colon’™® e figado®’. Citoquinas inflamatérias, como o TNF-a,
iniciam e mantem a resposta de crescimento em células do musculo liso do intestino via
PGFRB™™. Isto sugere que o inicio da expressio de PGFRP é um fator chave no crescimento das
células musculares intestinais, em que a inflamacdo pode danificar mecanismos inibitorios
intrinsecos e, assim, levar a hiperplasia e ao cancer’®®. Um dos mecanismos de associagio entre
obesidade e cancer ¢ a liberacdo de TNFa e seus efeitos proliferativos. Assim, pode haver uma

inter-relagdo entre o TNFa e a expressdo de PGFRp, contribuindo para o desenvolvimento de

neoplasias na obesidade.

Evidéncias recentes indicam que as células-tronco mesenquimais contribuem para a
angiogénese do tumor, de forma que celulas estaminais derivadas do tecido adiposo tem a
capacidade de se diferenciar em estruturas capilares através de PGFRpB®. Cheng S et al. citam
em seu estudo, a presenca do PGFRB no cancer de mama, neoplasia frequente na obesidade®®.
O PGFRp controla o recrutamento e proliferacdo de pericitos nos leitos vasculares, participando
de eventos como vasoconstricdo, angiogénese e maturacdo celular endotelial®®. Outra via
potencialmente modulada pelo PGFRp é a manutencdo da funcdo de barreira vascular, de forma
que quando diminuido, o PGFRpB pode levar & perda da retencdo de pericitos em vasos

sanguineos tumorais, favorecendo sangramento e potencial aumento de metastases*®*.

Devido a sua funcdo de manutencdo da barreira vascular e apesar de poucos estudos
terem examinado os efeitos do PGFRp e pericitos sobre acdo da insulina na vascularizagao extra-
hepética, acredita-se que a perda de sua atividade pode aumentar a permeabilidade vascular em
cultura de adipdcitost®? e musculo esquelético em modelo animal'®®, induzindo a translocagdo do
transportador de glicose e, mais recentemente, pode aumentar a permeabilidade vascular hepatica
e o transporte transendotelial hepatico de insulina, melhorando a sensibilidade insulinica®®.
Neste contexto, poderiamos sugerir que a expressdo do PGFR[ na obesidade, além de suas a¢des
carcinogénicas, favorece, indiretamente, a acdo mitogénica da insulina ao promover a resisténcia

insulinica, contribuindo, assim, para o desenvolvimento de neoplasias.

Assim, o PGFRp pode funcionar como um biomarcador potencialmente carcinogénico na
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obesidade, sobretudo de mama. Sua auséncia apds a cirurgia, acompanhada da perda de peso,
revela um importante papel protetor do tratamento cirdrgico da obesidade no desenvolvimento

de neoplasias.

A trombospondina-2 (TSP-2) também foi uma proteina detectada no Pool dos pacientes
obesos no pré-operatdrio e nao visualizada ap0s a cirurgia. As trombospondinas (TSPs) fazem
parte de uma familia de cinco proteinas multifuncionais amplamente distribuidas na matriz
extracelular de inimeros tecidos. Cada dominio das TSPs especifica uma fungdo biologica
distinta através da interagdo com um receptor especifico. Entre as TSPs, a TSP2 apresenta forte
atividade anti-angiogénica e sua expressdo € modulada por uma situacdo de hipdxia e por
oncogenes'®®. Em vérios tumores (tiredide, colon, carcinoma da bexiga), a expressdo de TSP2 é
inversamente correlacionada ao grau de diferenciacdo do tumor e taxa de sobrevida®®®. Pode ser
encontrada hiperexpressa na neoplasia intraepitelial da prdstatal® e no liquido pleural de
mesoteliomas'®’. Devido a sua a¢io anti-angiogénica, estudos recentes sugerem que as TSPs ou
peptideos derivados de TSPs, através de sua atividade bioldgica, podem estar envolvidos em

novas estratégias terapéuticas promissoras para o tratamento anti-angiogénico de neoplasias'®.

Quando h& aumento das necessidades de oxigénio e nutrientes, fato comum na hipdxia
tecidual, presente na obesidade visceral, ocorre proliferacdo vascular e entre as indmeras
moléculas indutoras da angiogénese, destaca-se o fator de crescimento derivado do endotélio
(VEGF), o qual estd aumentado na obesidade??. Porém, tdo importante quanto a proliferacio
vascular, é a involugdo deste processo que ocorre ap6s a resolucdo dessa demanda adicional,
com a regressdo dos vasos neoformados e isso ocorre atraves dos inibidores da angiogénese,
como a trombospondina-2. Desta forma, evita-se que haja um aporte excessivo de oxigénio que,
além de desnecessario, poderia levar a formacdo de radicais livres de oxigénio, prejudiciais aos
tecidos!®®. Nesse contexto inconstante, 0 mecanismo angiogénico parece atuar como uma
balanga, em que, de um lado estdo os ativadores (pré-angiogénicos), como o VEGF, e do outro,
os inibidores (angiostaticos), como as trombospondinas. E do resultado deste balanco que leva a
um maior ou menor estimulo para a proliferacdo vascular e consequente formagéo de neoplasias.
Nas neoplasias, ha desequilibrio desse balango, o que justifica a identificacdo de uma resposta

em cascata visando ao restabelecimento da homeostase!’°.

Nesta vertente, demonstrou-se que o desenvolvimento de vasos sanguineos ao redor e

dentro do tumor € indispensavel ao crescimento tumoral, invasao local e metastizagdo aos 6rgéos
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vizinhos, mas ensaios clinicos demonstraram que certos tumores poderiam produzir inibidores
angiogénicos!’®, como a TSP-2, na tentativa do organismo manter a homeostase nesse
mecanismo angiogénico. Assim, tumores que sdo TSP-2 negativos, possuem maior densidade
microvascular, maior risco de metastizacdo e pior prognostico, relativamente aos TSP-2

positivost’.

Além desse “estimulo” angiogénico na presenca de neoplasias, a expressdo de TSP-2 é
estimulada pela presenca de interleucina 10 (IL-10)'2. Sabe-se que na obesidade, considerando o
estado inflamatorio cronico de baixo grau, ha aumento nos niveis de interleucina 10%8. Assim,
dois fatores poderiam contribuir para a identificagdo da TSP-2 neste estudo, o fator de
crescimento derivado do endotélio (VEFG) e a IL-10. Estes relatos sugerem que a presencga da
TSP-2 nos pacientes obesos pode indicar um desequilibrio no metabolismo voltado a inflamacao
e carcinogénese. A sua auséncia, apés a perda de peso induzida pelo tratamento cirdrgico,
indicaria um equilibrio na homeostase entre fatores promotores de tumor e inibidores
angiogénicos, fortalecendo o papel favorecedor da cirurgia bariatrica contra a inflamacéo e

formacéo do céancer.

Outra proteina identificada nos pacientes obesos no pré-operatério foi o receptor da
apolipoproteina B (apoB). A apoB é uma glicoproteina constituida por 4536 aminoacidos, com
peso molecular de aproximadamente 540 kDa, apresentando cinco dominios estruturais, sendo o
quarto dominio responsavel pela interacdo da apoB com seus receptores e pela manutencdo da
integridade desta particula. A apo B pode ser encontrada em duas formas: apo B-48 e apo B-
1007, Esta proteina desempenha um papel central no metabolismo lipidico como principal
componente proteico das lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e lipoproteinas de
baixa densidade (LDL), estando sua funcdo relacionada a remocdo de LDL do plasma e

regulacéo da biossintese do colesterol’,

A sintese lipidica € um resultado integrado de fatores genéticos, epigenéticos e
ambientais, porém ela pode promover o crescimento e sobrevivéncia de celulas neoplésicas.
Vaérios estudos epidemiologicos tem mostrado uma ligacdo entre obesidade e cancer de mama,
estando o0 metabolismo lipidico envolvido nesse mecanismo!’®. Nessa vertente, estudos prévios
demonstraram que a apoB pode estar relacionada ao desenvolvimento tumoral e metéstases e,

174

em niveis elevados, pode ser encontrada em tumores cerebrais na infancia*’*. A concentracao

sérica de apoB tem atuado como um potencial marcador para o diagnostico e prognostico de
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neoplasias de ovario, vesicula biliar e mama, também relacionadas a obesidade, e a ativacdo da

lipogénese de novo, modulada por apoB, correlaciona-se com pior progndsticol”.

Desse modo, a elevacdo da concentracdo serica da apoB e estimulacdo da lipogénese
enddgena acarreta na elevacdo da concentracdo de receptores da apolipoproteina B, podendo
favorecer o desenvolvimento de neoplasias associadas a obesidade. Esse receptor foi detectado
neste estudo e a perda de peso, induzida pelo tratamento cirurgico, levou a auséncia de expressao
dessa proteina, acreditando-se que a melhora do metabolismo lipidico, promovida pela cirurgia,
diminuiu a expressdo do receptor de apoB com consequente diminuicdo no potencial
desenvolvimento de neoplasias, principalmente as relacionadas ao metabolismo lipidico, como

mama.

No spot 6 foi identificado um outro receptor envolvido no metabolismo lipidico, o da
LDL. A LDL é uma lipoproteina transportadora de colesterol no plasma, o qual é englobado
pelas células dos tecidos-alvo através da endocitose intermediada por seu receptor. Os tumores
malignos apresentam um aumento da expressdo dos receptores de lipoproteinas, devido a
aceleracdo da proliferacdo celular com consequente aumento da necessidade de lipideos para a
sintese das membranas celulares. Esse aumento da expressao dos receptores de LDL no cancer
pode ser utilizado para concentrar farmacos de acdo antineoplasica em tecido tumoral, utilizando

lipoproteinas ou emulsdes semelhantes a lipoproteinas como veiculo.

Os niveis dessa proteina (LDLR) foram encontrados hiperexpressos em células tumorais
deficientes em adiponectina. Em células de cancer de mama humano, a hiperexpressdo de
LDLR eleva a atividade da B-catenina nuclear, facilitando a proliferacéo das células tumorais'®,
podendo justificar o mecanismo de desenvolvimento do cancer de mama na obesidade. Além
disso, estudos relatam que a hipdxia tecidual aumenta a expressao de receptores de LDL, através
do aumento de HIF1a’’. Em outro estudo, Shen et al. correlacionaram a atividade de HIF1a a0
aumento de LDL e VLDL em células de hepatoma (HepG2), através da expressdo de receptores
LDL, observando, também, a correlacdo desse receptor com espécimes de carcinoma
hepatocelular'’®, Esses estudos relatam o envolvimento do TNF-a com o aumento de LDL.
Donohoe et al. descrevem a liberagdo de TNF-a. como um dos promotores de cancer do aparelho

digestivo na obesidade?’.

Igualmente, pode-se sugerir, nesse estudo, que a presenca do receptor de LDL
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evidenciada no grupo de obesos no pré-operatdrio e sua auséncia ap0s a cirurgia pode estar
relacionada a hipdxia tecidual presente na obesidade, através da liberacdo de HIF-1a e TNF-a e
diminuicdo de adiponectina, tornando-o um potencial biomarcador para o desenvolvimento de
neoplasia de mama e carcinoma hepatocelular. No entanto, é necessario maior investigacao,
correlacionando esses fatores, HIF-1la, TNF-a, LDL e receptor de LDL, em modelos de
neoplasia hepatica.

A transtirretina € uma proteina de fase aguda e tem sido citada pela sua diminuicéo em
situacbes quando o metabolismo apresenta-se aumentado, como em estagios avangados de
neoplasias'’®. A transtirretina também foi identificada como biomarcador carcinogénico na fase
inicial das neoplasias de ovario, endométrio e na Sindrome dos Ovarios Policisticos, as duas
Gltimas relacionadas a obesidade 8126180181 'Nga analise protedmica, identificamos a transtirretina
no grupo de pacientes obesos no pré-operatério. Entretanto, ndo avaliamos a presenca da
Sindrome de Ovarios Policisticos nesse grupo. Mas encontra-la hiperexpressa sugere
mecanismos envolvendo esta proteina de fase aguda em processos carcinogénicos precoces, onde
0 metabolismo presente na obesidade é necessario ao desenvolvimento tumoral. A auséncia de
expressdo desta proteina no pos-operatério reforca o papel da cirurgia bariatrica na protecdo do

cancer ginecologico.

A Podoplanina (PDPN) é uma glicoproteina do tipo mucina transmembranar de 38 kDa
envolvida com a progressdo tumoral e foi identificada no spot 8. Em varios tipos de células
tumorais, a PDPN ¢ regulada positivamente, desempenhando importante papel na transicao
epitelial, invasdo e metastase, sobretudo em neoplasias de colon e pancreas®®?. Nesse estudo, a
presenca dessa proteina e sua auséncia apos a perda de peso pode sugerir a realizacdo de estudos
posteriores na area da obesidade e cirurgia metabolica, correlacionando com cancer de pancreas

e DM tipo 2, pois esta Gltima condi¢do € comum as duas patologias.

Ainda neste estudo, foi avaliada a influéncia do IMC, queda da insulina e percentual de
perda de peso apos a cirurgia na presenca de potenciais biomarcadores neoplésicos. Nesta etapa,
quatro spots foram identificados e suas respectivas proteinas relacionadas a obesidade e cancer.
(Figuras 11, 12, 13 e 14, tabela 10).

No spot 1, identificamos a Tetraspanina-13 (TSN13), uma proteina de superficie celular,
responsavel pela modulagdo de vias de transducdo de sinal envolvidas na regulacdo do

desenvolvimento, ativacdo, crescimento e motilidade celular'®. Além disso, a TSN13 esta
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associada aos receptores de adesdo, da familia das integrinas, regulando a migragdo celular
dependente de integrina. Estudos propdem que a TSN13 influencia a migracdo celular através
dos seguintes mecanismos: modulacdo da integrina, isolamento das integrinas na superficie
celular ou transporte intracelular e reciclagem das integrinas. Pesquisas citam a superexpressao
da TSN13 em amostras de cancer de prostata’®® e seu gene caracterizado como o mais expresso
no adenocarcinoma de prostatal®*. A obesidade estd relacionada a neoplasia de prostata,
principalmente indiferenciada, e € proporcional ao IMC, mas nédo esta claro quais mecanismos
levam a essa associacdo. Acredita-se que no homem portador de obesidade ha niveis elevados de
estradiol e niveis mais baixos de testosterona, (importante para manter a diferenciacdo celular da
glandula prostéatica), além dos altos niveis de insulina, IGFs e leptina, mas ha inconsisténcia nos
estudos'?. Possivelmente, a presenca da TSN13 hiperexpressa na obesidade e seus efeitos
carcinogénicos possa explicar o desenvolvimento de neoplasia prostatica associada a obesidade.
Além disso, a TSN13 apresenta-se elevada no adenocarcinoma mucinoso de endométrio e
ovario®®, cancer de mama'®® e tumores de células germinativas testiculares'®’. Apesar de seu
envolvimento na carcinogénese, nenhum relato cientifico relaciona a TSN13 com a obesidade.
Porém, neste estudo, a TSN13 esteve presente em todos 0s pacientes obesos no pré-operatério,
principalmente no grupo PAIB (Figura 11) e ausente ap6s a intervengdo cirlrgica. Dessa a
cirurgia bariatrica, outra vez, foi eficaz no papel de reduzir o risco de desenvolvimento de

neoplasias.

As proteinas de ligacdo de acidos graxos (FABPs) sdo parte de uma familia composta por
oito proteinas envolvidas no transporte de acidos graxos da membrana celular até sitios de
oxidacdo e sintese. A designacdo de cada uma destas proteinas foi derivada a partir do tecido
originalmente isolado e os membros-chave deste grupo de proteinas incluem as proteinas de

ligagdo de acidos graxos no figado, intestino e epiderme.

L-FABP (proteina de ligacdo de &cidos graxos hepética) participa de varias funcdes
fisiologicas importantes, incluindo a sinalizacdo intracelular, controle da divisdo e diferenciacéo
celular'®, Essas funcdes estdo irregulares nos tumores em desenvolvimento e na progressao
neoplasica. Alem disso, a L-FABP pode atuar como um receptor de &cido graxo, sendo uma
proteina alvo para substancias cancerigenas genotodxicas. A ligacdo destes carcindgenos a L-
FABP promove a mitogénese. Esta proteina, por conseguinte, tem sido implicada no

desenvolvimento de tumores em estagio precoce, como célon e prostata 1%, Em nosso estudo,
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essa proteina foi encontrada no Pool dos pacientes obesos (PAIA, PAIB, PBIA e PBIB), com

expressdo ausente apds a perda de peso, sugerindo ser um marcador neoplésico na obesidade.

Este resultado corrobora com o0s achados descritos, 0s quais sugerem que a cirurgia
bariatrica favorece a protecdo contra o desenvolvimento do cancer, uma vez que influencia na

producdo de proteinas carcinogénicas.

A apolipoproteina A-1 (apo A-1), principal lipoproteina carreadora do colesterol HDL,
foi identificada no spot 9. A apo A-1 participa da remocdo do excesso de colesterol tecidual,
através do transporte reverso do colesterol. No entanto, vem sendo citada pela sua
superexpressdo em neoplasias de colon, mama e endométrio*?6176191 Estuydos in vitro mostraram
que a insulina estimula a producédo de apolipoproteina Al (apo 1) e na sindrome metabdlica, sdo
fatores presentes a dislipidemia e resiténcia insulinica, levando a hiperinsulinemia. Nas
neoplasias de mama e célon, a apo A-1 apresenta correlacdo positiva com dislipidemia e
sindrome metabdlical®>!% fato que pode justificar sua presenca no grupo de obesos no pré-
operatorio e auséncia nos pacientes apds a cirurgia nos grupos com hiperinsulinemia (PBIA e
PAIA), ja que houve diminuicdo significativa na concentracdo sérica de insulina apos a cirurgia.
Assim, a apo A-1 pode ser utilizada como biomaracador de céncer de colon e mama em

pacientes portadores de obesidade e sindrome metabdlica.

A Calicreina 11 (spot 10, Figura 14) foi detectada em todos os grupos de obesos no pré-
operatorio e podemos afirmar que ela ndo sofreu influéncia do peso nem da insulina, pois
permaneceu expressa no pos-operatério tanto nos pacientes com hiperinsulinemia, quanto nos
pacientes com insulina < 21mU/L e nos pacientes que perderam peso, exceto no grupo que
apresentou o menor percentual de perda, sugerindo outros mecanismos envolvidos na auséncia
de sua expresséo, especificamente nesse grupo.

Esta proteina € da familia das serino-proteases e vem sendo implicada na carcinogénese,
sugerindo a sua utilizacdo como biomarcador em neoplasias de prostata, ovario, estbmago, mama
e testiculo!®. A expressdo da calicreina 11 no cincer gastrico parece estar associada a um
melhor progndstico®*. Sano A et. al citam em seu estudo que a expressdo da calicreina 11 em
receptores de estrogénio no cancer de mama pode desempenhar um papel fundamental na
progressdao do cancer, aumentando a biodisponibilidade de IGFs atraves de degradacdo de
IGFBP-3'%, Na obesidade, sabe-se que ha aumento na liberagdo de IGFs com diminuicdo de

IGFB-3, podendo ter a participacdo da calicreina 11 nesses pacientes e explicar o0 mecanismo de
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relagdo entre obesidade e céncer de mama. Na literatura, ndo ha estudos relacionando a
calicreina 11 ao grau de obesidade e a influéncia da perda de peso. Da mesma forma, ndo
encontramos evidéncias cientificas, relacionando a sua expressdo ao metabolismo da insulina.
Isto nos sugere que embora esta proteina esteja presente nos pacientes com obesidade grave e
hiperinsulinemia, mais estudos serdo necessarios na tentativa de elucidar os potenciais
mecanismos envolvendo a severidade da obesidade, hiperinsulinemia e a expressdo da

calicreina-11, mas a torna um potencial biomarcador carcinogénico nesses pacientes.

Considerac0es finais

Os pacientes portadores de obesidade apresentam, em seu perfil protedmico, moléculas
potencialmente carcinogénicas e a perda de peso, induzida pelo tratamento cirirgico, promoveu
0 desaparecimento dessas proteinas, tornando a cirurgia bariatrica um fator protetor para o
desenvolvimento de neoplasias. Além disso, identificamos proteinas envolvidas em processos
neoplasicos que estdo relacionadas a hiperinsulinemia e cujos mecanismos metabdlicos nao
puderam ser evidenciados no presente estudo, abrindo-se uma promissora oportunidade para
novos trabalhos que possam envolver outras areas das ciéncias dmicas, como a metabolémica, a
fim de identificar os metabdlitos envolvidos nessas reacdes favorecedoras do desenvolvimento
tumoral. Por fim, a cirurgia, no seu arsenal de beneficios relacionados & obesidade, mostra-se
como uma promissora alternativa para os pacientes portadores de obesidade na prevencdo do

cancer.
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Conclusao
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Diante dos resultados, podemos concluir na amostra estudada, que foram identificadas
proteinas potencialmente carcinogénicas nos pacientes portadores de obesidade: Receptor da
apolipoproteina B, Receptor beta do fator de crescimento derivado de plaquetas,
Trombospondina- 2, receptor da Lipoproteina de baixa densidade, Transtirretina e a
Podoplaning;

A perda de peso induzida pelas técnicas cirargicas DGYR e gastrectomia vertical
promoveu a remissdo significativa dessas proteinas, independente do grau de obesidade e da
concentracdo de insulina;

A mudanga nos niveis de insulina influenciou na auséncia de expressdo da
Apolipoproteina A-1 apés a cirurgia. A auséncia desta proteina ap0s a cirurgia ndo ocorreu
devido ao peso;

A calicreina 11 ndo sofreu influéncia nem do peso e nem da concentracdo de insulina,

permanecendo hiperexpressa no pos-operatorio.
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Apéndice 1

Termo de consentimento livre e esclarecido

Este ¢ um convite para vocé participar da pesquisa: “Avaliagdo de biomarcadores no processo da
carcinogénese em pacientes portadores de Obesidade Morbida submetidos a gastroplastia”, que ¢
coordenada pela Dra. Luciana Teixeira de Siqueira. Sua participacdo é voluntéria, o que significa que
vocé poderd desistir a qualquer momento, retirando seu consentimento, sem que isso lhe traga nenhum
prejuizo para o senhor (a).

Essa pesquisa visa ao estudo da expressdo de proteinas potencialmente carcinogénicas em pacientes
obesos com indicagdo de tratamento cirurgico e tera o objetivo de melhor compreender os mecanismos do
desenvolvimento de neoplasias na obesidade e a eficacia do tratamento cirlrgico em reduzir o risco de
cancer nesses pacientes. Uma melhor compreensdo da biologia molecular ajudard no entendimento da
carcinogénese na obesidade, bem como na melhora do diagndstico e tratamento precoce.

Caso decida aceitar o convite, vocé sera submetido(a) ao(s) seguinte(s) procedimentos: Coleta de pequena
guantidade de sangue antes da cirurgia (1 vez) e até 12 meses ap0s a cirurgia para obesidade em quatro
momentos: 1° més, 3° més, 6° més e 12° més de pds-operatorio. Tal procedimento seréd realizado no
Hospital das Clinicas da UFPE e a andlise do material (sangue) sera realizada no Laboratério de
Imunopatologia Keizo Asami.

Este estudo trard beneficios importantes que poderéo ter aplicacdo direta na prevencao e no diagnostico
do cancer relacionado a obesidade. O conhecimento das alteracfes na expressao dos oncogenes na
obesidade podera ajudar na prevengdo e no diagndstico precoce, podendo ser mais um arsenal para a
indicag&o da cirurgia em pacientes portadores de obesidade grave.

Todas as informages obtidas serdo sigilosas e sua identidade ndo seré revelada publicamente em nenhum
momento. Os dados serdo guardados em local seguro e a divulgacdo dos resultados sera feita de forma a
ndo identificar os voluntarios. Somente os pesquisadores envolvidos neste projeto terdo acesso a essas
informacdes, que serdo utilizadas somente para fins de pesquisa.

N&o existe risco para 0s pacientes, uma vez que sera coletada somente pequena quantidade de sangue para
analise nos pacientes com indicacdo de cirurgia bariatrica Se vocé tiver algum gasto que seja devido a sua
participacdo na pesquisa, Vocé sera ressarcido, caso solicite. Em qualquer momento, se vocé sofrer algum
dano comprovadamente decorrente desta pesquisa, vocé tera direito a indenizacao.

Vocé ficard com uma copia deste Termo e toda a duvida que voce tiver a respeito desta pesquisa, podera
perguntar diretamente a Dra. Luciana Teixeira de Siqueira, coordenadora da pesquisa, nos telefones:
(81)21263654. Duvidas a respeito da ética dessa pesquisa poderdo ser questionadas ao Comité de Etica
em Pesquisa da UFPE, no endereco Av. Prof. Moraes Régo, s/n, Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP:
50670-901, Tel. 21268588

Consentimento Livre e Esclarecido:

Declaro que compreendi os objetivos desta pesquisa, como ela sera realizada, os riscos e

beneficios envolvidos e concordo em participar voluntariamente da pesquisa. Estou ciente do exposto
acima e, ainda, de que esta pesquisa ndo trara qualquer prejuizo a minha salde.

Recife, de de
Assinatura do participante da pesquisa:
Testemunha 1:
Testemunha 2:
Assinatura do pesquisador:




APENDICE 2

Protocolo de Pesquisa: Associacao entre obesidade e cancer; estudo protedmico
Nome:

Data: [/ [ Registro:

Telefones:

Idade: Sexo: F() M()
1.PRE-OPERATORIO

Peso inicial Kg Altura m2 IMC__ Kg/m2

Doencas associadas:
Diabetes tipo 2: SIM ( ) NAO ()

Glicemia inicial mg/dl  Hgglicada:
Medicagdes: Oral ( ) Quantas drogas____
Insulina ( ) Quantas unidades____

Nenhuma ( ) Por que?

Tempo da doenca

HAS: SIM ( ) NAO ()
MedicacBes em uso:
Apnéia do sono: SIM ( ) NAO ()

Antecedentes

Neoplasia: SIM () NAO ()

Tratamento quimio ou radioterapico: SIM () NAO ()
Etilismo: SIM () NAO ()

Frequéncia

Dependéncia quimica: SIM (1) NAO ()
Distarbio psiquiétrico: SIM ( ) NAO ()
Qual?
Medicamentos

Cirurgia: SIM ( ) NAO ()
Quais?

Laboratorio:
Insulina muU/L
Perfil de proteinas potencialmente carcinogénicas

2.CIRURGIA
DGYR () Gastrectomia vertical (sleeve) ( )
Datadacirurgia__ /[
Idade na cirurgia

Acesso: laparotomia ( ) Video ()

Alca alimentar:____ cm Alca biliopancreédtica____ cm
ComplicacGes:

115

3.SEGUIMENTO

Data da informacéo: / /
Tempo po6s-operatorio meses
Peso atual Kg IMC atual kg/m2

Percentual de perda do excesso de peso %
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ANnexos
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SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
Comité de Etica em Pesquisa
Of. N°. 140/2010 - CEP/CCS Recife, 11 de Junho de 2010

Registro do SISNEP FR — 321879

CAAE - 0086.0.172.000-10

Registro CEP/CCS/UFPE N° 089/10

Titulo: “Avaliacdo de biomarcadores no processo de carcinogénese em pacientes portadores de
Obesidade Mérbida submetidos a gastroplastia”.

Pesquisador Responsavel: Luciana Teixeira de Siqueira

Senhor(a) Pesquisador(a):

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Centro de
Ciéncias da Satde da Universidade Federal de Pemambuco (CEP/CCS/UFPE) registrou e analisou, de
acordo com a Resolugdo N.° 196/96 do Conselho Nacional de Satide, o protocolo de pesquisa em
epigrafe, liberando-o para inicio da coleta de dados em 10 de Junho de 2010.

Ressaltamos que a aprovacéo definitiva do projeto serd dada apds a entrega do relatério final,
conforme as seguintes orientacdes:
a) Projetos com, no maximo 06 (seis) meses para conclus&o: o pesquisador devera

enviar apenas um relatério finai;
b) Projetos com periodos maiores de 06 (seis) meses: 0 pesquisador deveréa enviar

relatérios semestrais.

Dessa forma, o oficio de aprovagédo somente sera entregue ap6s a andlise do relatério final.

A
Sra. Luciana Teixeira de Siqueira
Hospital das Clinicas- HC/UFPE

Av. Prof. Moraes Rego s/n, 1° Andar, Cid. Universitaria, 50670-901, Recife - PE, Tel/fax: 81 2126 8588; cepecs@ufpe.br
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