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Resumo

Objetivo: verificar a influéncia do bypass gastrico em Y-de-Roux (BGYR) nas
mudancas de composicao corporal, gasto energético total (GET) e na acuracia das
equacdes preditivas de GET, nos momentos pré e 6 e 12 meses ap0s a cirurgia
bariatrica. Métodos: Participaram da pesquisa 20 mulheres (IMC: 40 e 50 kg/m?;
idade de 20 a 45 anos). As variaveis do estudo foram coletada nos momentos pré, 6
e 12 meses poés-cirurgia. O GET, massa livre de gordura (MLG) e massa gorda (MG)
foram mensurados pela técnica da agua duplamente marcada. O nivel de atividade
fisica (NAF) e o gasto de energia em atividade fisica (GEAF) foram obtidos por meio
acelerdmetro. O consumo energético foi obtido por trés registros alimentares. Foram
selecionadas as seguintes equacgles preditivas de gasto energético: Harris e
Benedict (1819), World Health Organization (WHO-1985), Mifflin—St Jeor et al
(1990), De Lorenzo et al (2001), por Mduller et al (2004), Henry (Oxford - 2005),
Dietary Reference Intake (DRI - 2005) e Lazzer et al (2007). Resultados: A perda
ponderal (6 meses: -31 + 4kg; 12 meses: -38 £ 6kg) teve contribuicdo de 17% e 16%
da perda de MLG nos momentos 6 e 12 meses, respectivamente. O valor da razéo
MLG/MG passou de 0,93 + 0,12kg do momento pré-cirurgia para 1,54 + 0,4kg e 1,98
* 0,6kg nos momentos 6 e 12 meses pos-operatorios (p<0,05). O GET reduziu 20%
(-612 + 317 kcal.dia™) aos 6 meses -10% (-447 + 516 kcal.dia™®) aos 12 meses de
cirurgia, em relacdo ao valor pré-cirirgico (p<0.05). Quando corrigido pela MLG, o
GET/MLG nao apresentou diferenca significativa ao final do primeiro ano. A partir
dos dados de GET mensurado em relacdo aos valores preditos por equacgao
desenvolvida para estas pacientes, foi evidenciada a termogénese adaptativa (TA)
aos 6 meses poés-operatérios em 39% das participantes, enquanto que aos 12
meses, uma melhor eficiéncia metabdlica foi verificada em 50% das pacientes. A
analise de regressao sugeriu que, aos 6 meses apos a cirurgia, as mudancas GET
se explicam pela alteracdo no GEAF (r’=0,60; p=0,00), porém, n&o houve
associacdo com as alterac6es de composicao corporal e IE (P>0,05). Aos 12 meses
pés-cirurgia, foram destacadas as associacdes entre alteracdes do GET com as do
peso corporal (r’=0,29; p=0,02), da MG (r*=0,28; p=0,02) e do GEAF (r’=0,49;
p=0,00). Quanto a acuracia das formulas, as equacBes de Harris e Benedict
(acuracia= 65%; viés= 0%) e DRI (acuracia= 60%; viés= 5%) apresentaram 0S
melhores resultados na predicdo dos valores de GET, pré-cirurgia. No sexto més
pos-operatorio, a maioria das equacfGes apresentou reducdo na acuracia da
predicdo. Apenas a equacdo de Harris e Benedict manteve a acuracia de predigcédo
do GET acima de 50%. Aos 12 meses pos-cirurgia, as equacdes que apresentavam
baixa acuracia nos periodos anteriores, tiveram um aumento na predi¢do, porém se
mantiveram abaixo de 45% de acuracia. Apenas a equacgao proposta por Lazzer e
col. considerando MLG e MG apresentou melhor predi¢cdo (acuracia= 50%; viés=
9%) neste periodo. Conclusé@o: aos seis meses pds-operatérios evidenciou-se uma
TA referente as restricbes energéticas atribuidas pela cirurgia, no entanto, ap6s um
ano da cirurgia, uma maior eficiéncia metabodlica foi associada ao GEAF,
provavelmente pelo aumento da razdo MLG/MG. Essas alteracdes do metabolismo
energético, ocorridas ao longo de um ano do procedimento cirargico, podem explicar
a grande variabilidade nos resultados das equacdes preditivas encontradas neste
estudo.

Palavras-chave: Obesidade; Cirurgia Bariatrica; Metabolismo Energético,
Composigéao Corporal.



Abstract

Objective: To verify the influence of Roux-en-Y gastric bypass (RYGP) on changes
in body composition (BC), total energy expenditure (TEE) and in the accuracy of the
predictive equations of TEE, at the moments before and six and twelve months after
bariatric surgery. Methods: Twenty women (BMI: 40 and 50 kg/m?% aged 20 to 45
years) participated in the study. The study variables were collected at pre, 6 and 12
months postoperatively. TEE, fat-free mass (FFM) and fat mass (FM) were measured
by the doubly labeled water technigue. The physical activity levels (PAL) and energy
expenditure in physical activity (EEPA) were obtained through accelerometer. Energy
intake (EI) was calculated using 3 days of dietary diaries. The following predictive
energy expenditure equations were selected: Harris and Benedict (1819), World
Health Organization (WHO-1985), Mifflin—St Jeor et al (1990), De Lorenzo et al
(2001), Mller et al (2004), Henry (Oxford - 2005), Dietary Reference Intake (DRI -
2005), and Lazzer et al (2007). Results: The weight loss (6 months: -31 + 4kg, 12
months: -38 + 6kg) had a contribution of 17% and 16% of FFM loss at moments 6
and 12 months, respectively. The FFM/FM ratio increased from 0.93 £+ 0.12kg from
preoperative time to 1.54 + 0.4kg and 1.98 + 0.6kg at moments 6 and 12
postoperative months (p<0.05). The TEE reduced at 6 months 20% (-612 + 317
kcal.dia™) and -10% (-447 + 516 kcal.dia™) at 12months after surgery, in relation to
the preoperative value (p <0.05). When corrected for lean mass, TEE/FFM showed
no significant difference at the end of the first year. From the TEE data measured in
relation to the predicted values by an equation developed for these patients, the
adaptive thermogenesis was evidenced at 6 months postoperatively in 39% of the
participants, whereas at 12 months, a better metabolic efficiency was verified in 50%
of patients. Regression analysis suggested at six months after surgery, TEE changes
are explained by EEPA change (r’= 0.60, p= 0.00), but there was no association with
BC and EI changes (P> 0.05). Twelve months after surgery, the associations
between TEE changes and those of body weight (r*= 0.29, p= 0.02), FM (r’= 0.28, p=
0.02) and EEPA (r* = 0.49; p= 0.00) were highlighted. For accuracy of the formulas,
the Harris and Benedict equations (accuracy= 65%; bias= 0%) and DRI (accuracy=
60%; bias= 5%) presented the best results in predicting TEE values at pre-surgery. In
the sixth postoperative month, most of the equations presented a reduction in the
accuracy of the TEE prediction. Only the Harris and Benedict equation maintained
the prediction accuracy of TEE above 50%. At 12 months after surgery, the
equations that presented low accuracy in previous periods had an increase in the
prediction, but remained below 45% of accuracy. Only the equation proposed by
Lazzer et al, considering FFM and FM showed better prediction (accuracy= 50%;
bias= 9%) in this period. Conclusion: At six months postoperatively, there was an
adaptive thermogenesis related to the energy restrictions attributed by the surgery,
however, after one year of surgical treatment, a higher metabolic efficiency was
associated with EEPA, probably due to the increase in the FFM/FM ratio. These
energy metabolism changes, occurring within one year of the surgical procedure,
may explain the great variability in the results of the predictive equations found in this
study.

Key-words: Obesity; Bariatric Surgery; Energy Metabolism; Body Composition.
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1. Introducdo Expandida

A obesidade vem ganhando proporcdes alarmantes em nivel mundial e
nacional (1). A dltima atualizacdo da World Health Organization — WHO (2)
evidenciou mais de 1,9 bilhdes (39%) de individuos acima de 18 anos com
sobrepeso, sendo 600 milhdes (13%) destes classificados em algum grau de
obesidade. De acordo com dados recentes do Sistema de Vigilancia de Fatores de
Risco e Protecdo para Doencas CrOnicas por Inquérito Telefénico (VIGITEL), nos
altimos 10 anos, a obesidade aumentou 60% no Brasil, classificando 18,9% da
populacdo com indice de Massa Corporal (IMC) maior que 30kg/m? (3). O
crescimento dos indices de sobrepeso e obesidade induz ao aumento da procura
por tratamentos clinicos e cirdrgicos para reducdo de peso, porém, nem sempre
esses cuidados levam aos resultados efetivos e duradouros (4-7).

Os cuidados clinicos, que englobam a modificacdo do estilo de vida com
reeducacdo alimentar e exercicios fisicos, e 0s tratamentos medicamentosos,
realizados individualmente ou associados, induzem a perda ponderal de 5 a 25% do
peso inicial (8-10). No entanto, a reducdo da massa gorda (MG) pode causar
mudancas compensatérias no gasto energético (GE) e no apetite, favorecendo a
recuperacédo do peso (4,5,11-13).

Diante disso, a cirurgia bariatrica esta sendo considerada o tratamento mais
efetivo na perda ponderal e na melhora das comorbidades de pacientes que
apresentam insucesso da perda de peso por meio de tratamento clinico (6,7). Estas
cirurgias envolvem procedimentos restritivos, disabsortivas ou mistos (14) que vém
mostrando ndo desencadear o mecanismo fisiolégico compensatério observado nos
tratamentos clinicos, e também, favorecendo os mecanismos hormonais de controle

do peso (15-18).
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No entanto, mesmo sendo considerada uma terapéutica efetiva na perda e
manutencdo ponderal, € verificado que uma parcela dos pacientes apresentam
menores beneficios proporcionados pela técnica cirirgica, perdendo menos peso
gue o esperado ou mesmo, recuperando parte do peso perdido (19-21).

A compreensédo da fisiopatologia que contribui para a recuperacdo do peso
pos-cirurgia da obesidade é complexa, multifatorial e muitas vezes se sobrepdem.
Duvidas séo suscitadas quanto aos resultados metabdlicos envolvendo o consumo
de energia e 0 gasto energético total (GET) e seus componentes. A falta de
informacédo limita a elucidacdo de questbes acerca desta recuperacao, restringe a
discriminacdo de quais pacientes bariatricos estdo predispostos a recuperacao do
peso e dificulta o desenvolvimento de abordagens terapéuticas para estes casos
(22).

A determinacdo do metabolismo energético de pacientes obesos e dos
submetidos a cirurgia bariatrica por meio de técnicas que apresentem boa preciséo e
acuracia, como a calorimetria indireta (Cl) e dgua duplamente marcada (ADM) com
isétopos estaveis, facilitaria a identificacdo daqueles pacientes metabolicamente
propensos a recuperacdo do peso e facilitaria a intervencdo nutricional com objetivo
de reversdo do fluxo epidémico da obesidade (23), no entanto, essas técnicas
apresentam elevado custo, necessidade de laboratérios adequados e equipe com
elevado conhecimento técnico (24), o que dificulta a aplicacéo na pratica clinica.

As equacles preditivas sdo alternativas viaveis e praticas para a
determinacdo do GE no ambito ambulatorial. Desenvolvidas para grupos de pessoas
com diferentes IMC (25-32), as equacbes vém sendo testadas em grupos de

pessoas com obesidade grave, porém, apresentando resultados controversos, uma
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vez que o grau de excesso de peso leva a uma consideravel variabilidade dos
resultados (33).

Estudos relacionados ao metabolismo energético e aos fatores subjacentes
(consumo energético, gasto de energia em atividade fisica, fatores genéticos e
hormonais, etc.) ao processo de recuperacdo de peso apoés a cirurgia bariatrica sao
necessarios para elucidar as causas que levam a este desfecho no tratamento da
obesidade. Adicionalmente, a validacdo de equacdes preditivas para esse grupo
populacional também é de grande interesse no ambito clinico. Os resultados
referentes as alteragcbes metabdlicas e a melhor equacdo preditiva de GE do
paciente obeso morbido e bariatrico poderao respaldar estratégias multiprofissionais
com o intuito de evitar a incidéncia de recuperacdo do peso ou promover
abordagens de tratamento mais efetivo aos que atinge essa condicéo (21,22).

Como introducdo ao tema, nesta tese sera apresentada uma breve revisao
sobre obesidade e alteracdes do metabolismo energético, composicdo corporal e
consumo alimentar na cirurgia bariatrica, sobre as equacdes preditivas do gasto de
energia em individuos obesos, bem como uma revisdo sobre a aplicacdo da técnica
da ADM. A metodologia desenvolvida para a execu¢do da pesquisa esta descrita
detalhadamente no apéndice A. Os resultados deste estudo estdo apresentados na
forma de dois artigos. Os artigos abordardo a influéncia do by-pass gastrico em Y de
Roux no metabolismo energético, composi¢ao corporal e na acurécia das equacdes

preditivas do gasto energético.
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1.1 Obesidade

Metabolismo Energético, composicao corporal e consumo alimentar na cirurgia

bariatrica.

Fatores ambientais, metabolicos e genéticos estdo associados a prevaléncia
de sobrepeso e obesidade. No entanto, o balanco energético entre 0 consumo de
alimentos e dispéndio metabdlico ainda é a chave para a elucidacdo de questbes
acerca do ganho e perda ponderal (34).

A recuperacdo do peso apOs o0s tratamentos clinicos esta fortemente
evidenciada nas pesquisas cientificas. As restricbes no consumo energético
impostas pelos tratamentos clinicos induzem a mudancas no peso e na composi¢ao
corporal, com reducdo da massa metabolicamente ativa, e consequente diminui¢ao
dos componentes do GE (4,11,35). Ainda ndo existe na literatura cientifica atual,
informacdes que relacionem alteracbes no consumo de macro e micronutrientes que
levem a diminuicdo dos componentes do GE.

A recuperacdo de peso ap0Os o tratamento clinico de individuos previamente
obesos pode ocorrer devido a uma menor taxa de oxidacdo dos lipideos como fontes
energéticas (36) e uma atividade elevada da lipase lipoproteica, induzindo a uma
maior captacao e estoque dos triglicerideos nos adipdécitos (37), o que caracterizam
a adaptacdo metabolica. No estudo realizado por Leibel et al. (4), no qual individuos
obesos e ndo obesos foram submetidos ao tratamento clinico para perda de peso de
10% ou mais em relacdo ao valor inicial, foi verificado uma redugé&o significativa do
GET, do gasto energético em repouso (GER) e do gasto de energia em atividade

fisica (GEAF), corrigidos pela composicao corporal, sendo que a reducdo da massa
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livre de gordura (MLG) foi associada aos trés componentes avaliados (GET, GER e
GEAF) e a da MG aos GET e ao GER. Nesse estudo foi evidenciado um estado
hipometabdlico pés-restricdo alimentar, quando comparado aos valores iniciais, 0
que poderia explicar a recuperacdo de peso em obesos que emagreceram. A
mesma diminuicdo dos valores dos componentes energéticos corrigidos pela
composicao corporal foi encontrada no estudo de Redman et al. (11) no entanto, os
autores relataram que o0s pacientes que realizavam exercicio fisico néo
apresentacao adaptacdo metabdlica no GEAF (5), indicando que, possivelmente,
individuos ativos ndo desenvolvem adaptacdo metabdlica.

Contraditoriamente, as restricbes no consumo energético causadas por
métodos cirdrgicos tém mostrado resultados controversos quanto a adaptacao
metabdlica negativa. A cirurgia bariatrica, além da restricAo no consumo alimentar
ocasionada pela diminuicdo da camara gastrica e da diminuicdo na absorcdo de
nutrientes devido ao desvio intestinal, também favorece a perda ponderal por meio
de alteracdo nas redes neurais do sistema digestivo e alteracbes hormonais que
controlam fome e saciedade (6,38).

O BGYR influencia na funcédo do nervo vagal aferente que esta conectado ao
cérebro, principalmente hipotalamo e bulbo raquidiano, os quais sdo responsaveis
por mecanismos de controle do apetite e saciedade (38). Ap6s o procedimento
cirdrgico, os horménios Glucagon-Like Peptide-1 (GLP-1) e Peptide YY (PYY)
apresentam niveis aumentados, enquanto que a grelina e o Gastric Inhibitory
Peptide (GIP) exibem niveis reduzidos, cada qual desempenhando seus papéis
individuais, favorecem a diminuicdo da sensacao de fome e aumento da saciedade,

além de atuarem na regulacdo da homeostase energética e da glicose (38,39).
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A regulacdo do metabolismo energético apO0s a cirurgia bariatrica néo foi
amplamente estudada, a ponto de justificar a perda de peso menor que o esperado
e/ou a recuperacdo do peso apoés a cirurgia. Estudos com pacientes submetidos ao
procedimento cirargico evidenciaram que ndo houve diferenca entre os valores de
GER corrigidos por quilo de MLG nos periodos pré, 1, 3 e 6 meses pos-cirirgico que
justificassem a recuperacdo de peso apos o procedimento (40,41). Em pesquisa
realizada por Oliveira et al. (42) foi verificado que o GER né&o foi um determinante
para os resultados de recuperacdo de peso ap0s a cirurgia bariatrica.

A MLG é considerada o tecido metabolicamente mais ativo que a MG. Entre
os tecidos que compde a MLG, o cérebro e 6rgaos viscerais sdo 0s que contribuem
com uma maior porcentagem do GER (70 a 80%), porém, correspondem apenas a
5% do peso corporal, enquanto que o tecido muscular contribui com apenas 20% do
GER, no entanto, corresponde a 35% do peso corporal (33). Devido ao tecido
muscular, o qual tem uma atividade metabdlica moderada, estar maior proporcéo na
MLG quando comparados aos 0rgdos, 0s quais tem uma atividade metabdlica
elevada, a manutencdo ou mesmo o aumento deste tecido (musculos) por meio de
exercicios fisicos e consumo adequado de proteinas, pode favorecer uma menor
reducdo do GET e de seus componentes, em periodos de perda de peso intensa
(43). Mesmo sendo considerada metabolicamente menos ativa, a MG contribui para
0 aumento do gasto energético como um todo, uma vez que, na obesidade, esse
tecido aumenta em propor¢des consideravelmente maiores que a MLG, levando ao
aumento do GER em valores absolutos, quando comparado aos valores de
individuos com peso normal (43,33). Porém, quando o GER é expresso por quilo de
peso corporal, os valores sdo menores que os dos individuos com peso normal

(43,33).
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Alguns autores afirmam que ndo ha uma correlacdo linear entre o GER e a
MLG (44-46). Outros se referem a diminuicdo do GER como um preditor da perda de
massa metabolicamente ativa (47,48,35,49). Ainda existem dulvidas sobre estas
discrepancias nos resultados, as quais podem ser explicadas por erros nas técnicas
de mensuracao das variaveis avaliadas, pelas diferencas nos periodos em que séo
realizadas as avaliacbes com os individuos atingindo ou ndo a estabilizacdo do
peso, ou mesmo referente a atuacdo do GEAF sobre as outras variaveis
(5,47,48,50).

Comparada ao tratamento clinico, a cirurgia bariatrica tem sido evidenciada
como um procedimento efetivo no controle do peso corporal e das comorbidades
associadas. No entanto, uma parcela dos pacientes bariatricos obtém
emagrecimento menor que o esperado e até mesmo recuperacao de parte do peso
perdido. Estima-se que em longo prazo, aproximadamente 10% a 20% dos
pacientes submetidos a cirurgia bariatrica recuperam o peso corporal perdido (51),
diminuindo de 66% de perda do excesso de peso corporal no primeiro e segundo
ano poés-cirargico para 50% nos 10 anos seguintes (52). Cinco possiveis fatores vém
sendo descritos como 0s principais responsaveis pela recuperacdo de peso apés
cirurgia da obesidade, sendo eles o ndo cumprimento das orientagdes nutricionais,
saude mental, alteracdes enddcrino-metabdlicas, inatividade fisica e problema na
anatomia dos 6rgdos devido a cirargica (22).

Uma avaliacéo eficiente do GET e de seus componentes é essencial para a
verificacdo da atuacdo destes fatores sobre o controle do peso e adaptacéo
metabdlica. Os estudos do GER, realizados pela Cl, mesmo quando realizadas sob
condicdes estritamente padronizadas, ndo tem considerado os valores de GEAF, o

que afeta significativamente o valor do GET devido sua ampla variagdo (28). O
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mesmo problema é observado quando se avalia o GET em camaras metabdlicas,
pois ndo permitem que os participantes realizem suas atividades normais devido ao
confinamento a um ambiente restrito, podendo levar a viés nos dados obtidos.

Em contraste, o uso da técnica da ADM nos is6topos estaveis de deutério (*H)
e no oxigénio-18 (**0) permite a avaliacdo do GET com o individuo em vida livre.
Além disso, a diluicdo destes isétopos estaveis no ambiente aquoso corporal permite
a avaliacdo dos compartimentos corporais (MG e MLG) com maior precisdo que 0s
obtidos por métodos indiretos. Desta maneira, a aplicacéo dos is6topos estaveis tem
forte potencial para levar a uma elucidacdo mais precisa e acurada das questfes
referentes as alteracbes metabdlicas e de composicdo corporal, ocasionadas pela
cirurgia da obesidade.

Apesar dos esforcos para a determinacdo do metabolismo energético de
pacientes obesos e daqueles submetidos a cirurgia bariatrica, as técnicas
disponiveis para este fim apresentam elevado custo, necessidade de laboratérios
especificos e equipe com conhecimento técnico apurado (24). Com o intuito de
tornar essa avaliacdo viavel para a prética clinica, equacdes preditivas do GE vém

sendo testadas nesse grupo populacional.

Equac0bes preditivas do gasto de energia em obesos

As equacglOes preditivas de GE foram desenvolvidas a partir de valores do
metabolismo de energia mensurados por meio de calorimetria direta, indireta ou uso
da técnica da ADM. Essas equacbes s&o rotineiramente utilizadas na pratica
ambulatorial e hospitalar com o intuito de elaborar condutas nutricionais especificas

ao paciente (53).
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O desenvolvimento das equacbes por métodos de regressao estatistica
considera variaveis como género, peso corporal, altura, idade, etnia e eventualmente
a composicao corporal em MG e MLG, uma vez que sao 0s principais fatores que
influenciam no GE (33,54).

A composicao corporal em MG e MLG séo os maiores determinantes do GER.
Mesmo sendo considerada metabolicamente menos ativa, a MG contribui para o
aumento do GE como um todo, uma vez que, na obesidade, esse tecido aumenta
em propor¢cdes consideravelmente maiores que a MLG, levando ao aumento do
GER em valores absolutos quando comparado aos valores de individuos com peso
normal (33). No entanto, quando expressada por quilo de peso corporal, os valores
de GER sédo menores, 0 que impacta na acuracia das equacdes preditivas baseadas
em peso corporal (53).

O GET também pode ser influenciado por dois mecanismos opostos
relacionados a obesidade. Enquanto que o aumento do GET pode estar associado a
contribuicdo energética positiva ocasionada pelo deslocamento de maior quantidade
de tecido adiposo, a reducdo deste componente pode ser resultante de menores
niveis de atividade fisica, ocasionada pela dificuldade na realizacdo das atividades
na presenca do excesso de peso (33). Portanto, a adequada avaliacdo do nivel de
atividade fisica (NAF) favorece a determinacdo do GET com maior acuracia (28).

O NAF é um coeficiente do GER (NAF=GET/GER), que traduz o quanto de
energia um individuo gasto para realizar as tarefas do dia sendo, portanto, o
componente mais variavel do GET (28). A determinacdo do GEAF demanda
elevados custos referentes as técnicas da Cl e ADM (24), porém, pode ser obtido
por meétodos diretos mais acessiveis como pelo uso de acelerdbmetros e peddémetros

ou de forma indireta como na aplicagéo de Registros de Atividade Fisica (RAF) (55).
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No entanto, ambas as técnicas apresentam limitacdes que levam a subnotificacéo
ou supernotificacdo do NAF (55-57) sendo esta Ultima comumente relatada na
populacdo com excesso de peso (58), levando a erros na predicdo do GET.

As equacdes preditivas de GE, desenvolvidas para pessoas com peso
normal, sobrepeso (25-27,29-31) e especificas para individuos obesos (31,32),
apresentam resultados controversos quando testadas em individuos com obesidade
grave ou submetidos a cirurgia bariatrica (59,33). A grande variabilidade nos
resultados das equacdes preditivas pode estar associada a termogénese adaptativa
ocasionada pelas alteracbes na composicdo corporal e dietéticas bem como
alteracdes hormonais e interacdo cirargica (43), evidenciando a necessidade de
avaliacbes adequadas do GET e seus componentes, bem como do consumo
energético e alteragcbes hormonais, que possam ajudar na elucidacdo dos motivos
gue levam as alteracdes no GE de individuos obesos e bariatricos, e desta forma
contribuir na determinacédo da melhor equacao preditiva para utilizagdo ambulatorial

para este publico.

1.2 Agua duplamente marcada

A aplicagdo dos isOtopos estaveis em ciéncias nutricionais vem se
destacando no meio cientifico em pesquisas relacionadas a composi¢do corporal
(60), ao GET (61-63), ao turnover proteico (64), a biodisponibilidade de nutrientes
(65) e para a determinacdo do padrdo alimentar de grupos especificos ou
populacdes (66-68).

Devido sua inocuidade, a utilizacdo dos isOtopos estaveis como tracadores

metabolicos podem ser utilizados em gestantes, criancas, idosos e pessoas
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enfermas e saudaveis, sem que se desenvolva qualquer alteracao clinica, permitindo
0 estudo dos aspectos dinamicos do organismo, ou seja da sua atividade metabdlica
(69-71).

Os estudos com os tracadores metabolicos se iniciaram em 1935, onde 0s
pesquisadores Shoenheimer e Rittenberg (72) utilizaram o isétopo estavel do
hidrogénio, conhecido como deutério (°H), para analisar o metabolismo lipidico de
ratos, e a glicina marcada com nitrogénio-15 (**N) para descrever a dinamica
proteica do corpo (73). Estudos com carbono-13 (*3C) e oxigénio-18 (**0) também
foram realizados naquele periodo (74,75). A aplicacdo conjunta de *H e 20 foi
idealizada por Lifson e colaboradores no inicio dos anos 50 (76). A técnica,
denominada de Agua Duplamente Marcada (ADM), possibilitou a descoberta do
equilibrio isotopico do oxigénio presente no diéxido de carbono expirado com o
oxigénio presente na agua corporal (76). Com esta descoberta, surgiu um novo
método para determinacdo do GET em adicdo a determinacdo da composicao
corporal pela diluicdo do 6xido de deutério nos liquidos corporais.

Em meados dos anos 70, a utilizacdo dos isétopos estaveis como tracadores
metabdlicos in vivo retomou 0 espagco no meio cientifico em relacdo aos isétopos
radioativos, que estavam amplamente difundidos nas pesquisas metabdlicas (77).
Isso ocorreu ndo apenas pela inocuidade dos isétopos estaveis, mas principalmente
devido ao aumento da sensibilidade e acuracia na mensuracao com a evolugcédo dos
equipamentos, e ao progresso na tecnologia computacional que permitiram a
aplicacdo de doses enriquecidas em menor quantidade, reduzindo o custo (78).
Desde entédo, a determinacdo do GET por meio da ADM pdde ser validada com a
ajuda de modelos matematicos desenvolvidos por grupos de estudo com bons

resultados quanto a acuréacia e precisao (79,80).
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A primeira pesquisa com aplicacdo da agua ADM em humanos foi reportada
em 1982 (81) e se mantém em forte expansdo nos centros de estudos. Dados de
pesquisas com esta técnica foram utilizados pelo Institute of Medicine (28) para a
determinacdo das equacdes de GET para individuos saudaveis. Estas equactes
estdo descritas nos documentos da Dietary Reference Intake (DRI), que sao
utilizados com guias pelos profissionais para a avaliacdo e planejamento dietético de
individuos, de acordo as necessidades especificas de energia e nutrientes destes
(28).

Uma vez que todas as premissas acerca da metodologia estdo adequadas, o
GE pode ser mensurado com 2% de acuracia e 2 a 10% de precisdo usando o
protocolo tradicional (70). Porém, alteracbes em variaveis fisioldgicas e ambientais
podem levar a alteracdes mensuraveis nas abundancias naturais, induzindo a erros
no calculo de enriquecimento e consequentemente, no calculo do GET (69).

Adicionalmente a avaliacdo do GET pela ADM, a composicdo corporal do
individuo também pode ser mensurada com precisdo pela diluicdo dos is6topos
estaveis na &gua corporal (69,70). A avaliacdo da composicdo corporal dos
individuos é um importante indicador do estado nutricional uma vez que favorece a
diferenciacéo dos tecidos corporais, especialmente MG e MLG (71).

A determinacdo da composi¢do corporal baseia-se no principio da constante
de hidratacdo da massa magra, que afirma que em adultos esse componente
corporal € composto por 73,2% de agua, invariavel em situacfes de saude. A partir
desta afirmativa, o uso dos is6topos, possibilita a determinacdo da agua total
presente no organismo e, entdo, a quantidade de MLG do individuo, quando

utilizada formulas especificas (71).
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Teoria da técnica da agua duplamente marcada

A técnica da ADM permite estimar a producéo de dioxido de carbono (CO,)
por meio da cinética da troca de agua no organismo (70,77,82). Constantemente, as
células corporais séo irrigadas por meio do sistema circulatério com o objetivo de
nutricdo dos tecidos e remocado dos residuos. Desta forma ocorre a distribuicdo
equilibrada do compartimento aquoso corporal, no qual, as moléculas de agua
constantemente entram no sistema por meio de alimentos e bebidas ingeridas e
saem por meio de vapor de agua escapando dos pulmdes e pele ou como parte
urinaria, fecal e outros fluidos (70).

Quando a ADM é introduzida no compartimento aquoso corporal, ela se
distribui uniformemente ao longo das 3 primeiras horas (70,77,82). Uma observacao
fundamental subjacente a técnica da ADM comprovou fisiologicamente que o
oxigénio da agua corporal rapidamente entra em equilibrio isotopico com o oxigénio
do bicarbonato ou do diéxido de carbono expirado por meio da enzima anidrase
carbbnica presente nas células vermelhas e em outros tecidos (70,77,83). Este fato
evidenciou que a molécula de H,*0 n&o apenas ira se misturar com a agua corporal
e sair do corpo do mesmo modo como a molécula de deutério, mas também ira se
misturar e sair do corpo com o C*®0, expirado (70,77). Portanto, sera eliminada mais
rapidamente do que o isétopo de deutério.

Enquanto que a taxa de eliminacéo do *H presente no corpo reflete o turnover
da Agua corporal, a taxa de eliminacdo do *®0 representa tanto o turnover da agua
corporal quanto o da producdo de CO, (70,77,82). O calculo (equacdo 1) que
evidenciou a utilizacdo da técnica da ADM para determinacdo do GET € baseado em

um modelo de um dnico pool, na qual a taxa de perda a partir deste pool é igual a
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uma taxa constante k (ou taxa de turnover fracional), vezes o tamanho do pool (77).
Portanto, a taxa de perda de &gua (rH,0) é a taxa de turnover fracional do ?H,0O (kp),

vezes o0 tamanho do pool da agua corporal total (N) (77,83).

Onde:
rH,O = Taxa de perda de agua (moléculas/tempo).
ko = Turnover fracional do deutério (tempo™).

N = tamanho do pool da agua corporal total (n°® de moléculas).

Enquanto que, para o H,*®0O (equacdo 2), a taxa de perda de agua (rH,O)
mais a taxa de eliminacéo do CO; (r¢c,) € 0 produto da taxa de turnover fracional do

oxigénio da agua corporal (ko) vezes o tamanho do pool da agua corporal total (N)

(77,83):

TH20 + 2 rCOZ = koN (2)

Onde:

rH,O = Taxa de perda de agua (moléculas/tempo).
Tco,= Taxa de eliminagédo do CO; (moléculas/tempo).
ko = Turnover fracional do oxigénio (tempo™).

N = tamanho do pool da agua corporal total (n°® de moléculas).
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O fator 2 € necessario pois cada molécula de CO, expirado remove 2 atomos
de oxigénio, enquanto que a molécula de agua remove apenas um atomo de

oxigénio (77,83).

A equacédo 3 é obtida a partir da substituicdo do rH,O da equacéo 1 para a

equacéo 2:

kDN + erOZ = koN (3)

Onde:

kp = Turnover fracional do deutério.

ko = Turnover fracional do oxigénio.

N = tamanho do pool da agua corporal total.

Tco,= Taxa de eliminagédo do CO;,

Resolvendo para o r¢o,(equacédo 4), a diferenca entre os dois produtos
(dividido por 2) é igual a taxa de producao do diéxido de carbono (70,77,83) :

ko.N— kpN

Tco,(mol.d™") = == (4)
Onde:

kp = Turnover fracional do deutério.

ko = Turnover fracional do oxigénio.

N = tamanho do pool da agua corporal total.
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Tco,= Taxa de eliminagdo do CO,

Simplificando, tém-se a equacéo 5:

reo,(mol.d™Y) = = (ko — kp) (5)

Onde:

kp = Turnover fracional do deutério.

ko = Turnover fracional do oxigénio.

N = tamanho do pool da agua corporal total.

Tco,= Taxa de eliminagdo do CO»,

A partir do r¢(,€ possivel determinar o gasto energético total de um individuo.

No entanto, o oxido de deutério e 0 oxigénio-18 nado transcrevem exatamente
o comportamento fisiolégico do hidrogénio (*H) e do oxigénio (*°0) devido a troca
isotépica e ao fracionamento isotdpico, levando a corre¢cdes na equacdo proposta
inicialmente (70,77,83).

A troca isotépica é o processo no qual o ’H e o *®0O trocam com o 'H e o *°0
presentes em outros tecidos além da agua corporal, aumentando assim o espaco de
diluicdo do tracador em relacdo a diluicdo destes isétopos apenas na agua corporal
(77). No caso do deutério ocorre um aumento do espaco de diluicdo de 4,1%, sendo
gue a maior troca ndo aquosa ocorre com os acidos de hidrogénio das proteinas e
em outros compostos bioquimicos menos abundantes (70). O oxigénio-18 tem seu

espaco de diluigao aumentado em 0,7%, e sua maior troca com 0 espaco nao
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aguoso € com 0s compostos inorganicos, como o oxigénio do fosfato e em menor
grau com o carbonato na massa 0ssea (70). Portanto, a equacéo 6 é desenvolvida
considerando a correcdo dos espacos de diluicAo ndo aquosos dos compostos
marcados, sendo 1.007 para o 0 e 1.041 para o °H e obtendo-se o valor da Agua

Corporal Total (ACT).

rco,(mol.d™Y) = == (1,007 ko — 1,041 kp) (6)

Onde:

Tco,= Taxa de eliminagdo do CO»,

ACT = Quantidade de agua corporal total obtida ap6s a correcdo do espaco de
diluicdo com is6topos com tecidos ndo aquosos.

1,007 = correcéo dos espacos de diluicdo ndo aquosos do 0.

ko = Turnover fracional do oxigénio.

1,041 = correcdo dos espacos de diluicdo ndo aquosos do 2H.

kp = Turnover fracional do deutério.

Outra correcédo realizada na equacao é referente ao fracionamento isotdpico,
que é um fenbmeno fisico que descreve mudancas na abundancia isotdpica de um
composto marcado em relagdo a um natural, sob determinadas condic¢des fisico-
quimicas (78). No que diz respeito a ADM, os fracionamentos isotdpicos de
importancia sdo aqueles entre a agua corporal e o vapor de agua perdido e entre a
agua corporal e o dioxido de carbono deixando o corpo, sendo que as moléculas de
agua com compostos marcados evaporam mais lentamente que as moléculas nao

enriquecidas, no entanto, a conversdo do H,®0 (liquido) em C20, (gas) é
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favorecida, quando comparada a agua natural (77). Portanto, existem 3 fatores de
fracionamento: f1 (0,941): fracionamento entre o °H da 4gua e o ?H presente no
vapor de &gua; f2 (0,992): fracionamento entre o *®0 da &gua e o 'O presente no
vapor de agua; e £3 (1.039): fracionamento entre o ‘®0 da &gua e o *0 presente no
C'®0, (77). Valores estes referentes a temperatura de 35°C.

Esses fatores de fracionamento séo considerados e resolvidos na equacao 7
simplificada para determinacdo da taxa de producdo de CO,, com o objetivo de
corrigir as pequenas diferencas entre as perdas dos isétopos marcados e o fluxo de

CO:s.

Tco,(mol.d™1) = 0,455. ACT (1,007 ko — 1,041 kp) ()

Onde:

Tco,= Taxa de eliminagédo do CO;,

0,455 = Fatores de fracionamento (f1, f2, f3) resolvidos.

ACT = Quantidade de agua corporal total obtida ap6s a corre¢cdo do espaco de
diluicdo com is6topos com tecidos ndo aquosos.

1,007 = correcéo dos espacos de diluicdo ndo aquosos do 0.

ko = Turnover fracional do oxigénio.

1,041 = correcdo dos espacos de diluicdo ndo aquosos do 2H.

kp = Turnover fracional do deutério.

Com isso, a determinagéo da taxa de producéo de CO, se torna mais acurada

(1%) e precisa (5%) quando comparada a outros métodos (70).
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Determinada a taxa de producédo de CO,, o GET do individuo pode ser obtido
por meio de uma equacao padrédo de calorimetria indireta (8), chamada equacao de

Weir modificada (84).

GET (Kcal.d™") = rCO,(L.d™") x (1,10 + %) (8)
Onde:

GET (Kcal.d™1) = Gasto Energético Total em kcal por dia.

Tco,= Taxa de eliminagdo do COz em litros por dia.

1,10 = constante.

3,90 = Constante

R = Coeficiente Respiratorio.

Baseado na teoria da técnica da ADM e nas evolucdes metodoldgicas e das
equacdes pode-se concluir que a aplicacdo desta tecnologia € uma ferramenta
precisa e acurada na determinacdo do GET e da composicéo corporal, podendo ser
aplicada na elucidacao de questionamentos acerca do metabolismo energético e de

fatores que possam alterar os requerimentos de energia.
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Hipoteses

Resultados do nosso grupo de pesquisa (85) obtidos por meio de CI e
registros de consumo alimentar mostraram que o GER e 0 consumo energético
relatado ndo foram fatores determinantes para os efeitos da cirurgia bariatrica no
que se refere a perda e/ou recuperacao de peso ap0os o procedimento, uma vez que
nao houve diferenca entre 0os grupos de sucesso e insucesso na perda ponderal.
Considerando esses achados, levantamos a hipotese de que os resultados de
insucesso de perda ponderal podem estar ligados a questdes referentes a atuacao
do GET, uma vez que a adaptacao metabdlica pode interferir na perda de peso apés
a cirurgia. Adicionalmente, questionamos a validade das equacdes preditivas do
gasto energético utilizadas na avaliacdo clinica do paciente, uma vez que possiveis
alteracdes do GET podem ndo acompanhar os valores preditos por equacoes,
levando a superestimacdo da necessidade energética do paciente e
consequentemente a elaboracdo de um plano alimentar que induza a manutencao
ou ganho ponderal.

Para testarmos nossas hipéteses, tivemos como objetivos: (1) verificar a
influéncia do bypass gastrico em Y de Roux nas mudancas de composicdo corporal
e GET aos seis e doze meses ap0s a cirurgia; e (2) testar a acuracia dos valores de
GET obtido por meio de equacdes preditivas do gasto energético em repouso
(GER), considerando o NAF e efeito térmico do alimento (ETA), tomando como
referéncia o GET mensurado por ADM, durante a perda ponderal induzida por

bypass Gastrico em Y-de-Roux, aos seis e doze meses pds-operatorio.
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Artigo 1
Influéncia do bypass gastrico em Y-de-Roux sobre o gasto
energético total e a composicdo corporal: estudo com agua

duplamente marcada.
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Artigo 1

Influéncia do bypass gastrico em Y-de-Roux sobre o gasto energético total e a

composicao corporal: estudo com agua duplamente marcada.

Resumo

Objetivo: investigar a influéncia do bypass gastrico em Y-de-Roux (BGYR) sobre as
alteracdes da composicdo corporal (CC) e do gasto energético total (GET),
mensurados pela técnica da agua duplamente marcada (ADM), 6 e 12 meses apos 0
procedimento. Métodos: Dezoito mulheres obesas (IMC >40 e <50 kg/m?, idade 20
a 45 anos) participaram deste estudo. As variaveis estudadas foram coletadas pré,
seis e doze meses pos-cirurgia. A ADM foi utilizada para mensurar o GET, massa
livre de gordura (MLG) e massa gorda (MG). Varidveis do gasto energético em
atividade fisica (GEAF) foram obtidas por meio de acelerdmetro triaxial. A ingestao
energética relatada (IErel) foi obtida por meio de trés registros alimentares néo
consecutivos. Resultados: A perda ponderal (6 meses: -31 + 4 kg; 12 meses: -38 +
6 kg) teve contribuicdo de 17% e 16% da perda de MLG nos momentos 6 e 12
meses, respectivamente. O valor da razdo MLG/MG passou de 0,93 + 0,12 kg do
momento pré-cirurgia para 1,54 + 0,4 kg e 1,98 = 0,6 kg nos momentos 6 e 12
meses pos-operatérios (p<0.05). O GET reduziu 20% (-612 + 317 kcal.dia™®) no
primeiro semestre e de -10% (-447 + 516 kcal.dia™) no segundo semestre, em
relacdo ao valor pré-cirurgia (p<0,05). Quando corrigido pela massa magra, 0
GET/MLG nao apresentou diferenca significativa ao final do primeiro ano. A partir
dos dados de GET mensurado em relacdo aos valores preditos, foi evidenciada a
termogénese adaptativa aos 6 meses pds-operatérios em 39% das participantes,
enquanto que aos 12 meses, uma melhor eficiéncia metabdlica foi verificada em
50% das pacientes. A analise de regressdo sugeriu que, aos seis meses apos a
cirurgia, as mudancas GET se explicam pela alteracdo no GEAF (r? = 0,60; p= 0,00),
porém, ndo houve associacdo com as alteracfes de CC e IE (P > 0,05). Aos doze
meses pos-cirurgia, foram destacadas as associacfes entre alteracfes do GET com
as do peso corporal (r*=0,29; p=0,02), da MG (r*=0,28; p=0,02) e do GEAF (r?=0,49;
p=0,00). Concluséo: aos seis meses pos-operatdrios evidenciou-se uma
termogénese adaptativa, em 39% das participantes, referente as restricdes
energéticas atribuidas pela cirurgia, no entanto, apés um ano do tratamento
cirargico, uma maior eficiéncia metabdlica, em 50% das pacientes, foi associada ao
GEAF, provavelmente pelo aumento da razdo da MLG/MG.

Palavras-chave: Cirurgia Bariatrica; Metabolismo Energeético; Composicéo Corporal;
Adaptacdo Metabolica; Agua Duplamente Marcada.
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1. Introducéo

A obesidade vem persistindo como um grave problema de saude publica, de
complexa etiologia e dificil controle. De acordo com a World Health Organization —
WHO,! a prevaléncia mundial de obesidade mais do que duplicou entre 1980 e 2014.
Com isso, a busca por tratamentos efetivos, como o0s procedimentos cirdrgicos,
também apresentou aumento da demanda mundial, passando de 40.000 em 1997
para 468.609 em 2013.% Entre os tipos de cirurgia bariatrica, o bypass gastrico em Y-
de-Roux (BGYR) é o tratamento com melhores indices de sucesso,® no entanto,
estima-se que uma parcela dos pacientes bariatricos (37%) apresentam
recuperacdo de parte do peso perdido (21 — 29%),* levantando questionamentos
guanto a influéncia de uma possivel termogénese adaptativa apds o procedimento.

O BGYR induz a uma intensa perda de peso relacionada a diminuicdo da
camara gastrica e ao desvio intestinal, os quais favorecem a restricdo do consumo
alimentar e da absorcdo de nutrientes, e também, devido as alteracfes nas redes
neurais do sistema digestivo com alteracbes nas liberacbes hormonais, que
controlam o processo de fome e saciedade.®® Apés a cirurgia, os hormonios
Glucagon-Like Peptide-1 (GLP-1) e Peptide YY (PYY) apresentam niveis
aumentados, enquanto que a grelina e o Gastric Inhibitory Peptide (GIP) exibem
niveis reduzidos, cada qual desempenhando seus papéis individuais, favorecem a
diminuicdo da sensacdo de fome e aumento da saciedade, além de atuarem na
regulacéo da homeostase energética e da glicose.>®

A regulacdo do metabolismo energético apds a cirurgia bariatrica nédo foi
amplamente estudada a ponto de justificar a perda de peso menor que o esperado
e/ou a recuperacdo do peso apds a cirurgia. Enquanto alguns autores,”® afirmam

gque a restricAo N0 consumo energético ocasionada pelo tratamento cirargico pode
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alterar a termogénese induzida pela dieta e, consequentemente, 0 gasto energético
total (GET), outros autores ndo evidenciam esses resultados.’'® Adicionalmente,
pesquisadores,®*! demonstram que as altera¢cdes na composicdo corporal apés a
cirurgia bariatrica apresentaram associacdo com a reducdo dos valores de gasto
energético em repouso (GER).

Entre os compartimentos corporais, a massa livre de gordura (MLG) é
considerada o tecido metabolicamente mais ativo que a massa gorda (MG). Cérebro
e orgaos viscerais (5% do peso corporal) contribuem para 70 a 80% do GER,
enquanto o tecido muscular (35% do peso corporal) demanda 20% do GER.:
Porém, mesmo sendo considerada metabolicamente menos ativa, a massa gorda
(MG) contribui para o aumento do gasto energético como um todo, uma vez que, na
obesidade, esse tecido aumenta em proporcdes consideravelmente maiores que a
MLG, levando ao aumento do GER em valores absolutos, quando comparado aos
valores de individuos com peso normal.**** No entanto, quando 0 GER é expresso
por quilo de peso corporal, os valores sdo menores que o0s dos individuos
eutréficos.*#

O metabolismo energético também pode ser influenciado por dois
mecanismos opostos relacionados a obesidade. Enquanto que o aumento do GET
pode estar associado a contribuicdo energética positiva ocasionada pelo
deslocamento de maior quantidade de tecido adiposo, a reducao deste componente
pode ser resultante de menores niveis de atividade fisica, ocasionada pela
dificuldade na realizac&o das atividades na presenca do excesso de peso.'**?
Considerando a possibilidade de uma adaptacdo metabdlica ocasionada

pelas alteracbes na composicado corporal e dietéticas bem como alteracdes

hormonais e interacdo cirdrgica,”®> e levando em conta o elevado nimero de
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pacientes que apresentam insucesso no tratamento cirdrgico, o objetivo desta
pesquisa foi investigar a influéncia do BGYR sobre as alteragcdes da composicao
corporal e do gasto energético total, mensurados pela técnica da agua duplamente

marcada (ADM), seis e doze meses apos o procedimento.

2. Sujeitos e métodos
a. Desenho do estudo

Foi realizado um estudo clinico autocontrolado no qual, informagdes sobre o
GET, gasto de energia em atividade fisica (GEAF), ingestdo energética relatada
(IErel) e dados antropométricos foram coletados nos momentos pré, seis e doze
meses apos a realizacdo do BGYR (Tabela 1). As coletas de dados foram realizadas
pelo mesmo avaliador, durante visitas a uma clinica de atendimento a pacientes do
sistema de saude publico no Brasil. Nas primeiras visitas de cada momento, foram
realizadas apenas orientaces verbais quanto ao estudo e as coletas de amostras /
informacdes. Nas segundas visitas, foram realizadas as coletas de urina basal para
analise isotopica e ofertada uma dose de ADM para avaliacdo do GET e da
composicao corporal, adicionalmente informacfes gerais e antropométricas foram
obtidas, bem como realizadas orientacdes para o preenchimento adequado do R24h
e uso do acelerdbmetro. Na terceira visita (15 dias apdés a primeira visita), as
amostras de urina, os registros alimentares e os acelerdmetros foram coletados e

conferidos pelo pesquisador (Tabela 1).
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Tabela 1. Descricdo dos procedimentos metodologicos desenvolvidos em cada fase
do estudo.

1°visita
« Convite a Pesquisa.
» Assinatura do TCLE.
- Orientacdes verbais e escritas para o0 segundo encontro.

2°visita
© + Urina (basal).
= + Dose de ADM (GET e composicéo corporal).
’é » Orientacbes para coleta de urina na casa durante 14 dias
o consecutivos
é « InformacgBes antropométricas.
o » OrientacBes para preenchimento adequado do registro alimentar de
24 horas.
+ Orientacdes para uso adequado do acelerédmetro.
3°visita
* Recolhimento das amostras de urina coletadas pelas pacientes.
» Recolhimento e conferencia do registro alimentar de 24 horas.
» Recolhimento do acelerdmetro.
1°visita
* Recordacédo da data, horario e preparo para os procedimentos do 2°
o encontro.
= 2°visita
§ + Urina (basal).
© + Dose de ADM (GET e composigéo corporal).
4 + Orientacbes para coleta de urina na casa durante 14 dias
o consecutivos
3 « Informag8es antropométricas.
3 » Orientacdes para preenchimento adequado do registro alimentar de
E 24 horas.
— + OrientacBes para uso adequado do acelerémetro.
g 30 visita

* Recolhimento das amostras de urina coletadas pelas pacientes.
» Recolhimento e conferencia do registro alimentar de 24 horas.
» Recolhimento e conferencia do acelerébmetro.

TCLE= Termo de Consentimento Livre e Esclarecido; ADM= Agua Duplamente Marcada.

b. Sujeitos

Foram selecionadas para participar da pesquisa 22 mulheres obesas grau llI
gue aguardavam para a cirurgia bariatrica e que concordaram e assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido, aprovado pelo comité de ética em pesquisa
local (n° do protocolo: 306.538). Os critérios de inclusdo foram: idade entre 20 e 45
anos, férteis, com indice de massa corporal (IMC) de 40 kg/m? a 50 kg/m?; que ndo

apresentassem edema e doencas relacionadas as alteracbes no metabolismo

46



energético e que nao fizessem uso de medicamentos que levasse alteracbes
metabodlicas e absortivas. Foram excluidas duas pacientes aos seis meses de
cirurgia devido a desisténcia e outras duas pacientes aos 12 meses pos-operatorios
devido a resultados de analise isotopica inadequados, sendo analisados
estatisticamente os dados de 18 mulheres que completaram todas as etapas ao final

do estudo.

c. Consumo alimentar e Ingestéao energética relatada (IErel)

O consumo de nutrientes e de energia foram obtidos por meio de registros
alimentares de 24 horas (Rg24h) preenchidos em trés dias ndo consecutivos, sendo
dois durante a semana e um de final de semana, para cada periodo de coleta de
dados. As medidas caseiras,’*'> do consumo diario de alimentos, bebidas e
suplementos alimentares (incluindo proteicos e de micronutrientes, quando
consumidos) foram tabuladas e o consumo de nutrientes e a IErel foi calculada
baseada nas informacdes referentes ao consumo em 100 g de alimento da tabela de
consumo alimentar da populacao brasileira,*® ou referentes & tabela de composicédo
nutricional dos suplementos alimentares citados nos registros alimentares. Os
valores dos nutrientes e da energia consumida foram corrigidos pela variacdo do
consumo intra- e interindividual por meio da estatistica ANOVA fator Unico. Apos
verificarmos que ndo ouve associacdo entre as alteracbes no consumo de macro e
micronutrientes e as alteracdes do GET entre os periodos, esses dados ndo foram

apresentados em tabelas e discutidos.
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d. Antropometria e composi¢ao corporal

Sob condi¢cbes padronizadas as medidas de peso corporal e estatura foram
obtidas pela balanca acoplada & bioimpedancia InBody 230® e antropdmetro vertical
da marca SECA®, respectivamente. As coletas foram realizadas no periodo da
manha, com as pacientes utilizando vestimentas leves e sem sapatos, apos jejum de
8 horas. O IMC foi calculado pelo peso corporal dividido pela altura ao quadrado.

A quantidade de massa gorda (MG) e massa livre de gordura (MLG) foram
calculadas por meio da técnica de diluicdo de isétopos estaveis (°H.*20), de acordo
com protocolo proposto por Schoeller.’” A partir da determinacéo de agua corporal
total, calculamos a MLG usando a constante de hidratagcdo de mamiferos (73.2%) e,

subtraindo este valor do peso total, obtivemos a quantidade de MG.

e. Gasto de energiatotal (GET)

O GET foi determinado pelo turnover isotopico dos compostos enriquecidos
na agua corporal. Uma dose de 2g de '®0 & 10,8 atomos% por quilo de agua
corpérea e 0,12g de 6xido de deutério a 99,8 &tomos% por quilo de dgua corporea
foi ofertada a cada participante. Amostras de urina, coletadas pré e apds 14 dias da
ingestdo da dose foram analisadas em triplicata em espectrdmetro de massa de
razdo isotopica (modelos Hydra 20-20 e Hydra 20-22, Europe Scientific —
Cheshire/UK). O protocolo de multiplos pontos proposto por Schoeller,*’ foi utilizado

na determinacao do GET.
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f. Gasto de energia em atividade fisica (GEAF)

Durante 14 dias, as participantes utilizaram o acelerémetro triaxial (ActiGraph
modelo GT3X+; ActiGraph, Pensacola, FL, USA) acoplado na regido da cintura e
calibrado individualmente de acordo com as especificacbes do fabricante.
Informacdes referentes ao n° de passos diario e nivel de atividade fisica (NAF)
obtido por meio da equacdo proposta por Crouter et al,*® foram utilizados para o

calculo do GEAF.

g. Cirurgia Bariatrica
Apoés tratamento clinico comportamental com objetivo de perda ponderal de
10% do peso inicial, o BGYR foi realizado. A cirurgia € descrita como uma
laparotomia mediana supraumbelical, no qual um reservatério gastrico de pequena
curvatura (8 x 2 cm) foi confeccionado.'® Houve uma reconstrucédo do transito em Y
de Roux com alc¢a biliar a 40 cm do angulo de Treitz e alga alimentar de 150 cm em

posicdo pré-colica.’®

h. Andlise dos dados

As andlises estatisticas foram conduzidas no software IBM SPSS Statistics
(Verséo 21.0, Armonk, NY: IBM Corp) e MedCal (versao 11.6.0.0) para Windows. As
variaveis foram apresentadas em média e desvio-padrao. Os valores delta (A)
(diferenca da meédia) descreveram a diferenca dos valores das variaveis dos
periodos seis (T1l) e doze meses (T2) em relagcdo aos valores das variaveis do
periodo pré-operatorio (TO).

O teste ANOVA one-way seguida do teste de Bonferroni foi realizado para

analise comparativa das variaveis da composi¢cdo corporal, gasto energético e
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consumo de energia relatada para os trés momentos. O teste t pareado foi aplicado
para a comparacao entre os valores de GET mensurado e predito. A interacdo entre
as mudancas nos valores delta das variaveis do estudo, usando as alteracfes dos
valores delta do GET a partir do momento pré-operatério como variavel dependente,
foi avaliada por andlise de regresséo linear.

Para investigar quanto a reducdo do GET foi decorrente das mudancas da
composicao corporal e do NAF, dados do GET mensurado no momento pré-cirurgia
foram utilizados na elaboracdo de uma equacao preditiva, de acordo com método
descrito por Knuth e colaboradores,? considerando MG, MLG, idade e NAF em uma

regressao linear multipla:

[GETyreq = —2249,7 + (29,5 X MLG) + (16,8 x MG) — (11,5 x Idade) + (1787 x NAF)]

Esta equacdo qual apresentou correlacdo positiva (r’=0.54; p=0.02) entre os
valores mensurados e preditos do momento pré-cirurgia. A adaptacdo metabdlica foi
calculada a partir da diferenca entre o valor de GET mensurado e o GET predito e
comparada antes e ap0s a cirurgia, sendo considerada adaptacdo termogénica
desvios do GET mensurado <90% e >110% do valor de GET predito. Um valor
acurado a nivel individual foi considerada quando o valor do GET medido se
encontrava entre >90% e <110% do valor predito pela equacao. O teste kappa foi
utilizado para avaliar a concordancia dos dados de GET predito e aferido entre os

momentos.
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3. Resultados

A tabela 2 mostra as alteracbes de composicdo corporal, gasto e consumo
energético, ao longo de um ano de cirurgia bariatrica. Uma perda de peso de -31,3
*+ 4,3 kg; (= —27%) foi verificada aos 6 meses de cirurgia e de -38.2 + 6,2 kg; (=
—33%) aos 12 meses poés-operatorios. A MLG reduziu 5,3 £ 2,1 kg (-10%; p<0,05)
aos seis meses pos-cirdrgico, apresentando-se estavel (-11%) ao completar um ano
do procedimento (-6,1 = 4,2 kg). Com um déficit de = -26 e -32 kg nos momentos
seis e doze meses poés-operatorios, respectivamente, a MG reduziu seus
percentuais em = -12 e -17% nos periodos avaliados. A perda de peso total teve
contribuicéo de 17 e 16% provindos da perda de MLG, nos momentos 6 e 12 meses
poOs-operatorios, respectivamente. A perda de MG ao longo do periodo favoreceu o
aumento significativo (113%) da proporcdo de MLG em relacdo a MG (0,93 — 1,98).

Em relacdo as varidveis do gasto energético (Tabela 2), verificamos que o
GET (2292 + 430 kcal.dia™, -20%) aos seis meses pés-operatérios apresentou
valores significativamente reduzidos ao serem comparados aos valores pré-
cirlrgicos (GET = 2904 + 547 kcal.dia™'), mantendo-se estavel (2538 + 336 kcal.dia™,
-10%) ao completar um ano do procedimento. O GET relativo a MLG também
apresentou valores menores (p < 0,05) aos seis meses péds-operatorios (47 + 9
kcal.kg™'.dia™") quando comparado ao valor basal (54 + 8 kcal.kg™.dia™"), no entanto,
aos doze meses pos-cirurgia (53 + 7 kcal.kg™”.dia™") se assemelhou aos valores pré-
tratamento (p>0,05). A IErel reduziu significativamente ap0s seis meses de cirurgia (-
515 + 521 Kcal.dial), mantendo-se sem grandes variacées ao final do periodo de
estudo. O NAF, o n° de passos e o GEAF néo apresentaram diferenga significativa
no periodo avaliado, sendo que o NAF e 0 n° de passos apresentou excelente

correlacdo pelo teste de Pearson no pré-operatorio (r = 0,93; p = <0,001) e boa
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correlagdo nos momentos poés seis (r = 0,78; p = < 0,001) e pos doze meses (r =

0,65; p = 0,003) de cirurgia.

Tabela 2. Composicao corporal, gasto energético e ingestdo energética relatada, pré
e pOs-cirurgia bariatrica (n = 18).

Variaveis Pré 6 meses 12 meses o* AT1-TO AT2-TO
(TO) (T1) (T2) (6 meses) (12 meses)

Composicdo Corporal
Peso corporal (kg) 112,6+7,3® 813+7,1° 744+74° <0,001 -31,3+4,3 -38,2+6,2
IMC (kg/m?) 45+ 22 32+3" 30+3°  <0,001 1242 -15+5
MLG (kg) 542+47% 489+46° 481+46" <0,001 -5,3+2,1 -6,1+4,2
MG (kg) 58,4+59% 324+70° 261+6,4° <0,001 -26,0 £ 4,3 -32,3+55
MG (%) 52 + 32 40+ 6" 35+6° <0,001 12+ 4 -17+5
MLG (kg) / MG (kg) 0,93+0,12® 154+0,4° 1,98+0,6° <0,001 0,62+0,32  0,94+0,72
Energia
GET (kcal.dia'l) 2904 +547% 2292 +446° 2538 +336°" 0,01 -612 + 317 -447 + 516
GEAF (kcal.dia'l) 1126 + 367 905 * 256 1061 + 203 0,065 -221 £ 220 -29 £ 423
NAF 1,65+0,18 1,67 +£0,16 1,73+0,19 0,337 0,00 £ 0,16 0,01 +0,16
N° de passos 7669 £ 2964 8396 £ 2856 9549 +4008 0,239 727 £ 3250 1880 + 3895
IErel (kcal.dia™) 1431+386°% 916+281° 1115+402° <0,001 -515 + 521 -317 + 533
GET /MLG 54+8° 47+9" 53+7°%  <0,001 6+5 1+12

(kcal.kg™.dia™)

IMC = indice de massa corporal; MLG = massa livre de gordura; MG = massa gorda; GET = gasto energético total; GEAF =
gasto de energia em atividade fisica; NAF = Nivel de atividade fisica; |IErel = ingestdo energética relatada; GET / MLG =
relagdo do gasto energético total por unidade de massa livre de gordura. * ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

Na tabela 3 sdo apresentadas as diferencas entre os valores medidos e

preditos do GET e os resultados referentes ao grau de adaptacdo metabdlica

(diferenca entre o GET medido versus predito) decorrente das alteracées na

composicao corporal e no NAF. Os valores de GET mensurado em relagcdo ao GET

predito ndo apresentaram diferencas (p>0,05) em nivel de grupo, para 0S momentos
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analisados. No entanto, ao nivel individual, no primeiro semestre pos-operatoério foi
verificada uma termogénese adaptativa em 39% das participantes com a reducédo do
GET medido em relacéo ao predito (k = 0,28; p<0,05), enquanto que aos 12 meses,
uma melhor eficiéncia metabdlica (k = 0,39; p<0,05) foi verificada em 50% das

participantes.

Tabela 3. Valores medidos e preditos de GET e adaptacdo metabdlica (A GETm —
GETp) do GET aos 6 e 12 meses ap0s a cirurgia bariatrica.

Acuracia de Abaixo Acima
GETm GETp Teste t A GETm - GETp Predicdo < 90% > 110%
. . . 0 0 < >
(Kcal/dia) (Kcal/dia) p (Kcal/dia) >90% < 110% (n° / %) n°/ %)
(n°/ %)
Pré 2904 + 547 2903 + 404 0,993 1+370 14 (78%) 2 (11%) 2 (11%)
6 meses 2292 + 446 2361 + 348 0,548 -69 £ 477 9 (50%) 7 (39%) 2 (11%)
Teste Kappa

(p-unilateral) 0,28 (0,03) 0,00 (0,5)
12 meses 2538 +336 2372+353 0,143 166 + 459 8 (44%) 1 (6%) 9 (50%)

Teste Kappa

(p-unilateral) 0,06 (0,27) 0,39 (0,01)

GETm = Gasto energético total mensurado; GETp = Gasto energético total predito; A = diferencga entre os valores mensurados
e preditos; Kappa: p-unilateral: teste realizado entre os valores dos momentos 6 e 12 meses (obtido) com relagdo aos
encontrados no momento pré (previsto); Acuracia de predigdo = n° e porcentagem de mulheres com valores mensurados de
gasto energético > 90% < 110% do valor predito; Abaixo = Porcentagem de mulheres com valores mensurados do gasto
energético igual ou abaixo de 90% do valor predito; Acima = Porcentagem de mulheres com valores mensurados do gasto
energético igual ou acima de 110% do valor predito.

Na tabela 4 sé&o apresentados os resultados de associagdo entre as
diferencas das médias (valores deltas) das variaveis estudadas aos 6 e 12 meses,
respectivamente. A analise de regressdo sugere que, seis meses aplés o
procedimento, a diminuicdo do GEAF se associa positivamente com a reducao do
GET (B= 1,12; r* = 0,60; p= 0,00), no entanto, as alteracdes das variaveis de
composicao corporal e IErel ndo apresentam associacdo com as mudancas do GET,
neste periodo. Na avaliagcdo apds um ano de bypass géastrico (Tabela 4), verificamos

que a reducao dos valores de peso corporal passou a mostrar associagao positiva
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com a reducdo do GET (B= 56,1; r* = 0,29; p= 0,02), assim como as alteracdes da
MG explicaram em 28% as mudancas do dispéndio de energia diaria (B= 61,9; r* =
0,28; p= 0,02). Uma associacao positiva também foi evidenciada com as alteracdes
do GEAF em relacéo as mudancas do GET (B= 0,86; r* = 0,49; p= 0,00), indicando
gue quanto menor o gasto de energia em atividade, menor o GET da pacientes

bariatricas.

Tabela 4. Associacdes entre alteragbes da composicdo corporal, ingestao
energética e gasto energético, 6 e 12 meses apos a cirurgia RYGB.

Valores A GET
Entre os periodos (kcal.dia™)

AT1-TO AT2-TO
AT1-TO/AT2-TO

B R p B R p

Peso corporal (kg) 30,8 0,17 0,09 56,1 0,29 0,02
MLG (kg) 22,5 0,02 056 31,1 0,04 0,41
MG (kg) 249 011 0,17 61,9 0,28 0,02

GEAF (kcal.dia®) 1,12 0,60 0,00 0,86 0,49 0,00

IErel (kcal.dia®) 0,01 0,00 093 033 007 0,29

MLG = massa livre de gordura, MG = massa gorda; GEAF = Gasto de energia em atividade fisica; IErel = Ingestédo energética
relatada; A = diferenca entre momento 6 meses (T1) ou 12 meses (T2) e momento pré-cirurgia(T0). p = de andlise de
regressao linear.

4. Discusséo
A compreensdo das mudancas ocasionadas no gasto energético depois da
cirurgia bariatrica, e sua relacdo com a perda de peso e seus componentes, podem
favorecer insights sobre o0s mecanismos ligados a perda ponderal e,
consequentemente, ajudar a reconhecer quais pacientes estdo propensos ao
insucesso no tratamento e/ou favorecer o desenvolvimento de estratégias efetivas

para a perda ponderal e manutencdo do peso perdido de pacientes bariatricos.
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Neste estudo verificamos um hipometabolismo em 39% das pacientes aos seis
meses pos-cirurgia, provavelmente ocasionada pela termogénese adaptativa
induzida pela restricdo alimentar. No entanto, ao completar um ano do procedimento
cirdrgico, uma melhor eficiéncia metabolica foi destacada em 50% das participantes,
uma vez que estas apresentaram um aumento do GET mensurado em relagdo ao
predito com uma equacdo desenvolvida com parametros pré-operatorios.
Provavelmente esse aumento do GET mensurado pode estar associado ao aumento
da proporcédo da MLG em relacdo a MG e a atuacédo do NAF no GEAF, uma vez que
verificamos uma associacao positiva entre as variacdes do GEAF e o GET aos 12
meses de cirurgia. Esses resultados servem de subsidios para investimentos em
estratégias de intervencao para recuperacdo e manutencdo da MLG como fator de
protecdo para os resultados da cirurgia.

As perdas de MG e MLG néao explicaram, a partir do teste de regresséo linear,
a reducdo de 20% do GET aos seis meses poOs-cirurgia, enquanto que,

pesquisadores,®**

mostraram que a reducdo de 25% do GET esta associado a
significativa diminuicdo da MLG nos pacientes bariatricos. A falta de associacao
entre as alteracbes na composicdo corporal e a reducédo significativa do GET pode
ser explicada pela adaptacdo metabdélica independente da MLG.?! Esta termogénese
adaptativa (TA) ocorre em resposta as mudancas no balanco energético, no qual o
balanco energético negativo direciona a TA a economia de energia como uma
defesa biolégica para o controle da perda ponderal relacionada principalmente as
alteracbes do GER.?' Além disso, uma explicacdo plausivel para a falta de
associacao entre a reducdo da MLG com a diminuicdo do GET, pode ser referente a

uma menor contribuicdo (17%) da perda de massa magra na reducdo do peso

corporal encontrada nos nossos resultados, diferente de outros estudos que
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apresentam entre 20%,% a 28%,?%% da perda de peso total provindos da diminuicdo
de massa magra, e associa¢ao positiva entre a reducao da MLG e do GET.

A possibilidade da TA induzida pela restricdo no consumo alimentar foi
levantada aos seis meses poés-operatorios, uma vez que o BGYR promove
alteracbes anatdmicas e fisiolégicas envolvidas na TA.'?> Nossas participantes
apresentaram uma diminuicdo significativa (-515 + 521 kcal.dia®) da ingestdo
energética relatada aos seis meses pés-operatorios, o qual, junto com fatores como
ma digestdo e ma absorcdo de nutrientes, podem estar associados a TA induzida
pela dieta neste periodo.?*?°

No entanto, alteracdes no consumo energético de nossas pacientes ndo se
associaram a reducdo do GET pela regressédo linear. Neste caso, ndo podemos
descartar a influéncia da subnotificacdo do consumo energético, fortemente
evidenciada na aplicacdo de inquéritos alimentares para populacdo com excesso de
peso,?® o que poderia estar ocorrendo principalmente no momento pré-operatério,
sendo um dos fatores que dificulta a associacdo da reducéo da IErel a diminuicéo do
GET. Para excluir este viés, a avaliacdo da termogénese induzida pela dieta (TID)
por meio de calorimetria indireta (Cl) seria a melhor alternativa na verificacdo da
adaptacdo deste componente do gasto energético, sendo esta, uma limitacao
encontrada em nosso estudo. Os poucos estudos de TID por meio de Cl apds
cirurgia bariatrica tém mostrado resultados controversos. Enquanto uns autores,®?’
evidenciaram que ndo ha diferenca neste componente do gasto energético aos 3 e
14 meses apos o bypass gastrico em relacdo aos valores iniciais, outros mostraram
um aumento de 200% da TID aos 12 meses pdés BGYR em relagcdo ao grupo

controle.?®
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A reducdo do peso corporal promove reducdo do GET e todos os seus
componentes, no entanto, a TA ocorre independente do peso e da composi¢ao
corporal. Esta adaptacéo faz referencia as mudancas na atividade metabdlica celular
que levam a diminuicdo do GER e dos demais componentes (GEAF, TID e a
termogénese induzida pelo frio).?*® O Unico fator que explicou em 60% a reducéo
do GET no primeiro semestre pos-operatério foi o0 GEAF, reducdo esta que persistiu
apos um ano do tratamento cirtrgico, sendo explicada em 49% pela diminui¢do do
GEAF neste periodo.

Nesse estudo, o NAF fornecido pelo acelerdmetro, pressupde uma estimativa
do GER a partir de equacdes preditivas que, para nossos pacientes, poderiamos
pressupor alteracdo em funcdo da restricdo alimentar induzida pela cirurgia
bariatrica. No entanto, em nosso estudo sobre a correlacdo entre o0 NAF e o n° de
passos passou de excelente para boa, porém se manteve, 0 que nos permite inferir
a influéncia do GEAF sobre o GET. Neste sentido, nossos resultados confirmam os
encontrados por outros autores onde, mesmo com o0 aumento do NAF de pacientes
bariatricos,* 0 GEAF tende a reduzir com a importante perda ponderal, uma vez que
0 custo energético ao carregar menor carga de peso corporal durante atividades

fisicas, reduz significativamente,®

associando-se com a diminuicdo dos GET do
paciente.

Poucos estudos aferiram o GET em pacientes bariatricos apés um ano do
tratamento. Neste grupo de pacientes verificamos que o GEAF influencia
significativamente o GET, o que abre uma frente de estudos sobre este componente
e sua atuagcdo na recuperacdo do peso apOs a cirurgia, ja que nossos estudos

2

anteriores,* relacionados ao GER, ndo explicaram diferencas em pacientes com

menor ou maior perda de peso.
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Mesmo observando que a restricAo energética e as alteracdes fisiologicas
ocasionadas pela cirurgia podem levar a uma adaptacdo metabodlica negativa aos
seis meses pos-cirurgia, foi surpreende que apés um ano do tratamento, uma melhor
eficiéncia metabdlica foi destacada em 50% das pacientes e que esta melhora
estava relacionada a composicdo corporal e a atividade fisica, de certa forma,
independente das alteracdes fisiologicas ocasionadas pelo BGYR. Assim, o0 aumento
em dobro no valor da razdo MLG / MG, do momento pré-cirurgia (0,93 £ 0,12) para o
momento 12 meses pos-operatorio (1,98 + 0,6), pode explicar a melhor eficiéncia
metabdlica apresentada por metade das nossas pacientes. Também pode ser
explicada pelo GET corrigido pela MLG que ndo apresentou diferenca entre o valor
de 12 meses poOs-cirurgia e pré-operatoério. Autores confirmam que a preservacao da
massa magra, favorecida pelo aumento do NAF e pela suplementacdo proteica,?
em periodos de perda de peso intensa, favorece menor reducdo do gasto
energeético.

Esta tendéncia de adaptacdo metabdlica aos seis meses de BGYR e
recuperacdo desses valores um ano apoés a cirurgia foi encontrada no estudo de
Knuth e colaboradores,®® que avaliou apenas o GER e sua relacdo com a
composicdo corporal dos participantes. Os dados do presente estudo encorajam
fortemente a realizacdo de pesquisas relacionadas ao GET e seus componentes
como o GEAF e a TID, visto que sao elementos manipulaveis e que neste estudo ha
indicios de que podem influenciar positivamente os resultados da cirurgia bariatrica.
Associadamente as avaliacbes dos componentes do gasto energético, o
acompanhamento da evolugcéo corporal € necessaria, visto que a manutencao da
MLG e os melhores valores de razdo MLG e MG podem estar diretamente

relacionados aos melhores resultados de peso apos o BGYR.

58



5. Concluséo

Concluimos que aos seis meses da cirurgia bariatrica, um periodo de
subalimentacdo e de perda de peso intensa, ocorre 0s menores valores de GET,
gquando a termogénese adaptativa esforca-se em manter o peso corporal num
momento de importantes alteracfes fisiolégicas. No entanto, apdés um ano do
tratamento cirargico, a maior razdo da MLG em relacdo a MG, associada ao GEAF,
garante uma maior eficiéncia metabolica. Desta forma, o aumento do NAF pode ser
uma boa estratégia para a manutencédo do GET e, consequentemente, melhorar os

resultados da cirurgia bariatrica sobre o peso corporal.
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ARTIGO 2

Acuréacia das equacOes de predicdo do gasto energético total

depois de massiva perda de peso induzida pela cirurgia bariatrica.
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Artigo 2

Acuracia das equac0Oes de predicdo do gasto energético total depois de uma

massiva perda de peso induzida pela cirurgia bariatrica.

Resumo

Objetivo: testar a acuracia e precisao dos valores de gasto energético total (GET)
obtido por equacdes preditivas do gasto energético em repouso (GER) considerando
o nivel de atividade fisica (NAF), tomando como referéncia o GET mensurado por
agua duplamente marcada (ADM), durante a perda ponderal induzida por cirurgia
bariatrica. Sujeitos e Métodos: Particifaram 20 mulheres obesas grau lll (idade
29,4 £ 5,1 anos e IMC 44,9 + 2,5 kg/m®), submetidas ao bypass gastrico em Y-de-
Roux. As variaveis do estudo foram coletadas nos momentos pré e 6 e 12 meses
pés-cirurgia. O GET foi mensurado depois da administracdo de dose fixa de ADM
com deutério e oxigénio-18. Amostras de urina foram coletadas pré e dia a dia por
14 dias. Foram selecionadas as equacgfes preditivas do GER: Dietary Reference
Intake of Institute of Medicine (DRI-IOM - 2005), Food and Agriculture Organization /
World Health Organization / United Nations University (FAO/WHO/UNU - 1985),
Henry (Oxford-2005), Harris e Benedict (1918), Mifflin e St-Jeor et al (1990), De
Lorenzo et al (2001), Lazzer et al (2007) e Miiller et al (2004). O NAF foi obtido por
meio de acelerbmetro triaxial. Resultados: As pacientes perderam 65% de excesso
de peso. A massa gorda corporal diminuiu de 52% para 35% ao longo de 1 ano de
cirurgia. O GET (2930 + 525 kcal.dia™) apresentou diminuicdo de 20% (p<0,05) aos
seis meses pds-cirdrgico (2319 + 430 kcal.dia™), recuperando 10% aos 12 meses
pds-cirurgia (2538 + 336 kcal.dia™). As equagdes de Harris e Benedict (acurécia:
65%:; viés: 0%, CCC: 0,665; RMSE: 271 kcal.dia™) e DRI-IOM (acurécia: 60%, viés:
5%, CCC: 0,539; RMSE: 317 kcal.dia”) apresentaram melhores resultados na
predicdo dos valores de GET no momento pré-cirurgia. No sexto més apls a
cirurgia, a maioria das equacdes apresentou reducdo na acurdcia da predicdo do
GET. Apenas a equacdo de Harris e Benedict manteve a acuracia de predicdo do
GET acima de 50%. Aos 12 meses poés-cirurgia, as equacdes que apresentavam
baixa acuracia nos periodos anteriores, tiveram um aumento na predicao, porém se
mantiveram abaixo de 45% de acuracia. Apenas a equacao proposta por Lazzer e
col. considerando composicao corporal apresentou melhor predi¢do (acuracia: 50%,
viés: 9%, CCC: 0,056; RMSE: 338 kcal.dia’) neste periodo. Conclusdo: as
equacles de Harris e Benedict e DRI-IOM descrevem com melhor acuracia o GET
de mulheres obesas grau Ill. Apés a cirurgia, a melhor equacédo a ser utilizada
dependera se o0 paciente passou ou ndo por tratamento para perda de peso e em
qual periodo pés-tratamento ele se insere.

Palavras-Chaves: Gasto de Energia Total; Agua Duplamente Marcada, Equacdes
Preditivas; Obesidade, Cirurgia Bariatrica.
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1. Introducéo

O excesso de peso vem ganhando proporcfes alarmantes. Em 2014, 600
milhdes de adultos acima de 18 anos foram classificados com algum grau de
obesidade.! Estima-se que a obesidade grau Ill estava presente em 24 milhdes de
adultos americanos,? e apresentou um aumento de 255% em 28 anos (1975 — 2003)
no Brasil.®> O tratamento clinico da obesidade baseia-se no balanco energético
negativo, o que requer informacdes sobre o gasto de energia total (GET),*
frequentemente obtido por meio de equacdes preditivas formuladas a partir de dados
de populacdes especificas.

Com o avanco da obesidade morbida, aumentou-se o niumero de cirurgias
bariatricas, sendo que os EUA / Canada (154.276 / ano) e o Brasil (86.840 / ano)
lideram a realizac&o destes procedimentos em 2013.°> O bypass gastrico em Y-de-
Roux é o tratamento mais efetivo para a obesidade mérbida, pois induz a uma média
de 68% de perda do excesso de peso, sendo que as variacdes desta média ficam
entre -77% até -33%.° Esta perda ponderal é induzida pela regulacdo hormonal
envolvida na homeostase energética e pelo balango energético negativo ocasionado
pela ma absorcéo intestinal e pela diminuicdo no consumo alimentar, a qual é
induzida por mudancas na regulacdo hormonal da saciedade e pela diminuicdo da
capacidade gastrica.’

Fatores como idade, género, etnia, composicdo corporal, estado hormonal,®
e grau de obesidade,’ influenciam os valores de GET obtidos por meio de equacées
preditivas, entretanto, estas continuam sendo a ferramenta clinica de escolha para
estimativa do gasto energético, mesmo com o advento de técnicas mais acuradas

como € o caso da agua duplamente marcada (ADM). No entanto, embora existam
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equacdes genéricas, € necessario considerar as caracteristicas da populacéo para o
uso apropriado dessas equacdes, as quais incluem variaveis fisioldgicas especificas
qgue influenciam o gasto energético. Isso é de particular interesse em situacoes
associadas as alteracbes metabolicas causadas por grande variagdo no peso
corporal. Tais situacbes sdo de grande interesse porque existe uma maior
preocupacdo com as recomendacdes clinicas para os requerimentos de energia do
paciente e porque a compreensdo geral de como melhorar as equacdes de previsédo
pode ser aumentada.

A restricdo no consumo energético ocasionado pela cirurgia bariatrica pode,

10,11 12,13

ou nao, alterar na termogénese induzida pela dieta e consequentemente o

gasto energético total (GET). Adicionalmente, os poucos estudos,****

mostram que a
elevada perda ponderal, induzida tanto pela diminuicdo da massa gorda (MG)
guanto da massa livre de gordura (MLG), esta diretamente relacionada a reducéo de
25% GET, sendo que a diminuicdo do gasto energético em repouso (GER) esta
fortemente associada a reducdo da MLG.*”

Pesquisadores vém testando a acuracia das equacdes preditivas,®® ou
mesmo desenvolvendo calculos especificos para a populacdo com excesso de

peso 4,17-20

no entanto, uma pobre acuracia vem sendo encontrada quando aplicadas
em pacientes com obesidade grave.® Até o momento, ndo ha na literatura disponivel
a indicacdo de uma equacdo com elevada acuracia para individuos obesos, ou
mesmo a elaboracdo de uma especifica para individuos submetidos a cirurgia para
tratamento da obesidade, indicando a necessidade de validagcdo ou mesmo de

elaboracdo de equacdes preditivas do GET para a crescente populacédo de obesos

morbidos e pacientes bariatricos.
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Finalmente, uma vez que a restricio no consumo energético, as alteracdes
hormonais e a mudancga na composicao corporal ocasionada pela cirurgia bariatrica
podem alterar o dispéndio de energia devido as adaptacbes metabdlicas
ocasionadas pela subalimentacdo e essas mudancas podem afetar ainda mais a
acuracia das atuais equacfes de predicdo do gasto energético, objetivo desta
pesquisa foi testar a acuracia e precisdo dos valores de GET obtido por meio de
equacdes preditivas do gasto em repouso considerando o nivel de atividade fisica
(NAF), tomando como referéncia o GET mensurado por agua duplamente marcada,

antes e durante a perda ponderal induzida por bypass géastrico em Y-de-Roux.

2. Sujeitos e métodos
a. Desenho do estudo

Conduzimos um estudo clinico autocontrolado (Figura 1), com
acompanhamento clinico. As avaliacfes do gasto energético foram realizadas nos
momentos pré, seis e doze meses apOs a realizacdo da cirurgia bariatrica. Para
cada momento de coleta de dados, as participantes realizaram duas visitas a clinica.
Na primeira visita foram obtidos os dados antropométricos, coletadas as amostras
de urina basal e foi administrada a dose de ADM. As pacientes também foram
orientadas quanto a coleta diaria de amostras de urina e quanto ao uso adequado do
acelerbmetro. Na segunda visita (15 dias ap6s a primeira visita), as amostras de

urina e os acelerbmetros foram coletados.
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. . Pés-Cirurgia (6 e 12
Pre-Cirurgia meses)
f 1° Encontro f
*Convite & Pesquisa Coztato FZessoaI em Grupo
. *Recordacéo (Data, Horario
* fr— 1 1
Ass;matura do TCLI_E ) preparo para os procedimentos do
* Orienta¢des verbais e escritas 1° encontro)
(para o segundo encontro L
2° Encontro 1° Encontro
*Urina (basal) *Urina (basal)
*Dose de ADM (GET e Composicao *Dose de ADM (GET e Composicdo
Corporal com 2H,180) Corporal com 2H,180)
*OrientagBes para coleta de urina L1 *Orientacdes para coleta de urina
na casa durante 14 dias na casa durante 14 dias
consecutivos consecutivos
*Informacdes antropométricas *Informacdes antropomeétricas
* Orientagfes para uso do * OrientagBes para uso do
acelerbmetro ) acelerébmetro )
4 N 4 N
3° Encontro 2° Encontro
* Recolhimento das amostras de |__]* Recolhimento das amostras de
urina coletadas pelas pacientes. urina coletadas pelas pacientes.
* Recolhimento do acelerémetro. * Recolhimento do acelerémetro.
\ J \, J

TCLE= Termo de Consentimento Livre e Esclarecido; ADM= Agua Duplamente Marcada (*H,"°0)

Figura 1. Desenho experimental dos procedimentos metodoldgicos desenvolvidos
nas fases pré e pés-cirurgia.

b. Sujeitos

Para a estimativa da amostra (n=14) foi considerado o erro do tipo 1 de 5% (a
0,05), grau de confianca de 95% e nivel de precisdo (poder do teste) de 90%, para
teste t pareado, tomando como referéncia os resultados de calorimetria indireta,
porém, foram convidadas 22 mulheres, considerando uma margem de seguranca,
gue aguardavam na fila de espera para a cirurgia bariatrica em uma clinica de
atendimento a pacientes do sistema de saude publico no Brasil. Os critérios de

inclusdo foram: idade entre 20 e 45 anos, em periodo fértil, com indice de Massa
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Corporal (IMC) de 40 kg/m? a 50 kg/m?; que ndo apresentassem edema e doencas
relacionadas as alteracbes no metabolismo energético e que nao fizessem uso de
medicamentos que levasse alteracdes metabodlicas e absortivas. As pacientes
concordaram e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa local (n° do protocolo: 306.538). Dados de 2
pacientes foram excluidos aos 6 e 12 meses de cirurgia por ndo completarem todas
as etapas do estudo ou devido resultados de analises isotOpicas inadequadas para

avaliacdo do GET

c. Antropometria e composicao corporal

Sob condi¢cBes padronizadas e realizadas pelo mesmo avaliador, as medidas
de peso corporal e altura foram realizadas em equipamentos calibrados
(Bioimpedancia InBody 230® e antropdmetro vertical da marca SECA®,
respectivamente) no periodo da manhd, com as pacientes utilizando vestimentas
leves e sem sapatos, apoés jejum de 8 horas. O IMC foi calculado pelo peso corporal
dividido pela altura ao quadrado. O peso ideal foi calculado a partir da média do
peso ideal da tabela da Metropolitan Life Insurance Company.?’

Usando a técnica de diluicdo de is6topos estaveis (°H,*®0), determinamos a
guantidade de Massa Gorda (MG) e Massa Livre de Gordura (MLG) de acordo com
protocolo proposto por Schoeller.?? A técnica permitiu determinar a quantidade de
agua corporal total a partir da qual calculamos a MLG usando a constante de
hidratacdo de mamiferos (73,2%). Subtraindo este valor do peso total, obtivemos a

guantidade de MG.
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d. Gasto de Energia Total (GET)

Uma dose de 2g de 20 & 10,8 4tomos% por quilo de &gua corpérea e 0,129
de 6xido de deutério a 99,8 atomos% por quilo de agua corporea foi ofertada a cada
participante com o objetivo de determinar o gasto energético total (GET). O turnover
isotopico dos compostos enriquecidos na agua corporal foi calculado a partir de
amostras de urina, coletadas pré e apos 14 dias da ingestdo da dose. As amostras
foram analisadas em triplicata em espectrdmetro de massa de razao isotopica
(modelos Hydra 20-20 e Hydra 20-22, Europe Scientific — Cheshire/UK). O protocolo

de multiplos pontos proposto por Schoeller,? foi utilizado na determinagéo do GET.

e. Nivel de Atividade Fisica (NAF)

As participantes fizeram o uso do acelerdmetro triaxial (ActiGraph modelo
GT3X+; ActiGraph, Pensacola, FL, USA) acoplado na regido da cintura e calibrado
para cada individuo, de acordo com as especificacbes do fabricante. Durante 14
dias, nos 3 momentos de coleta de dados, as pacientes tiveram suas atividades
fisicas monitoradas. O NAF foi obtido a partir da equacdo proposta por Crouter et

al.?

f. Equac0Oes Preditivas
As equac0des preditivas de GET e GER foram selecionadas apos triagem em

2426 & revisdes cientifica,”'® considerando a usabilidade na pratica

artigos recentes,
clinica e indicagfes para individuos com sobrepeso e obesos. Foram consideradas
equagOes que utilizaram informacdes de peso atual, altura, idade e / ou de

composicdo corporal (MLG ou MG), estratificadas por género. As equacdes

selecionadas foram (Tabela 1):
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v Peso normal: equacdes propostas pela Food and Agriculture
Organization / World Health Organization / United Nations University
(FAO/WHO/UNU),*" equacdes de Oxford proposta por Henry,?®
equacdes indicadas por Harris e Benedict.?

v" Peso normal e sobrepeso: equacao de GER propostas pela Mifflin —
St Jeor."’

v' Peso sobrepeso / obesos: equacdo preditiva do GET propostas pelo
documento da Dietary Reference Intake (DRI) - Intitute of Medicine
(IOM),* equacdo de De Lorenzo e col,'® equacées propostas por Miiller

e col., e por Lazzer e col.?°

A partir do NAF obtido por acelerbmetro, as pacientes foram classificadas
pelo Fator Atividade proposto pela DRI-IOM,* e esta classificacdo foi usada na
equacdao para determinacédo do GET predito por esta equacao.

Os valores de NAF e o Efeito Térmico do Alimento (ETA = 10%),'* foram
usados como multiplos do GER nas equac¢fes preditas com objetivo de comparar

estes valores com o GET mensurado pela técnica da agua duplamente marcada.
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Tabela 1. Equacgfes preditivas do gasto energético.

Equacgdes Preditivas

Férmulas descritas para mulheres

DRI - IOM* GET (kcal/dia) = 448 — {(7,95 x I) + FA x [(11,4 x P) + (619 x A)]}
18-30 anos: GER (kcal/dia) = (14,7 x P) + 496
P
30-60 anos: GER (kcal/dia) = (8,7 x P) + 829
WHO?’
18-30 anos: GER (kcal/dia) = (13,3 x P) + (334 x A) + 35
PeA
30-60 anos: GER (kcal/dia) = (8,7 x P) - (25 x A) + 865
18-30 anos: GER (kcal/dia) = (13,1 x P) + 558
P
Oxford® 30-60 anos: GER (kcal/dia) = (9,74 x P) + 694
(Henry) 18-30 anos: GER (kcal/dia) = (10,4 x P) + (615 x A) — 282
PeA
30-60 anos: GER (kcal/dia) = (8,14 x P) + (502 x A) — 11,6
Harrys & Benedict® GER (kcal/dia) = 655,09 + (9,56 x P) + (1,84 X A) — (4,67 x I
Mifflin-St Jeor"’ GER (kcal/dia) = (9,99 x P) + [6,25 x (A)] — (4,92 x I) — 161
De Lorenzo™ GER (kJ/dia) = (46,322 x P) - (15,744 x A) - (16,66 x I) + 944
PeA  GER (MJ/dia) = (0,042 x P) + (3,619 x A) — 2,678
Lazzer®
cc GER (MJ/dia) = (0,067 X MLG) + (0,046 x MG) + 1,568
Pel GER (MJ/dia) = (0,05 x P) - (0,01586 x I) + (1,103 x S) + 2,924
19
Muller cc GER (MJ/dia) = (0,05685 x MLG) + (0,04022 x MG) + (0,808 x S) —
(0,01402 x I) + 2,818

DRI - IOM = Dietary Reference Intake do Institute of Medicine; WHO = World Health Organization; GET = Gasto de Energia
Total; GER = Gasto de Energia em Repouso; | = idade em anos; FA = Fator Atividade obtido pelo NAF a partir de RAF ou
acelerdbmetro; P = peso aferido em quilogramas; A = altura em metros; CC = Composi¢do corporal; MLG = massa livre de
gordura em quilogramas; MG = Massa Gorda em quilogramas; S = Sexo (Feminino = 0).

g. Cirurgia Bariatrica
As mulheres foram submetidas ao Bypass Gastrico em Y-de-Roux (BGYR),
apos tratamento clinico comportamental prévio de 6 meses para perda de 10% do
peso inicial. A cirurgia é descrita como uma laparotomia mediana supraumbelical, no

qual um reservatério gastrico de pequena curvatura (8 x 2 cm) foi confeccionado.*
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Houve uma reconstru¢ao do transito em Y de Roux com alga biliar a 40 cm do

angulo de Treitz e alca alimentar de 150 cm em posicéo pré-célica. *

h. Analise dos dados

As analises estatisticas foram conduzidas no software IBM SPSS Statistics
(Versao 21.0, Armonk, NY: IBM Corp) e MedCal (versédo 11.6.0.0) para Windows. As
variaveis apresentaram distribuicdo normal pelo teste de Kolmogorov-Smirnov.

O teste ANOVA one-way seguida do teste de Bonferroni foi realizado na
comparacdo entre o0s periodos para analise das mudancas de dados
antropometricos, composicao corporal e componentes do gasto energético. O Teste-
T pareado foi realizado para comparacdo entre os valores de GET preditos por
equacdes em relacdo ao valor mensurado.

Uma acuracia aceitavel em nivel de grupo apresentou viés (diferenca
percentual média dos valores de gasto de energia predito por equacdes em relacéo
aos mensurados por agua duplamente marcada) de até + 5%. A superestimacao
(viés maximo positivo) e subestimacado (vies maximo negativo) foram apresentadas
para cada equacdo. A avaliacdo do adequado uso da equacédo preditiva em nosso
conjunto de dados foi realizada pelo erro médio quadratico (root mean square errors
- RMSE), sendo que, quanto menor o valor em kcal /dia, mais proximo do valor
mensurado.

Uma predicdo acurada a nivel individual foi considerada quando o valor da
equacao preditiva se encontrava entre 90% e 110% do valor mensurado. Valores
menores que 90% e maiores que 110% foram considerados subestimados ou
superestimados, respectivamente. O coeficiente de correlacdo de concordancia

(CCC) foi calculado multiplicando a preciséo (Coeficiente de Correlacdo de Pearson)
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pela acuracia (desvio da linha de identidade — valor mensurado), mostrando a
precisdo e o viés das equacdes preditivas, classificando como concordancia pobre
(<0,20), fraca (0,21- 0,40), moderada (0,41 — 0,60), boa (0,61 — 0,80) e excelente

(0,81 — 1,00).%*

3. Resultados

No momento pré-cirurgia, as pacientes apresentavam 95% do peso acima do
ideal (Tabela 2). As mulheres iniciaram o tratamento cirargico para a perda ponderal
com IMC de 44,9 + 2,5 kg/m?, apresentando importante reducéo ao longo de 1 ano
apos a cirurgia bariatrica (30,0 + 3,7 kg/m?) (Tabela 2). A mudanca no peso corporal
foi de = -27% e = -33% nos periodos 6 e 12 meses pds-operatorio, respectivamente.
A gordura corporal reduziu de 52,0% para 35% no periodo avaliado. Essa perda
ponderal foi de 65% de excesso de peso o0 que levou a um aumento significativo na
proporcao de MLG em relagdo a MG (A 0,93 no pré-cirurgia para A 1,98 no periodo
de 12 meses apos o procedimento) (Tabela 2).

A média do GET foi de 2930 + 525 kcal.dia™’, seguido de uma redugéo de 20%
em relacdo ao inicial (2319 + 430 kcal.dia™) nos 6 meses apés a cirurgia e leve
aumento em relacdo a este (2538 + 336 kcal.dia™’) nos 12 meses pos-cirtirgico com
apenas -10% de redugédo do GET mensurado em relagdo ao momento pré (p<0.05).
O NAF obtido por meio de acelerébmetro ndao apresentou diferenga entre os periodos

(Tabela 2).
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Tabela 2. Antropometria, composicéo corporal e gasto energético de mulheres
obesas grau lll, antes e depois de 1 ano de cirurgia bariatrica.

Mulheres Obesas Grau Il

Informacdes ek DE)
¢ Antes 6 Meses 12 Meses
(n=20) (n=20) (n=18) P
PC (kg) 1124+7.4° 81,8+75" 75,1+8,8° <0,001
Delta PC (%)** - 27,3+ 4,0 -33,3+5,9 <0,001*
IMC (kg/m?) 449+25° 32,7+3,0° 30,0+ 3,7°¢ <0,001
Excesso de peso (%) 954+11,8° 42,3+137° 30,6 +16,4° <0,001
MG (kg) 58,5+5,7° 332+7,2° 26,1+6,4° <0,001
MG (%) 52,0+3,2° 40,3+6,0° 34,8+ 6,3° <0,001
MLG (kg) 539+4,7° 48,6 +4,7° 48,1+ 46" <0,001
Razdo MLG(kg) / MG(kg) 0,93+0,12° 1,54 £0,4° 1,98+0,6° <0,001
GETm (kcal) 2930 + 5252 2319 +430° 2538 + 336" <0,001
Delta GETm (%)*** - 21+8 -10+21 0,029*
NAF 1,65+ 0,18 1,67 £ 0,16 1,73+0,19 0,337

PC= Peso corporal; IMC = indice de massa corporal; MG = massa gorda; MLG = massa livre de gordura; GETm = Gasto de
energia total mensurado; p = ANOVA seguida do teste de Bonferroni; * T-test pareado; valor delta entre: peso corporal** e
GETm*** entre 6 meses e pré-cirurgia e entre 12 meses e pré-cirurgia.

As equacles de Harris e Benedict e da DRI-IOM foram as que apresentaram
menor viés (<5%) e melhor acuracia (65%, RMSE: 271kcal/dia; 60%, RMSE:
317kcal/dia, respectivamente) na predicdo dos valores de GET no momento pré-
cirurgia, no entanto, diminuiram ao longo do tempo (Tabela 3).

No sexto més apds a cirurgia, todas as equacdes apresentaram reducdo na
acuracia da predicdo do GET, exceto as equacdes propostas por De Lorenzo e
Muller (peso e idade) que mantiveram a porcentagem de acuracia observada no
momento pré-cirurgia (45% e 35% respectivamente). Apenas o resultado da
equacao proposta por Harris e Benedict manteve a acuracia acima de 50% na

predicdo do GET no momento de 6 meses (Tabela 3).
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As equacles que apresentaram boa acuracia na predicdo no periodo pré
(DRI-IOM e Harris e Benedict) e pos-operatério de 6 meses (Harris e Benedict)
mostraram uma diminuicdo do percentual de acuracia (39%) no momento 12 meses
apos a cirurgia (Tabela 3). As demais equacfes que apresentavam baixa acuracia
nos periodos pré e 6 meses apOs a cirurgia, exibiram um aumento na predicao,
porém se mantiveram abaixo de 45% na acuracia de predicdo (Tabela 3). Apenas a
equacao proposta por Lazzer considerando composicao corporal apresentou melhor
predicdo de acuracia (50%) neste periodo de avaliacdo pos-operatoéria (Tabela 3). A
equacao proposta por de Mifflin ndo apresentou diferenca em relagcdo ao valor
mensurado, porém seu viés foi de 9%, sendo que apenas 45% dos individuos
encontravam-se com valor de predicdo dentro dos limites aceitaveis (Tabela 3).

A figura 1 mostra a evolucdo no percentual de acuracia das equacdes. Uma
linha tracejada divisoria evidencia que as equacdes de De Lorenzo e de Muller
considerando peso e idade, indicadas para individuos com sobrepeso/obesidade,
diminuem sua acuracia de predicdo ao longo do tempo pés-cirirgico. A DRI-IOM
apos reduzir a acuracia aos seis meses de cirurgia, apresentou um aumento no
periodo 12 meses poés-operatério (Figura 1). O mesmo foi observado para a equacao
proposta por Harris e Benedict, no entanto, esta equacao é indicada para individuos
com peso normal (Figura 1). As demais equacfes propostas para individuos com
sobrepeso e obesos (Muller [composi¢éo corporal], Lazzer [composi¢cdo corporal e
peso/altura], e Mufflin) melhoram sua acuracia na predicdo ao longo da perda de
peso favorecida pela cirurgia bariatrica (Figura 1). O mesmo efeito € observado para
as equacOes propostas para individuos com peso normal (Oxford e WHO,

considerando peso com e sem altura na equagéao) (Figura 1).
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Tabela 3. Gasto energético total e equacbes preditivas pré, seis e doze meses
depois da cirurgia bariatrica.

Valores Acuracia na
5 mensurados oot vigs mg(:g]o mllzrzlrr%o RMSE cce Predicdo  Abaixo  Acima
Equg_goes Vs ositivo negativo >90% = 90% 2 110%
preditivas / Preditos P 9 < 110%
Periodos Kcalldia
0, 0, 0, i 0, 0, 0,
(média + DP) p % % % Kcal/dia p % % %
0 2930 + 525 - - - - - - - - -
GETm 6 2319 + 430 - - - - - - - -
12 2538 + 336 - - - - - - - - -
0 3020 £ 279 0,323 5 35 -24 317 0,539 60 10 30
DRI-IOM 6 2586 + 191 0,008 14 43 -32 393 0,194 25 5 70
12 2865+ 170 0,002 15 48 -17 411 0,001 39 6 55
0 3900 + 488 <0,001 25 74 2 969 0,241 5 0 95
WHO* 6 3117 + 373 <0,001 37 79 -22 882 0,087 0 5 95
12 3031 + 360 0,001 21 87 -9 549 -0,007 33 0 67
0 3737 + 468 <0,001 29 67 -1 813 0,295 5 0 95
WHO ? 6 3031 + 360 <0,001 33 73 -24 802 0,103 0 5 95
12 2965 + 351 0,002 19 83 -11 499 -0,009 39 6 55
0 3686 * 456 <0,001 28 64 -3 769 0,310 5 0 95
Oxford * 6 2991 + 350 <0,001 31 71 -25 767 0,106 0 5 95
12 2923 + 342 0,004 17 80 -12 464 -0,009 39 6 55
0 3377 £419 <0,001 17 52 -11 490 0,468 25 5 70
Oxford 2 6 2830 + 327 <0,001 24 59 -28 617 0,148 10 5 85
12 2800 * 327 0,031 12 73 -16 375 -0,017 45 11 44
0 2896 + 359 0,680 0 29 -24 271 0,665 65 20 15
H&B 6 2390 + 268 0,478 5 35 -40 277 0,257 60 5 35
12 2348 + 271 0,075 -6 44 -30 354 0,024 39 11 50
0 3279 £ 412 <0,001 13 48 -13 409 0,542 30 5 65
Mifflin 6 2753 + 313 <0,001 21 54 -30 547 0,174 15 5 80
12 2726 + 319 0,100 9 68 -18 335 0,017 45 11 44
De 0 2636 + 337 0,002 -9 17 -31 354 0,526 45 50 5
Lorenzo 6 2043 + 256 0,011 -10 19 -50 331 0,173 45 50 5
12 1966 + 243 <0,001 -21 22 -41 625 -0,002 11 83 6
0 3369 £ 421 <0,001 17 52 -11 484 0,475 30 5 65
Lazzer 2 6 2843 + 331 <0,001 25 59 -27 627 0,149 5 5 95
12 2821 + 332 0,022 13 74 -15 392 -0,017 39 11 50
0 3413 + 438 <0,001 18 54 -11 527 0,460 25 5 70
Lazzer ® 6 2786 + 344 <0,001 22 55 -30 579 0,168 15 5 80
12 2729 + 316 0,087 9 64 -18 338 0,056 50 11 39
0 2399 + 336 <0,001 -17 -9 -36 561 0,228 35 65 0
Muller 2 6 2119+ 290 0,068 -7 22 -46 354 0,174 35 45 20
12 2127 + 281 0,002 -15 28 -39 519 -0,083 22 67 11
0 3393 £ 426 <0,001 17 53 -11 508 0,469 30 5 65
Muller ® 6 2852 + 331 <0,001 25 57 -28 638 0,150 5 5 90
12 2819 + 316 0,016 13 69 -15 376 0,541 44 6 50

GETm = gasto de energia total mensurado; O = antes da cirurgia; 6 = 6 meses depois da cirurgia; 12 = 12 meses depois da
cirurgia; DRI-IOM= Dietary Reference Intake — Institute of Medicine; WHO = World Health Organization; H & B = Harrys e
Benedict; DP = desvio-padrao; Vies = porcentagem média de erro entre a equacao preditiva e o valor mensurado; Erro maximo
negativo = o maior valor de sub predi¢cdo observado com a equacéo preditiva, descrito em porcentagem do valor mensurado;
Erro maximo positivo = o maior valor de super predicdo observado com a equagao preditiva, descrito em porcentagem do valor
mensurado; Acuracia de predicdo = Porcentagem de mulheres com valores preditos de gasto energético >90% < 110% do
valor mensurado; RMSE = Root Mean Square Error - erro médio quadratico; CCC = coeficiente de correlagdo de concordancia;
Abaixo = Porcentagem de mulheres com valores preditos do gasto energético abaixo de 90% do valor mensurado; Acima =
Porcentagem de mulheres com valores preditos do gasto energético acima de 110% do valor mensurado. 1 = equagédo que
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considera apenas peso; 2 = equacao que considera peso e altura ou idade; 3 = equacao que considera a composi¢ao corporal
em massa livre de gordura e massa gorda.
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H & B = Harris e Benedict; DRI-IOM= Dietary Reference Intake — Institute of Medicine; WHO = World Health Organization; 1 =
equagdo que considera apenas peso; 2 = equacdo que considera peso e altura ou idade; 3 = equagdo que considera a
composicéo corporal em massa livre de gordura e massa gorda.

Figura 1. Porcentagem de acuracia de equacdes preditivas de gasto de energia total
em mulheres brasileiras antes, 6 e 12 meses ap0s a cirurgia bariatrica. Equacdes
que diminuem e aumentam suas previsdes ao longo do tempo de avaliagdo. A
acuracia de predicao foi considerada apropriada quando o valor preditivo estava
entre >90% e <110% do valor medido.

4. Discusséao

Este estudo € o primeiro a realizar a avalia¢do indireta e de elevada precisao
do GET mensurado com a técnica da agua duplamente marcada em pacientes
obesas submetidas a cirurgia bariatrica e comparar com os valores de equacdes
preditivas do gasto energético considerando o NAF mensurado pelo método direto
do acelerdmetro. Buscamos verificar o grau de acuracia das atuais equacdes
preditivas do gasto energético em pacientes que apresentaram substancial perda

ponderal ao longo dos primeiros 12 meses apos o0 procedimento cirdrgico.
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Nossos resultados mostraram que das 12 equacfes avaliadas, apenas duas
(DRI-IOM e Harris e Benedict) apresentaram acuracia na predicdo acima de 60%

para 0 momento pré-cirurgia, o que corrobora com outros estudos,®12>%

que
afirmam a deficiéncia de equacdes de predicdo do GER e GET que apresentem boa
acuracia quando aplicadas em individuos com obesidade grau Ill. Com uma acuracia
razoavel, nossos dados confirmam os relatos de pesquisadores quanto a eficiéncia
do uso da equacdo de Harris e Benedict, que mesmo sendo desenvolvida para

|'29

individuos com peso normal,” se mostra adequada na determinacdo do gasto

energético de individuos, independente das classes de IMC, 8242632

e inclusive para
pacientes submetidos & cirurgia bariatrica.>®

Além da equacdo de Harris e Benedict?, a segunda equacdo preditiva com
melhores resultados, foi a equacdo preditiva de indicada pela DRI-IOM.* Ao
considerarmos o NAF obtido por acelerdbmetro, esta equacdo se mostrou adequada
em 60% para esta populacdo, muito proxima a acuracia (65%) encontrada por Tozze
e col., ** os quais também destacaram a existéncia de superestimacdo nas equacoes
preditivas propostas por este documento para mulheres obesas, a qual foi
evidenciada em 30% para a nossa populacdo de estudo. Isso reforca nossa tese
inicial de que, na auséncia de uma equacdo especificamente desenvolvida para
dada populacdo, as equacbes genéricas e classicamente reconhecidas cumprem
seu papel, estimando o gasto energético dessa populacdo com moderado grau de
acuracia, no nosso caso, uma subpopulacdo obesa mérbida selecionada no sudeste
do Brasil.

A maioria das equacgOes preditivas do gasto energético apresentava uma

porcentagem de superestimacdo consideravel no momento pré-cirurgia, entao,

consideramos que a perda ponderal ocasionada pela cirurgia poderia melhorar o
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desempenho das equacdes preditivas do GET, devido a diminuicdo no erro da
predicdo causado pelo excesso de peso. Mesmo apos importante perda de peso (-
53,1% do excesso de peso) verificada no 6° més pds-operatdrio, as equacdes
avaliadas mostraram piora nos valores de acuracia. Os valores das equacfes da
DRI-IOM e Harris e Benedict ndo mantiveram a consisténcia em seus percentuais de
acuracia, sendo que apenas a equacdo de Harris e Benedict, manteve a acuracia
acima de 50% do valor de predicdo aceitavel. Nossos resultados para a equacédo de
Harris e Benedict se assemelham com os de outros autores que verificaram
diminuicdo da acuracia de predicdo do GER calculado por esta equacao (66% para
56%), mesmo apdés uma perda ponderal de apenas 10% ocasionado pelo tratamento
clinico.®® Além disso, os autores verificaram que a equacdo (Mifflin) que
proporcionou a melhor acuracia (74%) previamente ao tratamento clinico,
superestimou o GER predito em 76% dos avaliados ap6s a perda de peso.*®

Ao contrario do que esperavamos a significativa reducdo do peso corporal
nao favoreceu o0 ajuste das equacbes de predicdo do gasto energético, e as
equacdes passaram a superestimar o valor de GET, confirmando nossa tese de que
essas equacdes nao levam em consideracdo a adaptacdo metabodlica do paciente
bariatrico, o que foi confirmada por outros autores em estudo de validacdo de
equacdes preditivas ap6s 3, 6, 12 e 36 meses da realizacdo do procedimento
cirargico.>®

Ao analisarmos o valor absoluto do gasto energético total mensurado apds os
6 meses de cirurgia, verificamos uma drastica diminuicdo (-611 kcal = -20%) deste
em relacdo ao valor inicial, frequentemente observada em estudos de avaliacédo do

12,14,36

GE em pacientes submetidos a cirurgia bariatrica. A significativa perda de

peso corporal, ocasionada pela cirurgia, poderia pressupor uma adaptacao
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metabodlica neste periodo, o que seria uma explicacdo plausivel da grande
variabilidade nos resultados das equacdes preditivas, observada principalmente no
6° més pos-operatorio.

N&do podemos descartar a possibilidade de termogénese adaptativa
ocasionada além daquela induzida pela reducdo da MG e MLG, como por exemplo,

dieta, exercicio fisico, alteracdo hormonal e interacéo cirGrgica,™

0 que pode ter
afetado diretamente a validade das equacfes preditivas. Considerando a pobre
acuracia nos valores preditos das equacdes aplicadas nho momento 6 meses apos a
cirurgia, afirmamos que ndo ha semelhanca na predicdo de GET de mulheres
bariatricas em relacdo as mulheres ndo submetidas ao tratamento para perda de
peso, das quais foram derivadas as equacoes.

Na avaliacdo das acuracias de predicdo do GET calculadas para os 12 meses
apos a cirurgia verificamos uma possivel tendéncia de ajuste dos valores de
metabolismo energético predito para essas pacientes. Aquelas equacfes que
apresentaram inacuracia para a maioria das pacientes obesas grau Ill, melhoram
com a perda de peso uma vez que a taxa de perda é lenta ou estabiliza neste
periodo. Os resultados evidenciaram que 8 equacdes que apresentaram baixos
valores de acuracias das predicdes no momento pré-cirurgia, aumentaram o
percentual de predicdo para valores dentro do esperado (>90% <110%), no entanto
ainda abaixo de 50% da acuracia de predicdo, exceto para Lazzer considerando
composicdo corporal. Essa melhora no percentual da acuracia para as equacdes
descritas para individuos com peso normal (WHO, Oxford) era esperada
considerando a perda de peso, no entanto, também verificamos essa evolucdo na

acuracia das equacOes descritas para individuos com sobrepeso e obesidade

(Mifflin, Lazzer, Muller), mostrando que, além da avaliacdo do peso corporal, deve-

81



se considerar as situacdes clinicas e de tratamento pelo qual o paciente foi
submetido, para selecionar a melhor as equacdes preditivas a ser utilizada na
pratica clinica. Os valores das equacdes preditivas de Harris e Benedict e DRI-IOM
foram grosseiramente equivalentes aos valores de GET medidos aos 12 meses ap0os
a cirurgia. Considerando que a equacdo da DRI-IOM foi elaborada com base em
dados de ADM de 195 mulheres com IMC > 25 kg/m?* é surpreendente que os
valores preditos do GET tenham sido precisos na maioria das pacientes com
obesidade grau Ill e piorou aos 12 meses ap0s a cirurgia, periodo em que as
pacientes apresentavam IMC similar ao da populacéo de estudo da DRI-IOM.

A sutil melhora na acuracia das equacgdes preditivas no periodo de 12 meses
apos a cirurgia pode estar relacionada ao leve aumento do valor médio (+219 kcal)
de GET mensurado quando comparado ao valor no 6° més pés-operatorio. Este
pode ser justificado pela melhora na composicao corporal do paciente apds um ano
do procedimento.®” Nossos resultados mostraram uma evolucdo positiva na
composicao corporal por meio da estabilizacdo na perda de MLG e manutencédo da
perda de MG aos 12 meses pos-operatorio, 0 que levou a um consequente aumento
proporcional da massa livre de gordura em relacdo a massa gorda (MLG/MG = 0,93
para 1,98) duplicando o valor quando comparando o0 momento pré ao momento 12
meses poés-cirurgia.

N&o existe um consenso quanto a melhor equacao preditiva para determinar o
GER e GET em individuos com obesidade severa,” e poucos avaliaram 0 uso
dessas equacBes em pacientes submetidos & cirurgia bariatrica.®**® A maioria dos

8,9,16,25,35

estudos sugerem Mifflin para individuos obesos. No entanto, Harris e

Benedict também tem apresentado resultados razoaveis para esta populacdo.®?+2632

Algumas discordancias entre os resultados podem ser explicadas pelos fatores que
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influenciam diretamente o GE como etnia, composicdo corporal, variacdes de clima
e temperatura, condicdes hormonais, entre outras.® Sendo que as equacdes
preditivas do GE estdo mais propensas a erros nos resultados finais quando
aplicados em individuos obesos.’

Exceto as equacbes de De Lorenzo e Muller (peso e idade), as demais
equacdes superestimam o GE das pacientes ao longo dos 3 periodos, o que pode
justificar a ineficiéncia do tratamento para pacientes obesos que consideram as
recomendacdes de reducéo caldrica de 500 a 750 kcal do GET predito em pacientes
obesos,*® ou mesmo estar relacionada a recuperacdo do peso em pacientes apés
tratamento cirdrgico para a obesidade.’

E relevante ressaltarmos que as alteracdes da composicdo corporal em
nossas pacientes ndo corrigiram a inadequacdo das equacfes preditivas,
corroborando com a literatura cientifica que relata que as restricdes no consumo
alimentar e as modificacbes da composicéo corporal alteram o dispéndio energético
e pode consequentemente, afetar o ajuste das equacdes de predicdo do gasto
energético.>>* No entanto, devido a evolucdo gradativa da acuracia de predicdo das
equacdes observada a partir do 12° més pdos-operatério, mais avaliacbes quanto as
validacbes das equacdes sao necessarias em grupos de pacientes bariatricos
tardios. Mas insistimos na tese de que as equacdes com um alto grau de precisédo

séo as especificamente desenvolvidas para um determinado grupo populacional.

5. Concluséo

Em vista da ampla variacdo na acuracia das equagfes preditivas do GET
para os 3 momentos avaliados, concluimos que as equagdes propostas por Harris e

Benedict e DRI-IOM, descrevem o GET de mulheres obesas grau Ill com melhor
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acuracia. Além disso, a escolha da melhor equacéo a ser utilizada na predicdo do
GET vai depender se 0 paciente passou ou nao por tratamento para perda de peso e
em qual periodo pés-tratamento ele se insere. Porém, ainda € necessario considerar
a baixa acuracia das equacdes quando se tratando de pacientes submetidas a
cirurgia bariatrica.

Enquanto ndo ha relatos de equacfes especificas para individuos com
obesidade grau Ill e pacientes submetidos a cirurgia bariatrica, devemos considerar
0 uso das equacdes atuais que apresentaram valores razoavelmente validos para a
predicdo do GET deste grupo de individuos. Esforcos devem ser realizados no
sentido de desenvolver equacfes especificas para essa populacdo, em especial no
estagio de estabilizacdo do peso, apds 2 anos da cirurgia, visto ter sido o periodo de

maior inconsisténcia dos resultados em nosso estudo.

84



Referéncias

1. Word Health Organization (WHO). Obesity and overweight: 2014. Fact sheet
311, Updated June 2016. Disponible in <
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs311/en/> Accessed in May 2017.

2. American Society for Metabolic & Bariatric Surgery. Fact sheet: Obesity in
America. Updated November 2013. Disponible in <
https://asmbs.org/resources/obesity-in-america > Accessed in July 2017.

3. Santos, LMP, De Oliveira, |1 V, Peters LR, Conde WL. Trends in morbid
obesity and in bariatric surgeries covered by the Brazilian public health
system. Obes Surg, 2010; 20(7), 943-948.

4. Dietary Reference Intake from Institute of Medicine (DRI-IOM). Panel on
Macronutrients, Subcommittees on Upper Reference Levels of Nutrients and
Interpretation and Uses of Dietary Reference Intakes, and the Standing
Committee on the Scientific Evaluation of Dietary Reference Intakes, Food
and Nutrition Board, Institute of Medicine. Dietary reference intakes for
energy, carbohydrate, fiber, fat, fatty acids, cholesterol, protein, and amino
acids. Washington, DC: National Academies Press, 2005.

5. Angrisani L, Santonicola A, lovino P, Formisano G, Buchwald H, Scopinaro N.
Bariatric Surgery Worldwide 2013. Obes Surg 2015; 25:1822-1832. DOI
10.1007/s11695-015-1657-z

6. Buchwald H, Avidor Y, Braunwald E, Jensen MD, Pories W, Fahrbach K et al.
Bariatric Surgery: A Systematic Review and Meta-analysis. JAMA. 2004;
292:1724-1737.

7. Buchwald H. The Evolution of Metabolic/Bariatric Surgery. Obes Surg 2014,
24:1126-1135. DOI 10.1007/s11695-014-1354-3.

8. Hasson RE, Howe CA, Jones BL, Freedson PS. Accuracy of four resting
metabolic rate prediction equations: Effects of sex, body mass index, age, and
race/ethnicity. J Sci Med in Sport 2011; 14:344-351.

9. Madden AM, Mulrooney HM, Shah S. Estimation of energy expenditure using
predition equations in overweight and obese adults: a systematic review. J
Hum Nutr Diet 2016; 29: 458-476. D0i:10.1111/jhn.12355.

10.Faria SL, Faria OP, Cardeal MA, Gouvea HR, Buffington C. Diet-induced
thermogenesis, and respiratory quotient after Roux-en-Y gastric bypass. Surg
Obes Relat Dis 2012; 8:797-802.

11.Werling M, Olbers T, Fandriks L, Bueter M, Lonroth H, Stenlof K et al.
Increased postprandial energy expenditure may explain superior long term

85


http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs311/en/
https://asmbs.org/resources/obesity-in-america

weight loss after roux-en-y gastric bypass compared to vertical banded
gastroplasty. PLoS One 2013; 8: €60280.

12.Das SK, Roberts SB, McCrory MA, et al. Long-term changes in energy
expenditure and body composition after massive weight loss induced by
gastric bypass surgery. Am J Clin Nutr. 2003;78:22-30.

13.Schmidt JB, Pedersen SD, Gregersen NT, Vestergaard L, Nielsen MS, Ritz C
et al. Effects of RYGB on energy expenditure, appetite and glycemic control: a
randomized controlled clinical trial. Inter J Obes. 2016; 40: 281-290.

14. Tamboli RA, Hossain HA, Marks PA, Eckhauser AW, Rathmacher JA, Phillips
SE et al. Body composition and energy metabolism following Roux-en-Y
gastric bypass surgery. Obesity Silver Spring. 2010; 18: 1718-24.

15.Thivel D, Brakonieki K, Duche P, Béatrice M, Yves B, Laferrére B. Surgical
Weight Loss: Impact on Energy Expenditure. Obes Surg. 2013; 23; 255-266.

16.Frankenfield D, Roth-Yousey L, Compher C, FADA, For the evidence analysis
working group. Comparison of predictive equations for resting metabolic rate
in healthy nonobese and obese adults: a systematic review. J Am Diet Assoc
2005;105:775-789.

17.Mifflin MD, St Jeor ST, Hill LA, Scott BJ, Daugherty SA, Koh YO. A new
predictive equation for resting energy expenditure in healthy individuals. Am J
Clin Nutr 1990; 51, 241-247.

18.De Lorenzo A, Tagliabue A, Andreoli A, Testolin G, Comelli M, Deuremberg P.
Measured and predicted resting metabolic rate in Italian males and females
aged 18-59y. Eur J Clin Nutr 2001; 55, 208-214.

19.Muller MJ, Bosy-Westphal A, Klaus S, Kreymann G, Luhrmann PM,
Neuhauer-Berthold M et al. World Health Organization equations have
shortcomings for predicting resting energy expenditure in persons from a
modern, affluent population: generation of a new reference standard from a
retrospective analysis of a German database of resting energy expenditure.
Am J Clin Nutr 2004; 80: 1379-1390.

20.Lazzer S, Agosti F, Silvestri P, Derumeaux-Burel H, Sartorio A. Prediction of
resting energy expenditure in severely obese Italian women. J Endocrinol
Invest 2007, 30: 20-27.

21.Metropolitan Life Insurance Company. Metropolitan Height And Weight Tables
For Men And Women On Metric Basis. 1999.

22.Schoeller DA. Measurement of energy expenditure in free-living humans by
using doubly labelled water, J Nutr 1988; 118: 1278-1289.

86



23.Crouter SE, Kuffel E, Haas JD, Frongillo EA, Bassett, DR Jr. A Refined 2-
Regression Model for the ActiGraph Accelerometer. Med Sci Sports Exerc
2010;42(5):1029-1037

24.Jésus P, Achmrah N, Grigioni S, Charles J, Rimbert A, Falope V et al. Validity
of predictive equations for resting energy Expenditure according to the body
mass index in a population of 1726 patients followed in a Nutrition Unit. Clin
Nutr 2015; 34:529-525.

25.Weijs PJM. Validity of predictive equations for resting energy expenditure in
US and Dutch overweight and obese class | and Il adults aged 18-65y. Am J
Clin Nutr 2008; 88:959-970.

26.Marra M, Cioffi I, Sammarco R, Montagnese C, Naccarato M, Amato V,
Contaldo F et al. Prediction and evaluation of resting energy Expenditure in a
large group of obese outpatients. Inter J Obes 2017;41: 697-705.

27.World Health Organization (WHO). Energy and Protein Requirements. Report
of a Joint FAO/WHO/UNU Expert Consultation. World Health Organ Tech Rep
Ser 1985,724;1-206. Disponible in:
<http://www.fao.org/docrep/003/AAO40E/AAOQ40EQ0.htm> (accessed May,
2017).

28.Henry CJK. Basal metabolic rate studies in humans: measurement and
development of new equations. Public Health Nutr 2005; 8, 1133-1152.

29.Harris JA, Benedict TG. A biometric study of human basal metabolism. Proc
Natl Acad Sci USA 1918; 4:370-313.

30.American Society for Metabolic and Bariatric Surgery (ASMBS). Bariatric
Surgery Procedures. Disponible in: https://asmbs.org/patients/bariatric-
surgery-procedures. Accessed in: June 09, 2017.

31.Altman DG. Practical Statistics for Medical Research. London: Chapman and
Hall, 1991. Print

32.Poli VFS, Sanches RB, Moraes AS, Fidalgo JPN, Nascimento MA, Andrade-
Silva SG et al. Resting energy Expenditure in obese women: comparison
between measured and estimated values. Br J Nutr 2016; 116:1306-1313.

33.Ramirez-Marrero FA, Edens KL, Joyner MJ, Curry TB. Predicted vs actual
resting energy Expenditure and activity coefficients: Post-Gastric Bypass,
Lean and Obese women. Obes Control Ther.2014; 1(2):1-7.

34.Tooze Ja, Schoeller DA, Subar AF, Kipnis V, Schatzkin A, Troiano RP. Total

daily energy expenditure among middle-aged men and women: the OPEN
Study. Am J Clin Nutr 2007; 86: 382-387.

87


http://www.fao.org/docrep/003/AA040E/AA040E00.htm

35.Ruiz JR, Ortega FB, Rodriguez G, Alkorta P, Labayen l.Validity of resting
energy Expenditure predictive equations before and after energy-restricted
diet intervention in obese women. PloS One. 2011; 6(9): e23759. Doi
10.1371/journal.pone.0023759.

36.Van Gemert WG, Westerterp KR, Greve JW, Soeters PB. Reduction of
sleeping metabolic rate after vertical banded gastroplasty. Int J Obes Relat
Metab Disord. 1998; 22(4): 343-8.

37.Vatier C, Henegar C, Ciangura C, Poitou-Bernert C, Basdevant A, Oppert JM.
Dynamic relations between sedentary behavior, physical activity, and body
composition after bariatric surgery. Obes Surg. 2012; 22: 1251-6.

38.Jensen MD, Ryan DH, Apovian CM, Ard JD, Comuzzie AG, Donato KA, Hu
FB, Hubbard VS, Jakicic JM, Kushner RF, Loria CM, Millen BE, Nonas CA, Pi-
Sunyer FX, Stevens J, Stevens VJ, Wadden TA, Wolfe BM, Yanovski SZ.
2013 AHA/ACC/TOS guideline for the management of overweight and obesity
in adults: a report of the American College of Cardiology/ American Heart
Association Task Force on Practice Guidelines and The Obesity Society.
Circulation. 2014; 129 (suppl 2): S102-S138.

88



2.Consideracoes Finais

89



2. Considerac0des Finais

O proposito principal deste estudo foi verificar a influéncia da cirurgia
bariatrica no metabolismo energético, composi¢cdo corporal e consumo energético
aos 6 e 12 meses apos BGYR, bem como na acuracia das equacgfes preditivas do
gasto energético de pacientes obesas e apds serem submetidas a cirurgia bariatrica.
Os dados coletados nesta pesquisa nos permitiram atingir 0s objetivos
propostos, mostrando que o GET pode estar relacionada ao insucesso da perda
ponderal devido a adaptacdo metabodlica verificada no pds-operatorio
recente, porém, aos 12 meses com a estabilizacdo da perda de MLG e manutencéo
da perda de MG, esse efeito € atenuado. Adicionalmente, verificamos que as
equacles preditivas do gasto energético, frequentemente utilizadas na pratica

clinica, podem estar sendo influenciadas pela adaptacdo metabdlica pos-cirurgia.

Assim, considerando que o numero de participantes foi uma limitacdo do
estudo, e direcionando para perspectivas de novas pesquisas, verificamos a
importancia da realizacdo de estudos epidemiologicos que permitam avaliacdes do
gasto energético e da composi¢do corporal, bem como sua inter-relacdo com a
perda ponderal do paciente bariatrico. Concomitantemente, recomendamos a
realizacdo de estudos com grupos de pessoas com obesidade grave e bariatricas
que permitam a determinacdo de equacles preditivas de gasto energético,
especificas para essa populacdo, a qual é crescente e demanda cuidados

especificos.
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APENDICES

APENDICE A — Casuistica e Método

Este projeto fez parte de um estudo maior denominado "Avaliagdo da
influéncia de fatores metabdlicos e genéticos sobre a homeostase energética na
cirurgia bariatrica” que recebeu parecer favoravel do Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Medicina da UNESP de Botucatu, sob o protocolo n. 306.538
(ANEXO I) e auxilios a pesquisa pelas agéncias de fomento “Fundagdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sao Paulo — FAPESP” sob n° de processo: 2011/18243-1,
2013/04420-4, 2013/03998-2 e 2016/02306-8 e “Coordenacao de Aperfeicoamento

de Pessoal de Nivel Superior - CAPES”.

1. Casuistica

Para a estimativa da amostra (n=14) foi considerado o erro do tipo 1 de 5% (a
0,05), grau de confianca de 95% e nivel de precisdo (poder do teste) de 90%, para
teste t pareado (1) (AYRES et al., 2003), tomando como referéncia os resultados
para calorimetria indireta (2) (FOGACA, 2009), porém, considerando uma margem
de seguranca, foram convidadas 22 mulheres que aguardavam na fila de espera
para a cirurgia bariatrica. A selecdo das participantes ocorreu de acordo 0s

seguintes critérios:

> Critérios de inclusao
v Ser do sexo feminino

v' ldade entre 20 e 45 anos, em menacme.
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v" IMC > 40 kg/m? e < 50kg/m?.

v' Aguardando na fila de espera para a realizacdo do procedimento cirirgico.

v' Nao apresentar doencas que causem alteracdes no metabolismo energético
(diabetes mellitus, hipotireoidismo, infeccao por HIV, neoplasias, cardiopatias,
nefropatias e hepatopatias).

v' Nao apresentar doencas que causem edema (insuficiéncia venosa, gravidez,
trombose, sepse, linfedemas).

v/ Nao consumir medicamentos que causem alteragbes metabdlicas e
absortivas: diuréticos, anfetaminas, hormonios tireoidianos, topiramato,

orlistat, corticosteroides, etc.

» Critérios de exclusado
v Foram excluidas as mulheres que ndo completaram todas as etapas do
estudo e aquelas cuja analise isotopica do material biolégico coletado nao

apresentou valores adequados apos repeticdes das andlises.

2. Desenho do Estudo

O estudo compreendeu um ensaio clinico autocontrolado, realizado em
atividades em grupos nos momentos pré-cirurgia e ap6s a realizacdo do
procedimento cirdrgico. O acompanhamento clinico teve duracdo de 24 meses
sendo realizadas as avaliagbes das variaveis do estudo nos momentos pre-
operatorio e apos seis e doze meses da cirurgia (Figura 1).

Apoés convite a pesquisa e assinatura do termo de consentimento livre e

BN

esclarecido (TCLE - ANEXO II), as pacientes retornaram a clinica para suporte
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meédico e aconselhamento nutricional, de acordo com o protocolo de atendimento do
programa de cuidado multidisciplinar de cirurgia bariatrica da Clinica Bariatrica de
Piracicaba / SP (3) (NOVAIS et al., 2014). Aproximadamente 30 dias anteriores a
realizacdo da cirurgia bariatrica, as pacientes participaram do primeiro dia de coleta
de dados que englobou a coleta de urina, a oferta da dose de ADM, a coleta das
informacBes antropométricas, orientacbes para o0 preenchimento correto dos
registros alimentares de 24 horas (Rg24h) e uso adequado do acelerémetro. Apos
15 dias do primeiro encontro para coleta de dados, as pacientes retornaram a clinica
e, amostras de urina coletadas pelas pacientes durante 14 dias foram armazenadas
para posteriores analises. Os Rg24h foram recolhidos e conferidos junto as
pacientes, bem como o uso do acelerdbmetro. Aos 6 e 12 meses pds-operatorios,

esses procedimentos foram repetidos (Figura 1).

Pré-cirurgia Pos-cirurgia (6 e 12 meses)
f 1" Encontro [ 5e 11 meses apo6s a cirurgia
*Convite a Pesquisa . P . J
A . *Recordacdo (Data, Horario, preparo para
| *Assinatura do termo de consentimento ] 0s procedimentos do 1° encontro)
livre e esclarecido . ~ . . -
. n . . * QOrientagdes verbais e escritas especificas
* OrientagGes verbais e escritas para o r riod
para o periodo.
\sequndo _encontro \
( 2° Encontro ) ( 1° Encontro )
*Coleta de urina *Coleta de urina
*Dose de agua duplamente marcada. *Dose de agua duplamente marcada.
|| *Coleta das informagGes Gerais |_| *Coleta das informagGes Gerais
*Coleta das informagdes antropométricas *Coleta das informacdes antropométricas
*Orientagdes para  preenchimento  do *Qrientacdes para preenchimento do
registro alimentar de 24 horas. registro alimentar de 24 horas.
* A A
\* Uso de acelerometro ) \* Uso de acelerdometro )
4 . , N\ ( N
3° Encontro (15 dias ap6s 2° encontro) 2° Encontro
* Recolhimento das amostras de urina * Recolhimento das amostras de urina
L] coletadas pelas pacientes. L] coletadas pelas pacientes.
* Recolhimento e conferéncia do Rg24h. * Recolhimento e conferéncia do Rg24.
L* retirada do acelerdmetro. ) L* retirada do acelerdmetro )

Figura 1 - Desenho experimental dos procedimentos metodoldgicos desenvolvidos
nas fases pré e pos-cirurgia.
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3. Procedimentos Metodolégicos

3.1 Recrutamento

O recrutamento das participantes se iniciou em maio de 2013 no ambulatério
multidisciplinar de Cirurgia Bariatrica da Faculdade de Medicina de Botucatu —
UNESP. Neste local deparou-se com a dificuldade em selecionar as pacientes com
0s critérios de inclusdo estabelecidos para a pesquisa, em numero suficiente e
tempo habil para a execucdo do projeto. Portanto, apos reunido com o grupo de
pesquisa, decidiu-se por mudar o local de recrutamento e acompanhamento das
participantes para a Clinica Bariatrica de Piracicaba/SP, centro de referéncia em
cirurgia bariatrica, instituicdo que j& vinha sendo parceira em outros trabalhos da
nossa equipe e que realiza um volume bem maior de cirurgias, com boa estrutura
para realizacdo de pesquisas.

Em Agosto de 2013 iniciou-se a triagem a partir de dados de sistema da
clinica Bariatrica de Piracicaba/SP. Realizou-se uma selecdo prévia a partir das
informacdes de indice de Massa Corporal (40 a 50 kg/m?), idade (18 a 45 anos) e
cidade de moradia, sendo selecionadas 45 pacientes com residéncia na cidade de
Piracicaba ou cidades vizinhas que compreendem a Diretoria Regional de Saude X.
Estas mulheres foram contatadas via telefone para uma reunido no dia 04 de
novembro de 2013, na qual foi apresentada a proposta do projeto de pesquisa e
também, como parte da rotina da clinica, entregue os pedidos de exames
complementares para obtencdo de informagdOes relacionadas aos critérios de

inclusdo, cujos resultados definiiam o processo de selecdo das candidatas. As
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pacientes também receberam as datas de retorno individual no qual trouxeram os
resultados dos exames complementares para avaliacdo nos periodos entre janeiro e
fevereiro de 2014. Foram selecionadas 22 mulheres que cumpriam com oS
requisitos dos critérios de inclusédo para a pesquisa.

As pacientes selecionadas foram divididas 2 grupos que favoreceram as
orientacbes e a aproximacao entre profissionais e pacientes, estas receberam as
datas para as atividades preparatorias para a cirurgia bariatrica, as quais foram

desenvolvidas de acordo com a Portaria n® 425, de 24 de marco de 2013.

3.2 Acompanhamento nutricional pré e pos-operatério

Foram realizados encontros de orientacdo a saude com a fisioterapeuta, a
psicOloga, a enfermeira e com a nutricionista. O primeiro encontro realizado
englobou uma recordacao das explicacdes sobre o projeto de pesquisa com 0 grupo
ja selecionado, realizacdo da leitura do TCLE (ANEXO Il) e a assinatura do mesmo.
As atividades de orientacdes nutricionais realizadas ao longo do periodo de
tratamento pré-operatorio englobaram: orientacdes qualitativas baseada no Guia
Alimentar para a Populacéo Brasileira do Ministério da Saude (4) (MINISTERIO DA
SAUDE, 2008), OrientacBes quantitativas com entrega de planos alimentares
calculados de acordo com as necessidades energéticas para grupo de individuos
obesos (3) (NOVAIS et al.,, 2014), orientagcBes sobre: nutrientes e deficiéncias
nutricionais no pos-operatorio; produtos diet e light, suplementos alimentares
necessarios ao paciente bariatrico, retornos de rotina para avaliacdo das
dificuldades de seguimento das orientagbes nutricionais e perda ponderal e

orientacdes sobre a dieta liquida a qual as pacientes realizam 3 dias antes a 20 dias
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apos a cirurgia. Atividades estas previstas no protocolo de atendimento nutricional
de rotina da Clinica Bariatrica de Piracicaba (3) (NOVAIS et al., 2014), mantendo a
consisténcia do tratamento e das informacdes entre 0s grupos de pesquisa e
tratamento convencional.

Encontros complementares foram realizados com o objetivo de treinar as
pacientes para um preenchimento adequado dos registros de consumo alimentar e
de atividade fisica, sendo estes preenchidos ao longo dos dias e corrigidos com a
nutricionista no momento da entrega, a qual retomou as explicagcbes quando
verificadas davidas e dificuldades de preenchimento adequado. Os dados de registro
de atividade fisica ndo serdo objeto dos resultados aqui apresentados.

No periodo que decorreu o pos-operatério (0 a 5 meses de cirurgia) foram
realizadas orientacGes nutricionais de acordo com o protocolo da Clinica Bariatrica
de Piracicaba (3) (NOVAIS et al., 2014). As pacientes retornaram a clinica com 15
dias de cirurgia para receber as orientacbes de evolucdo da dieta liquida para a
dieta pastosa e posteriormente para a evolucdo a dieta geral.

Com 3 e 4 meses de cirurgia houve um novo encontro das participantes da
pesquisa com a nutricionista no qual foi realizada orientacdes nutricionais sobre
evolucédo dietética pés-operatodria, qualidade nutricional, evolucdo da perda ponderal,
readequacdo do consumo de alimento devido aversdes alimentares e dificuldades
de ingestéo e ocorréncia de dumping.

Com 5 e 11 meses de cirurgia, atividades de orientacdo nutricional foram
realizadas com o0s grupos da pesquisa com temas sobre evolucdo dietética,
qualidade nutricional, evolu¢cdo da perda ponderal, readequagdo do consumo de
alimento devido aversdes e dificuldades de ingestdo. Também foram avaliados os

parametros bioquimicos com o objetivo de readequacao da possivel desnutricdo de
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micronutrientes. Neste periodo as participantes foram relembradas da coleta de
dados que aconteceria no 6° e 12° més pos-cirurgia.

Durante as atividades de coletas de dados, que ocorreram apés as pacientes
completarem 6 e 12 meses de cirurgia, também foram discutidas questdes de
alimentacéo saudavel, necessidade de realizar exercicios fisicos para potencializar a
perda ponderal e verificacdo de exames bioquimicos que nao foram apresentados

no 5° e 11° més pos-operatorio.

3.3 Identificacdo das participantes

As participantes da pesquisa responderam um questionario com informacdes
pessoais que contemplavam: nome, endereco, telefone, data de nascimento, idade,
cor da pele (5) (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2008)

e grau de escolaridade.

3.4 Antropometria

Foram aferidas medidas de peso atual e altura pelo mesmo pesquisador
mesma balanca e estadidmetro. O peso foi aferido em bioimpedéancia elétrica da
marca InBody 230® com capacidade méxima de 150 Kg. Para essa mensuragao, a
paciente foi orientada a ficar em pé, descalca e com 0 minimo de roupas possivel,
permanecendo ereta, com 0S pés juntos no centro da plataforma, bracos ao longo do
corpo, para evitar possiveis alteracdes na leitura das medidas (6) (GIBSON, 1993).
A altura foi determinada utilizando-se o estadiémetro vertical da marca SECA® com

escala de 1,0 mm. A paciente foi colocada na posi¢ao ortostatica, cabeca orientada
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no plano de Frankfurt, descalca e, na medida do possivel, mantendo os calcanhares,
cinturas pélvica e escapular, e regido occipital em contato com o aparelho (GIBSON,
1993). IMC de cada paciente foi determinado pelo peso corporal (quilos), dividido
pela altura (metros), ao quadrado. O peso ideal de cada participante foi calculado a
partir da média do peso ideal descrito na coluna medial da tabela da (7) Metropolitan
Life Foundation (1983), de acordo com a altura de cada paciente.

O de Peso em Excesso Perdido (%PEP) foi obtido por meio da equacgao 1,

proposta por (8) Dietel, Gawdat e Melissas (2007).

PEP(%) — (Pesopré—cirurgia_Pesoatual) x 100 (1)

Pesoprs—cirurgia—PesOideal

Onde:

PEP (%)= Perda de Excesso de Peso, em porcentagem.

Pesoy,,¢—cirurgia = PESO pré-cirurgia, em quilo.

Pesoq,q= Peso atual, de acordo com 0 momento pés-cirurgia, em quilo.

Peso;4.4 = Peso ideal de acordo com a tabela da (7) Metropolitan Life Foundation

(1983).
3.5 Cirurgia
O procedimento cirargico realizado nas pacientes foi o bypass Gastrico em Y-

de-Roux (BGYR) e pode ser descrito como: Laparotomia mediana supraumbelical,

no qual um reservatério gastrico de pequena curvatura é confeccionado com
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dimensbes de 8 x 2 cm (8) (AMERICAN SOCIETY FOR METABOLIC AND
BARIATRIC SURGERY, 2017). Neste procedimento ha uma reconstrucdo do
transito em Y de Roux com alca biliar a 40 cm do angulo de Treitz e alca alimentar
de 150 cm em posicéo pré-colica (8) (AMERICAN SOCIETY FOR METABOLIC AND
BARIATRIC SURGERY, 2017). A colocacdo do anel de contencédo (silastic) foi

determinada de acordo com o critério da paciente.

3.6 Consumo Alimentar

Os Registo de 24 horas (Rg24h) foram obtidos em trés dias ndo consecutivos,
sendo dois durante a semana e um de final de semana, para cada periodo de coleta
de dados, os quais foram apresentados na tabela 8 do Apéndice D. Foi solicitado
gue as pacientes descrevessem 0 consumo de alimentos, bebidas e suplementos
alimentares (proteinas e micronutrientes) consumidos no dia, bem como os tipos e
quantidades das preparacbes. As quantidades dos alimentos consumidos foram
anotadas em medidas caseiras. Posteriormente foram transformadas em gramas de
alimento, com o auxilio da tabela de avaliacdo do consumo alimentar em medidas
caseiras (10,11) (PINHEIRO et al. 2005; INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA
E ESTATISTICA, 2011a). As informacbes dos Rg24h foram tabuladas em planilha
do Excel® e os dados quantitativos dos nutrientes consumidos foram obtidos a partir
de céalculos baseados nas informacdes referentes ao consumo em 100 g de alimento
da tabela de consumo alimentar da populacdo brasileira (12) (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2011b) ou referentes as tabelas

nutricionais dos suplementos alimentares, quando mencionados nos registros. Os
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valores de energia consumida e nutrientes foram entdo corrigidos pela variacdo do

consumo intra- e interindividual por meio da estatistica ANOVA fator unico.

3.7 Nivel de Atividade Fisica

O NAF foi obtido de forma direta por meio do uso do acelerbmetro triaxial
Actigraph (GT3X, Pensacola, FL), calibrado individualmente para cada participante
utilizando o software ActiLife 6. O equipamento (~27g; 3,8 x 3,7 x 1,8 cm) foi
posicionado na cintura (quadrante direito) utilizando uma cinta elastica. As mulheres
foram instruidas a realizar as atividades fisicas rotineiras utilizando o equipamento
por duas semanas, periodo em que ficaram realizando as coletas de urina marcada,
e remover apenas durante o banho. O NAF foi obtido a partir da equacéo proposta
por (13) Crouter e colaboradores (2010), o qual apresentou melhor nivel de acuracia

(60%) quando comparada aos valores de NAF reais (p>0.05) das nossas pacientes.

3.8 Gasto energético total e composicao corporal

a. Dose de ADM

A dose de ADM foi calculada para cada periodo do estudo considerando que
a média de 50% do peso total das participantes era composta por agua corporal,
dados confirmados por meio de bioimpedancia elétrica. A dose administrada via oral
foi de 2g por quilo de agua corporal total de oxigénio-18 enriquecido a 10,8 atomos%
e de 0,129 por quilo de agua corporal total de deutério enriquecido a 99,8 atomos %.
Uma aliquota de 2mL da dose foi separada em criotubo fechado e selado com

parafiim para a andlise e utilizacdo nas equacdes (14) (FERRIOLLI, 2006). As
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pacientes foram orientadas a manter-se em jejum por 12 horas podendo tomar agua
durante este periodo. A dose de ADM foi ingerida com a ajuda de um canudo para
evitar perdas. Posteriormente, para garantir a completa ingestdo da dose, 50mL de

agua potavel foi administrada duas vezes no recipiente da dose.

b. Preparo e Andlise das amostras de urina

Foram coletadas amostras de urina basal (pré-dose) e dia a dia por 14 dias.
As pacientes foram orientadas a descartar a primeira urina do dia e coletar as
amostras sempre no mesmo horario, anotando-o em cada frasco coletor. As
amostras foram mantidas sob refrigeracdo até a entrega de todo material biolégico.
Apos serem recolhidas, as amostras de urina foram pipetadas em criotubos de
4,5mL os quais foram selados com parafilm e armazenados em geladeira.

As amostras foram analisadas em triplicata no Laboratério de Espectrometria
de Massa da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — FMRP — USP em
Espectrdmetros de Massa de Razao Isotépica, modelos Hydra 20-20 and Hydra 20-
22, Europe Scientific — Cheshire/lUK. Valores discrepantes de cada is6topo

mensurado foram excluidos e a amostra reanalisada quando necessario.

c. Equacoes

Para a determinacdo GET e da composicédo corporal em MLG e MG, foram
desenvolvidas as equagOes para cada participante do estudo de acordo com
protocolo proposto pela Agencia Internacional de Energia Atbmica (15)

(INTERNATIONAL ATOMIC ENERGY AGENCY, 2009).

a. Calculo do espaco de diluicdo dos isotopos (equacao 2)
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N, = [(W x 2) x (%)] + 1000 )
Onde:

Nx = Espaco de diluicdo do is6topo analisado, em Kag.

W = quantidade de 4gua TAP usada para preparo da dose diluida.

A = dose de agua duplamente marcada ofertada a participante.

a = quantidade da dose usada para a “dose diluida”

ADD = enriguecimento isotopico em excesso, mensurado na dose diluida, em partes

por milhdo (ppm).

ABW = antilog do intercepto Y do gréfico de Logarito Neperiano (Ln) do

enriguecimento isotdpico em excesso da agua corporal versus o tempo.

b. Calculo da 4gua corporal

A ACT foi calculada a partir do espaco de diluicdo (Ny) dividido pelo fator de

troca dos is6topos com o meio ndo aquoso, sendo este fator de 1,007 para *20 e de

1,041 para H

ACT a partir do espaco de diluicdo do oxigénio-18 (equacao 3):

No

AlTyp = 1,007

©)

Onde:
ACT, = 4gua corporal total para espaco de diluicdo do oxigénio.
N, = espaco de diluicdo do oxigénio.

ACT a partir do espaco de diluicdo do deutério (equacéo 4):



Np

ACTp = Toal 4)

Onde:
ACTy = agua corporal total para espaco de diluicdo do deutério.

Np = espaco de diluicdo do deutério.

Média da 4gua corporal total (equacéo 5):

ACTp+ ACT
ACTeq = =22 ()
Onde:
ACT,,.q = Média da agua corporal total.

ACT, = agua corporal total para espaco de diluicdo do deutério.

ACT, = &gua corporal total para espaco de diluicdo do oxigénio.

c. Célculo da composicéo corporal
A quantidade de MLG (equacéo 6) foi determinada por meio da constante de
hidratacdo dos mamiferos (73,2%) e a MG (equacgdo 7) por meio da subtracdo da

MLG do valor do peso atual:

MLG = ACTke) (6)
0,732

Onde:
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MLG = Massa Livre de Gordura, em quilo.

ACT = agua corporal total (média).

MG = PA — MLG @)

Onde:
MG = Massa Gorda, em quilo.
PA = Peso Atual, em quilo.

MLG = Massa Livre de Gordura, em quilo.

d. Calculo da producéao do CO, e GET
Para o célculo do GET, a média de ACT (equacdo 8) foi convertida de

quilogramas para mol, e usada nha equacao da Taxa de Produc¢éo de COy:

ACTmeq(kg)x1000

ACTypeq(mol) = =252 (8)

Onde:
ACT = agua corporal total, em quilo.

18,0153 = constante do peso molecular da 4gua.

As taxas de eliminacdo dos is6topos (Kp e Kp) sdo a inclinacdo da reta do

logaritmo neperiano (In) do enriquecimento da agua corporal em funcéo do tempo,

desde o consumo da dose.
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Taxa de Producéo de CO, (equacéo 9):

rC0, (mol.d™1) = 0,455 x ACT (mol) x [(1,007 x —K,) — (1,041 x —Kp)] (9)

Onde:

rCO,: Taxa de producédo de CO? (mol/dia).

0,455 = Constante dos fatores de fracionamento (f1;f2;f3) dos isétopos no vapor
d’agua e no CO..

ACT = Quantidade de 4gua corporal total obtida pela equacéo do espaco de diluicao
(mol).

1,007 = Correcéo do espaco de diluicéo do *?0.

K, - Constante de troca do oxigénio-18.

1,041 = Correcéo do espaco de diluicéo do H.

K - Constante de troca do Deutério.

A producdo do rCO, (equacdo 10) em mol.d™ foi transformada em géas (L.d™)

por meio da constante 22,414.

7C0, (L.d™Y) =rC0, (mol.d™1) x 22,414 (10)

Onde:

rC0, = Taxa de producéo de CO,, em litros e mol por dia.

22,414 = constante para transformacéo.
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Determinacdo do GET

O valor do GET foi obtido por meio da equacéo 11, de Weir modificada:
GET (Kcal.d™) = rCO,(L.d~1) x (1,10 + %) (11)

Onde:
GET = Gasto Energético Total (kcal/dia).
1rC0,(L.d™1) = Taxa de producdo de CO, (litro/dia).

R = Coeficiente Respiratoério, utilizado o valor de 0,86.
3.9 Equacdes Preditivas do Gasto Energético

As equagOes preditivas de GET e GER foram selecionadas de acordo com
usabilidade e indicacdes para mulheres com sobrepeso e obesos, considerando as
informagdes de peso atual e altura, idade e / ou de composi¢ao corporal (MLG ou
MG), estratificadas por género. As equacgdes selecionadas foram (Tabela 2):

v' Peso normal: equacOes propostas pela Food and Agriculture
Organization / World Health Organization / United Nations University
(16) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1985), equacdes de Oxford
proposta por (17) Henry (2005), equagOes indicadas por (18) Harris e
Benedict (1918).

v Peso normal e sobrepeso: equacdo de GER propostas pela (19)

Mifflin — St Jeor, et al (1990).
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v' Peso sobrepeso / obesos: equacdo preditiva do GET propostas pelo
documento da DRI - IOM (20) (INSTITUTE OF MEDICINE, 2005),
equacao de (21) De Lorenzo et al., (2001), equacbes propostas por

(22) Lazzer e colaboradores (2007), e por (23) Muller et al., (2004).

Para efeito de comparacdo com o gasto energético total, aferido por ADM, os
valores de NAF obtido por meio de acelerébmetro e o efeito térmico do alimento (ETA
= 10%) foram usados como multiplos do GER nas equacdes preditas (20)
(INSTITUTE OF MEDICINE, 2005).

Diferente das demais, a equacdao da DRI (20) (INTITUTE OF MEDICINE
2005) foi elaborada para a predicdo do GET, o qual considera faixas de NAF que
classificam o individuo pelo Fator Atividade (sedentario a muito ativo).

As unidades de energia de Megajoule (1 MJ = 238.85 kcal) ou Quilojoule (1 kJ

=0.23885 kcal) foram convertidas em quilocaloria (kcal).
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Tabela 1 - Equacgbes preditivas do gasto de energia.

Equacdes Preditivas

Foérmulas descritas para mulheres

DRI — IOM GET (kcal/dia) = 448 — {(7,95 x I) + FA x [(11,4 x P) + (619 x A)]}
5 18-30 anos: GER (kcal/dia) = (14,7 x P) + 496
30-60 anos: GER (kcal/dia) = (8,7 x P) + 829
WHO
beA 18-30 anos: GER (kcal/dia) = (13,3 x P) + (334 x A) + 35
e
30-60 anos: GER (kcal/dia) = (8,7 x P) - (25 x A) + 865
5 18-30 anos: GER (kcal/dia) = (13,1 x P) + 558
Oxford 30-60 anos: GER (kcal/dia) = (9,74 x P) + 694
(Henry) 18-30 anos: GER (kcal/dia) = (10,4 x P) + (615 x A) — 282
PeA
30-60 anos: GER (kcal/dia) = (8,14 x P) + (502 x A) — 11,6
Harrys & Benedict GER (kcal/dia) = 655,09 + (9,56 x P) + (1,84 x A) — (4,67 x I)
Mifflin-St Jeor GER (kcal/dia) = (9,99 x P) + [6,25 x (A)] — (4,92 x I) — 161
De Lorenzo GER (kJ/dia) = (46,322 x P) - (15,744 x A) - (16,66 x I) + 944
PeA  GER (MJ/dia) = (0,042 x P) + (3,619 x A) — 2,678
Lazzer
CcC GER (MJ/dia) = (0,067 x MLG) + (0,046 x MG) + 1,568
Pel GER (MJ/dia) = (0,05 x P) - (0,01586 x I) + (1,103 x S) + 2,924
Muller cc GER (MJ/dia) = (0,05685 x MLG) + (0,04022 x MG) + (0,808 x S) —
(0,01402 x ) + 2,818

DRI - IOM = Dietary Reference Intake do Institute of Medicine; WHO = World Health Organization; GET = Gasto de Energia Total; GER
= Gasto de Energia em Repouso; | = idade em anos; FA = Fator Atividade obtido pelo NAF a partir de RAF ou acelerémetro; P = peso
aferido em quilogramas; A = altura em metros; CC = Composig&o corporal; MLG = massa livre de gordura em quilogramas; MG = Massa
Gorda em quilogramas; S = Sexo (Feminino = 0).
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APENDICE B - Padronizac&o da técnica da 4gua duplamente marcada

A parceria entre o Grupo de Estudo em Cirurgia Bariatrica e Metabolismo da
Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB), coordenado pela profa. Dra. Maria Rita
Marques de Oliveira, e o Centro de Is6topo Estaveis (CIE) do Instituto de Biociéncias
de Botucatu (IBB), supervisionado, em 2011, pelo prof. Dr. Carlos Ducatti, foi
iniciado com o objetivo de implementar a técnica da agua duplamente marcada para
avaliacdo do gasto energético total e composi¢cdo corporal em futuras pesquisas
metabdlicas. Para isto, a aluna Michele Novaes Ravelli, na época mestranda em
alimentos e nutricdo pela Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara —
UNESP conduziu o experimento de padroniza¢do da técnica da dgua duplamente
marcada no CIE-IBB/JUNESP, o qual recebeu parecer favoravel para auxilio da
FAPESP sob n° processo: 2011/18243-1.

A atividade foi desenvolvida em duas etapas. Na primeira etapa foram
realizados os célculos de balanco de massa isotopico que estariam presentes nas
amostras de agua marcada com diferentes concentracées com ajuda do prof. José
Albertino Bendassoli do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA) — USP. A
segunda etapa compreendeu as analises isotopicas de amostras de agua com
diferentes concentracdes de enriquecimento (25%, 50%, 75%, 100%) nos
laboratérios de Espectrometria de Massa da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto — USP, sob supervisdo do prof. Dr. Eduardo Ferriolli e Profa. Dra. Karina
Pfrimer, no Laboratério de Ecologia Isotépica do Centro de Energia Nuclear na
Agricultura — CENA-USP, sob supervisao do prof. Dr. Marcelo Zacharias Moreira e
no Centro de Isotopos Estaveis Ambientais do Instituto de Biociéncias de Botucatu —

UNESP, sob supervisédo do prof. Dr. Carlos Ducatti.

121



Técnica da “pirdlise” para mensuracgao do enriquecimento isotépico da agua

marcada com deutério e oxigénio-18 em relagao as técnicas “hydra” e “laser”

Resumo

A aplicacdo dos isGtopos estaveis em ciéncias nutricionais vem se destacando
no meio cientifico em pesquisas relacionadas a composi¢cdo corporal, ao gasto
energeético total, ao turnover proteico e a biodisponibilidade de nutrientes. A técnica
da agua duplamente marcada com deutério e oxigénio-18 possibilitou a descoberta
do equilibrio isotopico do oxigénio presente no diéxido de carbono expirado com o
oxigénio presente na agua corporal, tornando-se o padrédo ouro na determinacdo do
gasto energético total quando avaliado simultaneamente ao deutério.

A evolucdo nas pesquisas com agua duplamente marcada e sua difusdo nos
centros de estudo ocorreu paralelamente ao desenvolvimento de varios métodos
analiticos de composicao isotdpica em agua e em outras amostras aquosas. Isso foi
possivel devido a modernizacdo dos aparelhos de analise, dentre estes, dos
espectrometros de massa de razao isotdpica (Isotope Ratio Mass Spectrometers -
IRMS) que realizam a mensuracdo da razao isotépica da amostra e dos aparelhos
de espectroscopia de infravermelho de razdo isotépica (Isotope Ratio Infrared
Espectroscopy — IRIS), que registra as caracteristicas espectrais do is6topo de
interesse.

Para a mensuracdo do enriquecimento da agua e obtencdo dos valores
relativos do deutério (5°H) e do oxigénio-18 (5'%0), em IRMS, é necessério fazer
uma conversao do liquido para gas hidrogénio (H;) e gas carbbnico (CO,),
respectivamente. IniUmeros metodos de conversdo, dinamicos e estaticos estao

descritos na literatura, sendo que o método estatico de equilibrio da agua com o gas
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H, e com o gas CO, é atualmente utilizado pelo Laboratério de Espectrometria de
Massa da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto / USP.

O equilibrio da agua com géas H; é realizado com a ajuda de um catalisador de
platina que favorece a troca do deutério e do hidrogénio presentes na agua com o
gas hidrogénio inserido no frasco de analise. J& o método de equilibrio da 4gua com
0 gas CO, baseia-se meramente no processo de efetuar vacuo no recipiente de
reacao onde esta a amostra e na adicdo de uma aliquota de dioxido de carbono com
a ajuda de um tubo capilar. Apés periodo de incubacdo a 25°C por 24 a 48 horas, 0
equilibrio estd completo. O gas a ser analisado (H, ou CO,) é entdo inserido no
IRMS por um sistema de fluxo continuo de hélio (He) onde uma fonte de elétrons
ioniza as moléculas gasosas e separa-as em feixes de ions, com a ajuda de campos
elétrico e magnético, de acordo com a relagcdo massa/carga. As concentraces das
moléculas isotopicas de diferente massa/carga sdo determinadas pelas correntes
elétricas geradas por estes feixes ionizados.

Um novo método de andlise por IRMS esta sendo implantado no Centro de
Iso6topos Estaveis (CIE) do Instituto de Biociéncias de Botucatu/SP (IBB) — UNESP.
Neste método, uma reacdo inicialmente descrita como Reacdo de Unterzaucher,
ocorre com a agua na presenca de carbono em elevada temperatura, resultando na
producdo de gas H,, mondxido de carbono (CO) e algum CO,. As amostras sao
injetadas, com a ajuda de gas He, em um sistema de fluxo continuo sob alta
temperatura (>1400-1450°C), numa unidade de reducdo denominada pirélise, que
consiste num tubo com carbono vitrificado e uma camada externa de Oxido de
aluminio. O H; e o CO produzidos por um sistema on-line sdo separados por um

cromatografo de gas, controlado por uma interface denominada Conflo até o IRMS,
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que realiza a mensuracdo sequencial dos valores de 8°H e de 5'®0, com alta
precisao e acuracia.

As técnicas de espectroscopia de infravermelho (IRIS) séo, atualmente,
alternativas para os IRMS devido ao baixo custo inicial, de manutencéo e facilidade
operacional. A técnica de espectroscopia de atenuagdo por cavidade (Cavity Ring
Down Spectroscopy - CRDS) estd em uso no Centro de Energia Nuclear na
Agronomia (CENA) da Universidade de Sao Paulo (USP) em Piracicaba/SP.
Basicamente, consiste de um laser pulsante que ilumina a cavidade Optica,
composta de espelhos altamente refletivos, que contém o vapor de agua. O
desligamento abrupto do laser induz a um decaimento em tempo exponencial da luz
no interior da cavidade; a intensidade do decaimento da luz € gravada e um espectro
de absorcdo molecular para todas as espécies de moléculas € obtido
simultaneamente.

A implementacdo de um novo método de analise de agua duplamente marcada
no CIE-UNESP/Botucatu torna necessaria a sedimentacdo da metodologia de
preparo e analise das amostras para que dados acurados e precisos sejam obtidos.
Com este intuito, o presente projeto teve por objetivo comparar as trés técnicas de
preparo e mensuracéo do enriquecimento isotépico relativo do oxigénio-18 (5*20) e
do deutério (3°H) em amostras naturais e levemente enriquecidas. Para tanto,
implementou-se a metodologia do sistema de decomposi¢cdo quimica sob alta
temperatura (“pirdlise”), avaliou-se as metodologias de preparo e andlise em
amostras de agua naturais e levemente enriquecidas no °H e no 50 disponiveis
em dois outros centros, e avaliou-se o efeito de memoria da agua levemente

enriquecida sobre os resultados da agua de abundéancia natural.
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Para as analises isotopicas de abundancia natural foi escolhida a agua de
torneira, denominada agua TAP, da cidade de Ribeirdo Preto/SP, uma vez que esta
ja vem sendo utilizada como padrdo interno natural no Laboratorio de
Espectrometria de Massa da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP,
portanto ja tem os valores isotépicos conhecidos. A agua TAP foi armazenada em 60
criotubos com capacidade de 4,5ml, os quais foram fechados hermeticamente,
selados com parafilm e armazenados em refrigerador.

Para as amostras levemente enriquecidas, foi realizado o preparo da agua
duplamente marcada misturando a fonte enriquecida com 20 & 10,8 atomos% com
a fonte enriquecida com ?H a 99,8 4tomos%, esta mistura foi feita de acordo com
técnicas pré-definidas e utilizadas pelo Laboratério de Espectrometria de Ribeirdo
Preto/SP-USP. O produto duplamente marcado passou por uma diluicdo em uma
agua de abundancia natural (TAP) para a obtencdo de uma dose diluida com 25%
de concentracdo, com o intuito de obter a agua levemente enriquecida para a
analise. Também foram realizadas diluicbes para obtencdo de concentracdes de
50%, 75% e 100%, considerando as diluicbes que habitualmente sdo encontrados
em estudos de gasto energético em individuos sadios. As aliquotas naturais,
levemente enriquecidas (25%) e enriquecida (50%, 75% e 100%) foram
armazenadas em criotubos de 4,5 ml cada.

Cento e vinte aliquotas (60 naturais e 60 levemente enriquecidas - 25%) foram
analisadas nos laboratérios participantes. Adicionalmente, 120 aliquotas de
amostras de agua enriquecidas a 50% 75% e 100% de concentracdo foram
analisadas nos laboratérios da FMRP-USP e no CIE-UNESP (20 aliquotas para
cada laboratorio) com o objetivo de comparar as mensuragdes isotopicas em

amostras com maior grau de concentracao isotopica. O CENA-USP néo realizou a
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avaliacdo das amostras mais enriquecidas devido ao elevado risco de contaminacao

e efeito de memadria do equipamento de analise.

1° Etapa — Equac0fes de Balanco de Massa Isotopico

1. Teoriada Equacéo de Diluicdo Isotépica

A teoria da equacéo da diluicéo isotopica foi descrita de acordo com a literatura
(CRISS, 1999) e discussdes entre o grupo de pesquisa.

Para a determinacdo da abundancia isotépica de um produto levemente
enriquecido (PLE), obtido a partir da mistura de quantidades pré-definidas de fontes
conhecidas (uma enriquecida e outra natural), as quais contém elementos quimicos
com valores isotopicos também conhecidos, € necessario mensurar e anotar 0s
pesos moleculares destas fontes bem como os valores isotdpicos de seus elementos
guimicos, os quais serdo utilizados nas equacdes de balanco de massa para melhor

precisao do resultado da concentracao isotdpica do produto final.

Fonte A: Enriquecida Fonte B: Natural Produto Levemente Enriquecido
(Quantidade e valor + (Quantidade e valor = (Quantidade conhecida; valor
isotépico conhecido) isotdpico conhecido) isotopico a ser determinado)

Inicialmente, é necessario calcular o Peso Molecular (PM) de cada uma das

fontes que irdo compor o produto final.

Célculo do PM da fonte A, enriquecida:
No célculo do PM de um determinado elemento quimico (X;), deve-se
considerar todos 0s isOtopos estaveis que este elemento contém. A somatoria dos

PM dos is6topos levara ao PM do elemento quimico desejado, como segue:
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PM X1 :i(%'mij (1)

i=1
Onde:
PM x;:= peso molecular do elemento quimico Xi, em g/mol;
n = namero total de is6topos pertencentes ao elemento quimico Xi;
i = isGtopo pertencente ao elemento quimico Xg;
ab; = abundancia isotépica de i, em atomos%, valor conhecido;

m; = numero de massa do isotopo i.

A equacdo 1 deve ser realizada para todos os elementos quimicos que
compOde a fonte A. Posteriormente determina-se o PM da fonte A:
PM_, =PM_  +PM,,.. 2
Onde:
PM ga= Peso molecular da Fonte A, g/mol;
PM x1= Peso molecular do elemento quimico X;, em g/mol,

PM x,= Peso molecular do elemento quimico X,, em g/mol,

As equacdes 1 e 2 devem ser calculadas para a fonte B (natural), obtendo-

se assim, o PM da fonte B.

Determinado o PM das duas fontes (A e B) que irdo compor o PLE, é
necessario determinar a quantidade total (gramas) do elemento quimico de interesse
gue estara presente neste produto. Este elemento quimico estara enriquecido numa
das fontes (A) e ao ser misturado com a fonte (B) que o contém em abundancia

natural, sofrerd uma diluicao isotopica.
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Para este objetivo, inicia-se o calculo a partir da determinacédo da quantidade

deste elemento quimico presente em cada uma das fontes.

Molécula da Fonte A Atomos do Elemento X (enriquecido)
PM FA (g/mol) PM X1 (g/mol)
Peso a ser misturado da fonte A (g) Peso (g) do elemento X; a ser

determinado (?)

Py, = Pen M (3)
PM ¢,

Onde:

Px1 = Quantidade, em gramas, do elemento quimico X, presente na fonte A;

P ra = Peso, em gramas, da Fonte A a ser utilizada na mistura para obtencédo do
produto levemente enriquecido;

PM x1 = Peso molecular do elemento quimico X;, presente na fonte A, calculado na
equacgao 1,

PM ga = Peso molecular da Fonte A, calculado na equacéo 2.

Realizar os mesmos célculos (equacdo 3) para a fonte B. Assim,
determinada a quantidade (g) do elemento quimico de interesse que estara presente

nas duas fontes, calcula-se a quantidade deste elemento que estara no PLE.

I:)x1_ PLE — Px1_ At I:)x1_ FB (4)

Onde:
Pxi_pLe = Quantidade, em gramas, do elemento quimico X; presente no PLE.
P x1_ra = Peso, em gramas, do elemento quimico X; presente na fonte A, calculado

conforme equacéo 3.
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P x1_rs = Peso, em gramas, do elemento quimico X; presente na fonte B, de acordo
com a descricdo da equacéo 3.

Depois de determinado os pesos do elemento quimico de interesse (Xi)
presente nas duas fontes (A e B) e no PLE, determina-se o balanco de massa
isotopico, em atomos %. Este balanco de massa indicara o valor da diluicdo do

isétopo enriquecido quando misturado ao natural que estara presente no produto

final.
Pey pe @by pe = (PX1_FA 'abx1_FA)+(Px1_FB -aby, FB)’ ou seja:
ale e = (PX1_FA 'abx1_FA)+ (PX1_FB 'abx1_FB) (5)
N PXl_PLE
Onde:

ab x1_pLe = Abundancia isotopica do elemento quimico X;, presente no PLE;

P x1_ra = Quantidade (g), do elemento quimico X3, presente na Fonte A;

ab x1_ra = Abundéancia isotépica do elemento quimico X3, presente na Fonte A;
P x1_rs = Quantidade (g), do elemento quimico Xy, presente na Fonte B;

ab x,_rg = Abundéancia isotépica do elemento quimico X3, presente na Fonte B;

P x1_pLe = Quantidade (g), do elemento quimico X, presente no PLE.

Cumprindo estas etapas obter-se-a o valor da abundéancia isotopica do

elemento quimico de interesse (enriquecido) que estara presente no PLE.
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I.  Equacdo da diluicdo isotopica do Deutério e Oxigénio-18 em Agua

Duplamente Marcada (ADM) e Determinacao do Peso Molecular da ADM

Para a determinacdo dos valores isotépicos de deutério (°H) e oxigénio-18
(*®0) presentes numa agua duplamente marcada (produto final), executaram-se os
passos das anteriormente descritos para cada isétopo de interesse.

Os produtos enriquecidos sédo produzidos por empresas especializadas em
concentracfes desejadas (WONG, 2003), sendo que os liquidos enriquecidos para
esta pesquisa foram em concentracdes de 10,8 &tomos% para o *0O e de 99,8
atomos% para o °H (FERRIOLLI, 2006).

Sabe-se que, em 1000g de agua enriquecida com 20 a 10,8 4tomos% dilui-
se 60g de &gua enriquecida no °H a 99,8 &tomos% (FERRIOLLI, 2006). Portanto, em
500g de agua enriquecida com 20 dilui-se 30g de &gua enriquecida com ?H. O
produto final duplamente enriquecido foi de 530g. Os valores isotdpicos das fontes

foram disponibilizados pelas empresas que comercializaram estes produtos.

500g Agua 30g Agua Enriquecida 530g Agua Duplamente Marcada
EnriquecidaO: ’H: ’H,%0
Abundancias isotpicas: Abundancias isotépicas: Abundancias isotopicas:
80: 10,8 atomos % + 180): 0,2048 4tomos % _ 80: 2 4tomos %
0: 0,3 4tomos % 70: 0,0374 atomos % = 70: 2 4&tomos %
80: 88,9 atomos % 150: 99,7578 atomos % 180: 2 atomos %
'H: 99,985 atomos % 1H: 0,2 &tomos % 2H: 2 4tomos %
2H: 0,015 atomos % 2H: 99,8 4&tomos % 'H: 2 atomos %
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A.

Para a Fonte H,'®0 500g

1° Calculo do peso molecular (PM) dos is6topos de Oxigénio:

e, =[ 220, o 2o o[ B0
° {100 o 100 © 100

PM, = (@ .1(5) + (E-Nj + (@ -18} =16,219g / mol
100 100 100

2° Célculo do peso molecular (PM) dos is6topos de Hidrogénio:

ab, ab,
M, = 220 | 2, :(99’985.1]+(M.2):1,00015g/mo|
100 T 100

3°Célculo do peso molecular (PM) da Fonte H,*?0O:

PM, ., =PM, +PM, =16,219+(2-1,00015)=18,2193g / mol

H2

Para a Fonte ?H,0 30g

1° Célculo do peso molecular (PM) dos isétopos de Oxigénio:

N ab,, ab,,
= Mg, +| —-my + -My
° | 100 o 100 o 100 o

PM , =| 227278 1), [ 00374 47, 02948 40116004479/ mol
100 100 100
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2° Calculo do peso molecular (PM) dos isétopos de Hidrogénio:

ab, ab,
M, = 22 | 2y, =(£.1j+(%.2]=1,998g/mo|
100 * )"\ 100 M )" (100 100

3¢ Calculo do peso molecular (PM) da Fonte H,'0

PM =PM, +PM, =16,00447+(2-1,998) = 20,00047g / mol

2H,0

C. Balanco de massa para o is6topo de 0, em 530g de produto final.
Para o célculo do balanco de massa do *®0 disponivel em 530g do produto
final da agua duplamente marcada, inicialmente calculou-se a quantidade de

oxigénio total presente nas duas fontes.

Molécula da Fonte H,"°0O Atomos do Oxigénio (enriquecido)
PM H,™°0 (g/mol) PM O (g/mol)
5009 Peso do Oxigénio Enriquecido (Pog)
P 500-PM 4 _ 500-16,219 _ 445105
PM, 18,2193
Molécula da Fonte “H,O Atomos do Oxigénio (natural)
PM “H,O (g/mol) PM O (g/mol)
30g Peso do Oxigénio Natural (Pon)
-PM .
- 30 o _30-16,00447 _ 24,00614g
PM., . 20,00047
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Determinada as quantidades (g) de oxigénio total presente nas duas fontes,

calculou-se a quantidade (g) de oxigénio total na ADM (produto final).

P

0_%H,%0

=P, + P,y =445105+24,00614=4691114g

Sabendo as quantidades de oxigénio nas fontes e no produto final, bem
como os valores isotopicos do oxigénio presente nas fontes, determinou-se o valor

isotopico do 20 presente na ?H,*0, por meio do céalculo de balanco de massa.

(Poe - @bug )+ (Poy -abug, ) (445105-108)+(24,00614-0,2048)

ab13 2, 184 — = = 10,25780@t0m050/0
01, 0 P 4691114
D. Balanco de massa para o is6topo de ?H, em 530g de produto final.

Para o célculo do balanco de massa do ?H disponivel em 530g do produto
final da &agua duplamente marcada, inicialmente calculou-se a quantidade de

hidrogénio total presente nas duas fontes.

Molécula da Fonte H,°O Atomos do Hidrogénio (Natural)
PM H,™0 (g/mol) PM H (g/mol)
5009 Peso do Hidrogénio Enriquecido (Pun)
p. 500-PM,, _500(2-1,00019 _ 48951
PM, 18,2193
Molécula da Fonte “H,0 Atomos do Hidrogénio (Enriquecido)
PM “H,O (g/mol) PM H (g/mol)
30g Peso do Hidrogénio Enriquecido (Pxg)
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30-PM,, 30-(2-1,999)
PM 20,00047

2H,0

I:>HE

= 5,99386g

Determinada as quantidades (g) de hidrogénio total presente nas duas fontes,

calculou-se a quantidade (g) de hidrogénio total na ADM.

P

W 0 = Pre + Py = 5,99386+54,8951=60,888969
Sabendo as quantidades de hidrogénio nas fontes e no produto final, bem
como os valores isotépicos do hidrogénio presente em cada uma das fontes,

determinou-se o valor isotépico do deutério presente na “H,'®0, por meio do célculo

de balanco de massa.

(Pug -@bue )+ (P - @b ) _ (5,99386-99,8)+(54,8951-0,015)

asz 24189 :9,8376%10”}050/0
-0 P, 2 10 60,88896

E. Balanco de massa do is6topo *H, em 530g de produto final:
ablH_szmo :100—ab2H_2H218o =100-9,83765=90,16235%tomos%
F. Balanco de massa para o is6topo de 'O, em 530g de produto final.

(POE ) ab“0E )+ (PON ) ab170N )

ab”O 24,180 =
B Po ;%
b, o e - (445105-0,3)+(24,00614-0,0374) _ 0,2865624t0mos%
0_H;70 4691114
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G. Balanco de massa para o is6topo de *°0, em 530g de produto final.

_ (POE ) ab”OE )+ (PON ) ablGON )

16 2 18
0_%H,%0
I:)o_szlgo

ab

ab. . :(445,105-88,9)+(24,00614-99,7578): 89,4556 t0mos%
0_H.70 4691114

Lembrando que o balanco de massa para o isétopo de oxigénio-18 em 5309

de produto final, esta no item C.

Determinac&o do Peso Molecular da Agua Duplamente Marcada (Produto Final)

1° Caélculo do peso molecular (PM) dos is6topos de Oxigénio:

e, =[ 220, o 20 o[ B0
° {100 o 100 ' © 100 ©

89,45563 j (0,0286562 j [10,257804
SRIOODC6 |+ | 2 7 || 2
100 100 100

PM, 2( 18} =16,20802g / mol

2° Calculo do peso molecular (PM) dos is6topos de Hidrogénio:

ab, ab,
M, = —f%.m, |+ —2-m, :[90’16235-1j+(9’83765-2j:1,09837659/mol
100 H 100 H 100 100

135



3° Célculo do peso molecular (PM) da ADM:

PM .o =PMg + PM, =16,20802+ (2-1,0983765=18,404773 / mol

Il. Determinacdo dos valores isotopicos e peso molecular da agua natural

(TAP) de Ribeirdo Preto/SP.

A avaliacdo de uma &gua que contém valores de abundancias isotopicas
naturais também é adequada para a verificagcdo da precisdo e da acuracia dos
Espectrometros de Massa de Razao Isotopica (IRMS) (HORITA; KENDALL, 2004). A
agua de torneira (TAP) da cidade de Ribeirdo Preto/SP foi selecionada para as
andlises de 4gua natural, uma vez que o Laboratério de Espectrometria de Razéo
Isotdpica da Clinica Médica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/SP utiliza
esta 4gua em estudos rotineiros de metabolismo energético (FERRIOLLI, 2006).

Os valores dos isétopos de *H (0,1512 atomos%) e de 0 (0,19859
atomos%) que compde a agua de Ribeirdo Preto/SP sdo conhecidos (FERRIOLLI,
2006), no entanto, os valores dos is6topos de *’O e *°0O foram determinados a partir
do fator de empobrecimento destes na molécula de &agua, para assim, serem
utilizados nas equacdes de PM da agua natural e de balanco de massa da dose
diluida de ADM.

Fator de Empobrecimento (FE) do 0 da 4gua TAP, em relacéo & agua da

natureza (Nat), com valores conhecidos.

B0 _TAP 019859

FE =4 =
O_Nat 0,2048

=0,9696777
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ab'’O_TAP = FE -ab'’O _ Nat = 0,9696777-0,0374 = 0,036265%tomos%

ab*®0 _TAP =100-ab"” O _TAP +ab**0_TAP =100-0,0362659+0,19859= 99,76515tomos%

Célculo do Peso Molecular da Agua TAP de Ribeirdo Preto/SP:

1° Célculo do peso molecular (PM) dos isétopos de Oxigénio:

PM . = ab.cq M. |+ abrg m, |+ abieg m
° 1100 o 100 © 100

M, = (99’76515'16j + (W-ﬂj + (0’19859-18J —16,004334g / mol
100 100 100

2° Célculo do peso molecular (PM) dos is6topos de Hidrogénio:

ab, ab,
PM, = —>-m, |+ Ho.m, =(99’8488'1]+(0’1512'2]=1,0001512g/mo|
H H 100 100

3° Calculo do peso molecular (PM) da agua TAP:

PM.,, = PM, + PM,, =16,004334+(2-1,0001512) = 18,004636g / mol

i. Determinagdo do valor isotopico da dose diluida em 25% de

enriquecimento (Levemente Enriquecida)
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A obtencdo de uma dose de ADM diluida numa agua com abundancia
isotopica natural € necessaria para uma adequada mensuracdo nos IRMS, uma vez
gue a mensuracédo do produto final duplamente marcado, produzido pela mistura dos
dois is6topos, pode levar a saturacdo da maquina devido aos valores elevados de
concentracdo isotépica presentes do produto final da mistura (KERSTEL, 2009;
THORSEN et al. 2011). A diluicdo de uma aliquota em agua natural proporcional a
diluicho de uma dose de ADM ao compartimento aquoso humano permite obter
valores de diluicGes isotdpicas semelhantes aos encontrados em pesquisas de
metabolismo energético.

Em estudos de gasto energético humano, uma dose de ADM é calculada
com base na agua corporal total de um individuo, considerando que essa dose pré-
determinada sera diluida em todo esse compartimento aguoso, que constitui a
massa magra (INTERNATIONAL DIETARY ENERGY CONSULTANCY GROUP,
1990, SPEAKMAN, 1997; WONG, 2003; FERRIOLLI, 2006). Partindo dessa
afirmativa, calculou-se uma dose ficticia de agua duplamente marcada considerando
um individuo de peso total de 70kg, sendo 50% deste peso composto pela agua
corporal total, ou seja, 35kg do peso total. A dose de 0 a 10,8 &tomos % é
estabelecida em 2g/kg de &gua corporal, e a dose de °H a 99,8 atomos% é de
0,12g/kg de &gua corporal total (SPEAKMAN, 1997; WONG, 2003; FERRIOLLI,

2006).

Dose de 0 = (2g/kg) . 35kg = 70g Dose de ®H = (0,12g/kg) . 35kg = 4,29

Dose de *H,'®0 = 74,29 para individuo com 35kg de agua corporal total.
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Sabendo o quanto de dose deve ser diluida em 35kg de agua, é possivel
calcular aliquotas menores de agua duplamente marcada a serem diluidas em
apenas 100g de agua total, recriando assim, o ambiente de diluicdo relativo ao
compartimento corporal humano.

Considerando uma diluicdo em 25% de ADM para 100g de agua natural
(TAP) em relacdo a diluicdo de uma dose para um individuo com 35kg de agua
corporal, foi determinada a aliquota a ser diluido na agua TAP de Ribeirdo Preto/SP,
produzindo desta forma uma dose diluida levemente enriquecida, que sera analisada
nos trés laboratorios participantes da pesquisa.

A agua TAP na qual a aliquota foi diluida foi mensurada para obtencdo do
peso real da quantidade desta agua. A aliquota pré-definida foi pipetada e
posteriormente pesada para obtencdo da quantidade real desta. Considerou-se
adequada uma variacao de +10% do valor calculado da agua TAP (100g +10%) e da

aliquota (X g +10%) da dose de ADM.

Determinacédo da aliquota para uma dose diluida em 100%:

Dose / Aliguota Agua para diluicdo
Dose Ficticia individuo: 74,2g 350009
Aliguota para dose diluida(App) 100%: 100g
X
~100-74,2

_ —0,212g +10%
o = 735000 g =2

Determinacédo da aliquota para uma dose diluida em 25%:

Aliquota (g) Porcentagem de Diluigdo
App 100%: 0,212¢g 100g
App 25%: X 259
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~ 25.0,212

A
bo 100

=0,053g +10%

Os valores isotopicos de ?H e *®0 que estardo presente na dose diluida em
25% foram calculados de acordo com as equacdes de balanco de massa para cada
um dos is6topos enriquecidos. Para tanto, considerou-se os valores isotépicos de ?H
e 180 presentes no produto final (ADM) e na agua TAP de Ribeirdo Preto/SP, a qual
foi utilizada para a diluicdo da aliquota.

Os valores isotopicos de ambas as fontes para a producdo da dose diluida
sdo conhecidos (pré-determinados) e utilizados para a determinacdo do PM de cada

fonte e produto final (Dose Diluida em 25%):

Aop ADM Agua TAP
PM: 18,404773g/mol PM: 18,004636g/mol

Dose Diluida 25%
Abundancias isotopicas:

Abundancias isotdpicas:
80: 10,257804 atomos %
70: 0,286562 4tomos %
1%0: 89,455639 4tomos %
'H: 90,16235 4tomos %
’H: 9,83765 4tomos %

Abundancias isotdpicas:
¥0: 0,19859 4tomos %
70: 0,0362659 atomos %
80: 99,76515 atomos %
'H: 0,1512 atomos %
2H: 99,8488 4tomos %

80: 2 4tomos %
2H: 72 4&tomos %

Para a obtencdo de valores de concentracdo isotdpicas proximos aos que

serdo encontrados nas maquinas de IRMS, as quantidades da aliquota de ADM a
ser diluida, da 4gua TAP e da Dose Diluida em 25% foram pesadas em balanca de

precisado para serem utilizadas nas equacdes de balanco de massa, cujo os valores

sao:

Aliquota ?H,"0: 0,0527¢

TAP: 99,63869

Dose diluida em 25%= Aliquota *H,*®0 + TAP: = 99,6913g
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A. Balanco de Massa para determinacdo da concentracado isotopica do

na dose diluida em 25%:

180

Aliquota “H,™°0
Molécula “H,°0O Atomos de Oxigénio
PM “H,™°0: 18,404773g/mol PM Og:16,20802 g/mol
App 25%: 0,05279g Og (Oxigénio Enriquecido)

Ay, -PM,.  0,0527-16,20802

O = = =0,0464098
PM 21,10 18,404773
Agua TAP
Molécula H,O Atomos de Oxigénio
PM tap: 18,004636g/mol PM On:16,004334 g/mol
TAP: 99,6386( Oy (Oxigénio Natural)

_ TAP-PM,, 99,6386-16,004334

— 88,568821g
PM a0 18,004636

N

Peso total do Oxigénio na Dose Diluida em 25%:

O; =0 +0, =0,0464098+88,568821=88,61523y

Balanco de Massa para 0 na Dose Diluida & 25%:

(Pog - @busg, )+ (Poy -@buo, ) (0,0464098 10,257804) + (88,568821 0,19859)

ab = =

80 DD25% 0, 88,61523

ab =0,2038482atomos%

180 _DD25%
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B. Balanco de Massa para determinacdo da concentracéo isotépica do ?H na dose

diluida em 25%:

Aliquota “H,™°0
Molécula “H,°0O Atomos de Hidrogénio
PM “H,™°0: 18,404773g/mol PM Hg:1,0983765 g/mol
App 25%: 0,05279g e (Hidrogénio Enriquecido)

Ay, -PM,.  0,0527(2-1,0983765

e = = =0,006290yg
PM.,, 18,404773
Agua TAP
Molécula H,O Atomos de Hidrogénio
PM tap: 18,004636g/mol PM Hy:1,0001512 g/mol
TAP: 99,6386( Hy (Oxigénio Natural)
H, = TAP-PM,, _ 99,6386(2-1,0001512 11069778

PM. 18,004636

Peso total do Hidrogénio na Dose Diluida em 25%:

H;, =H:+H, =0,0062901+110697/78=11076068y

Balanco de Massa para ?H na Dose Diluida & 25%:

b (P @b, )+ (P -abs,, ) (0,0062901:9,83765)+ (11069788 0,01512)
*H_DD25% H, - 11,076068

ab =0,02069823atomos%

2H _DD25%
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2° Etapa: Padronizacdo da técnica no Centro de Isétopos Estaveis — CIE-

IBB/UNESP.

1. Implantacdo da metodologia do sistema de decomposi¢cdo quimica sob
alta temperatura (“pirélise”) para mensuragao do enriquecimento

isotépico relativo do ?H e do *20.

O espectrometro de massa de razao isotopica (IRMS) modelo Delta V
Advantage, acoplado a um analisador elementar de modelo Thermo Chemical
Elemental Analyzer (TC/EA) - Flash 2000 HT com auto-amostrador para amostras
liqguidas modelo AI/AS 3000ll, todos da marca Thermo Scientific®, foram submetidos
aos ajustes técnicos para a implantacdo do método da pirdlise para amostras
liguidas no Centro de Isétopos Estaveis do IBB-UNESP. Estes ajustes foram
referentes a operacionalizacdo do auto-amostrador para amostras liquidas, pois até
entdo eram realizadas apenas analises de amostras sélidas nos equipamentos do
laboratorio; padronizacdo do preparo das amostras nos vial de analise do auto-
amostrador (determinacdo da quantidade a ser distribuida nos vial (2ml) e
analisada(0,2uL) pelo equipamento); analises de amostras de agua com valores
isotépicos conhecidos (padrdes internos de laboratério) para o refinamento e ajuste
das andlises.

Realizados os ajustes e implantada a metodologia da pirélise, as amostras de
agua natural e enriquecidas foram analisadas com o objetivo de comparacédo de
dados entre os laboratérios e avaliacdo do efeito de memoaria, informacdes descritas

a seguir.
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2. Metodologias de preparo e analise em amostras naturais e levemente

enriquecidas no 5°H e no 5*°0.

a. Laboratério de Espectrometria de Massa da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto — FMRP-USP — Técnica HYDRA

As amostras de agua natural e levemente enriquecida foram pipetadas em
triplicatas de 300ul em tubos de analise de gases para IRMS-ANCA. Também foram
realizadas pipetagens de aguas padrbes do laboratorio, as quais contém
concentracdo natural (TAP) e enriquecida (HIGH) dos is6topos de oxigénio e
deutério. As analises das amostras foram realizadas em triplicada, sendo que as
amostras foram acomodadas no auto-amostrador de forma alternada em relacao as
concentracdes isotdpicas, iniciando com as amostras padrfes, seguida de amostras
menos concentradas as mais concentradas isotopicamente, intercalando-as com
amostras padrdes do laboratorio para controle do efeito de memadria da maquina e
possiveis correcdes de valores.

Para a anélise do 880 foi realizado um comando no software do ANCA-IRMS
para a insercédo do gas CO, a 3%, com valor isotépico conhecido, com o objetivo de
equilibrar o 20 das amostras de &gua com o oxigénio do gas inserido. O tempo de
injecdo do gas CO, para cada amostra é de 75 segundos, sendo aguardadas 24
horas para o equilibrio total dos 4tomos e posterior andlise. A anélise do 0 nas
amostras € realizada no IRMS no periodo de 6 minutos por amostra.

Para a analise do 8°H foram colocados os bastées de platina em cada uma das
amostras de agua e padrbes de laboratorio, sendo descartadas as tampas utilizadas
na andlise do *®0 e colocadas tampas novas para a mensuracdo do deutério. Foi

realizada a insercdo do gas Hidrogénio a 100%, com o objetivo de equilibrar o
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deutério (°H) das amostras de &gua com o hidrogénio do gas inserido. O tempo de
injecdo do gas H para cada amostra € de 75 segundos, sendo aguardado o minimo
de 8 horas para o equilibrio total dos a4tomos e posterior analise. A andlise do *H é
realizada no IRMS no periodo de 2,5 a 3 minutos por amostra.

Os dados amostrais foram expressos em planilha do Excel®. Nesta foi
calculado o valor médio das triplicatas amostrais bem como o desvio padrdao (DP)
dos valores obtidos. A analise dos dados foi considerada adequada quando os
valores de DP das triplicatas foram menores que 0,5%o para o 5'0 e menores que

5,0%0 para o &°H.

b. Laboratorio de Ecologia Isotopica do Centro de Energia Nuclear
na Agricultura — CENA-USP — Técnica Laser

As amostras de agua natural, levemente enriquecidas foram pipetadas em vial
na quantidade de 1ml e analisadas em triplicata no Isotope Ratio Infrared
Spectroscopic — IRIS. As amostras padrdes interno do laboratério do CENA-USP e
da FMRP-USP foram pipetadas e analisadas para controle e corre¢cdo dos valores
isotopicos das amostras. As analises de agua natural e levemente enriquecida (25%)
foram realizadas em corridas separadas, realizando no inicio e no final das corridas
as analises das amostras de padrBes de laboratério com valores conhecidos para

controle do efeito de memdria e possiveis corregoes.
As andlises isotopicas pelo processo IRIS ndo necessita de equilibrio com
gases para serem mensuradas, como visto para o processo HYDRA da FMRP-USP.
Aliguotas de 0,75uL das amostras liquidas foram coletadas por uma seringa de 1,2

uL da marca Hamilton® (modelo 7701.2N) e injetadas por um sistema automatico e
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imediatamente aquecidas a 80°C para evaporagdo a vacuo e posterior analise
isotopica por absorbancia a laser.

As andlises das razdes isotopicas de **0/*°0 e de *H/*H foram realizadas
simultaneamente pelo equipamento, por um periodo de 4,5 minutos para cada
injecdo de amostra. As amostras foram analisadas em 6 repeticbes com o objetivo
de avaliar possiveis efeitos de memaria nos resultados iniciais e descarta-los, caso
necessario. Os resultados, analisados em Delta-Smow (8), foram expressos em
planilha do Excel®. Nesta foi calculado o valor médio das repeticdes amostrais
validas bem como o desvio padréao (DP) dos valores obtidos. A andlise dos dados foi
considerada adequada quando os valores de DP das triplicatas foram menores que

0,3%o para o 30 e menores que 2,0%o. para o 3H.

c. Centro de Isétopos Estaveis — CIE-IBB/UNESP - Técnica Pirdlise.

As amostras de dgua natural e levemente enriquecidas foram pipetadas em vial
na quantidade de 2ml e analisadas em duplicata no IRMS Delta V Advantage. As
amostras padroes do laboratério do CENA-USP e FMRP-USP também foram
pipetadas e analisadas em duplicata para controle e correcdo dos valores isotopicos
das amostras. As andlises de agua natural e levemente enriquecidas foram
realizadas em corridas separadas, com andlises das amostras dos padrbes dos
laboratérios no inicio e no final de cada corrida, para controle do efeito de meméria e
possiveis corregdes.

As analises isotopicas pelo método da pirdlise também ndo necessitam de
equilibrio com gases para serem mensuradas. Aliquotas de 0,2uL das amostras
liquidas foram coletadas por uma seringa de 0,5uL da marca Thermo Scientific® e

injetadas por um sistema automatico numa unidade de redugdo na qual foram
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imediatamente aquecidas a 1400°C, produzindo H, e CO que foram analisados
isotopicamente.

As andlises das razdes isotopicas de *0/*°0 e de *H/*H foram realizadas
simultaneamente pelo IRMS, por um periodo de 7,5 minutos para cada injecdo de
amostra. Os resultados, analisados em Delta-Smow (&), foram expressos em
planilha do Excel®. Nesta foi calculado o valor médio das duplicatas amostrais bem
como o desvio padrédo (DP) dos valores obtidos. A analise dos dados foi considerada
adequada quando os valores de DP das duplicatas foram menores que 0,5%o para o

5'80 e menores que 2,0%o para o 5°H.

3. Avaliacdo do efeito de meméria da agua enriquecida com &°H e com
5'%0 sobre os resultados da agua de abundancia natural de valor

isotopico conhecido.

a. CIE-IBB/UNESP - Técnica Pirdlise.

O efeito de memoaria no IRMS do CIE-UNESP foi avaliado a partir da andlise de
amostras padrbes de laboratério com valores isotépicos conhecidos e diferentes
entre si, as quais foram cedidas gentilmente pelo prof. Marcelo Moreira responsavel
pela conducdo das andlises desta pesquisa no laboratério do CENA-USP e prof.
Eduardo Ferriolli responsavel pela conducdo das analises desta pesquisa no
laboratério da FMRP-USP (Tabela 1). As amostras CENA 1 (CENA-USP) e TAP
(FMRP-USP) sdo amostras de agua conhecidas como padrbes internos de
laboratorios, jA as amostras HAD, MAST e PES sdo padrbes de aguas

internacionais, 0s quais tém seus valores isotdpicos reconhecidos e sao
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comercializados com o intuito de avaliagcdo da precisdo e acuracia de métodos e

padronizacao das analises.

Tabela 1. Valores isotopicos conhecidos das amostras de aguas padrbes dos

laboratorios utilizadas na avaliacédo do efeito de memoaria do equipamento.

Aguas Padrdes &°H 5°0
Média + DP | Média + DP

CENA 1* -46,6 -7,01
HAD** -599+10 | -8,72+0,1
MAST** +1,1+1,0 | +3,01+0,1
PES** -321,9+1,0|-40,94+0,1
TAP* -29,1+50 | -7,68+1,0

* CENA 1 e TAP, padrdes internos dos laboratérios do CENA-USP e da FMRP-USP.
** HAD, MAST, PES: Padrbes internacionais cedidos pela Agéncia Internacional de

Energia Atbmica ao CENA-USP

Para verificar o efeito de memdéria a partir de dguas padrdes, foram realizadas
analises isotOpicas das amostras, mensuradas seis vezes para CENA 1, HAD,
MAST, PES, vinte vezes para TAP e quatro vezes, nhovamente, para CENA 1, PMG,
HAD, MAST, PES.

Tanto os dados das mensuragdes isotopicas dos 520 (Figura 1) quanto dos
5°H (Figura 2), nos padrdes de agua, evidenciaram que existe um possivel efeito de
memoria nos primeiros resultados das analises das amostras que foram feitas
posteriormente as andlises das mais enriguecidas e/ou empobrecidas
isotopicamente.

Os trés resultados iniciais das analises de 320 (Figura 1) e de 8°H (Figura 2)

das amostras se deslocaram em direcdo aos valores isotopicos das analises
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anteriores, evidenciando o possivel efeito de memoadria dos isétopos analisados
anteriormente. Este efeito é fortemente evidenciado para as amostras PES e TAP,
gue foram analisadas ap0s amostras muito enriquecidas (MAST) e/ou empobrecidas
(PES) em relacéo aos seus valores, assinalados com circulos nas figuras 1 e 2.

Os resultados mostram que existe a necessidade de, ao se trabalhar com
amostras de aguas com variados graus de enriquecimento isotopico, € necessario
realizar ao menos 6 analises de cada amostra e descartar as 3 primeiras, ou fazer
uma “lavagem” do sistema de insercao (seringa) e queima (forno) das amostras com
agua bidestilada e posteriormente realizar as analises das amostras, descartando as

analises iniciais e obtendo assim, valores fidedignos, anulando o efeito de memoria.
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b. CENA-USP — Técnica Laser.

O efeito de memodria no IRIS do laboratério de ecologia isotopica do CENA-
USP foi avaliado durante as andlises de agua com 25% de enriquecimento, o que
também permitiu que os resultados fossem corrigidos dentro de uma escala de
valores conhecidos para os is6topos deutério e oxigénio analisados durante o
procedimento.

A disposicéao dos vial no autoamostrador foi iniciada com 3 vial de 5 padrdes do
laboratorio, seguido dos vial das aliguotas da mesma concentracdo isotopica
(natural ou com diferentes graus de enriquecimento) e finalizando com os grupos de
padrdes do laboratorio. O efeito de memoria foi verificado nos resultados das
andlises das aguas padrbes do laboratério, que se apresentaram com valores
diferentes dos valores conhecidos quando analisadas posteriormente as amostras
enriquecidas. A evidéncia do efeito de memoria sinalizou a necessidade de
‘lavagem” da seringa de injegdo das amostras no IRIS de 3 a 6 vezes, com agua
bidestilada ou, a andlise da amostra em pelo menos 6 vezes, descartando os trés

primeiros valores obtidos.

c. FMRP-USP - Técnica HYDRA.

O efeito de memadria no IRMS do laboratério de espectrometria de massa da
FMRP-USP nao foi avaliado nesta pesquisa, uma vez que este laboratério ja
trabalha rotineiramente com andlises de agua com elevado grau de concentracao
isotopica e realizaram, no inicio da implantacdo da técnica, as mensuracdes
necessarias para adequacao das analises, como descrito na tese de livre docéncia

do supervisor do laboratorio, prof. Eduardo Ferriolli (FERRIOLLI, 2006).
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4. Comparacdo dos valores isotopicos relativos de 5°H e de 520 em
amostras naturais e levemente enriquecidas dos trés laboratérios
participantes.

Com o objetivo de correcdo das diferencas de leitura nas analises das
amostras de agua mensuradas nos 3 laboratérios, foi realizado um ajuste
matematico dos valores obtidos, normalizando-os em relagcéo aos valores das aguas
padrées (TAP e HIGH). Esta normalizacdo € necesséaria devido ao aumento ou
diminuicdo da escala da raz&o isotOpica associada aos procedimentos de preparo e
analise dos diferentes laboratorios. A partir da normalizacdo obteve-se resultados
dentro de uma mesma escala per mil, possibilitando a comparacédo dos valores entre
os laboratorios.

Descricao da equacao [1]:

VCoryq_ | vei mien=VCitap
MedVOi_HIGH —MedVOi_TAP

X (VOi_a— MedVOi_TAp)]-I-VCi_TAp

Onde:

VCor;_,= Valor Corrigido do Is6topo analisado na Amostra.

VCi_nicn= Valor Conhecido do is6topo no padréo HIGH.

VC_tap= Valor Conhecido do is6topo no padréo TAP.

MedVO; wicnw= Média do Valor Obtido do Is6topo analisado na amostra HIGH.

MedVO; tap= Média do Valor Obtido do Is6topo analisado na amostra TAP.

VO, = Valor Obtido do Isotopo analisado na Amostra.

Sendo que, o valor conhecido do &°H para TAP = -29,1%. e para HIGH=
1677 %o.

E o valor conhecido do 30 para TAP = -7,68%o e para HIGH = - 47,97%o.
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5. Resultados e concluséao

Os dados de cada laboratério foram verificados quanto a distribuicdo da
normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Os resultados destas andlises foram
testadas por ANOVA seguida do teste TUKEY, quando necessério, ou Teste T-
student. As médias dos resultados obtidos nas analises dos trés laboratorios foram
descritos nas tabelas 2 e 3, para deutério e oxigénio-18, respectivamente. Para
melhor visualizacdo dos dados, estas médias foram distribuidas nos gréficos 1 e 2,
para deutério e oxigénio-18, respectivamente.

Na comparacdo das andlises de deutério verificamos que houve diferenca
significativa entre os resultados (p<0,05) dos 3 laboratérios em cada uma das
diferentes concentracdes deste isétopo (Tabela 2). Os desvios-padrées das anélises
de cada laboratério variaram de acordo com a concentragdo do isétopo, uma vez
que, quanto maior o enriguecimento isotépico, maior o desvio padrao dos resultados.
Considerando que os valores sao descritos em delta per mil, 5%, = 0,005 da variagao
do deutério, essa variacdo € considerada aceitdvel por alguns pesquisadores
quando em amostras com alto grau de enriquecimento neste is6topo. No entanto,
nas andlises de amostras com variacao isotopica natural, o desvio-padrdo <2%. €
considerada ideal (AHMAD; et al. 2012).

Essa diferenca entre os valores de delta de deutério nos levou a buscar
respostas quanto a mensuracdo deste e a comparacao inter-laboratérios para este
isétopo. Em estudo publicado por Wong e colaboradores (1993), o qual avaliou os
resultados de andlises de 2 amostras de agua enriquecidas no deutério
consideradas padrdes internacionais, em 23 laboratérios, evidenciou-se o desvio-

padrdo de *4,7%0 a +13,5%0 nas analises das amostras com menor (= 506,17%o) e
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maior grau (r= 992,3%.) de enriquecimento, respectivamente, entre os laboratorios,
apos serem excluidos os valores outliers. Adicionalmente, os laboratdrios que
realizaram mensuracdes das amostras em duplicatas ou mais analises, mostraram
desvio-padrao dos resultados variando entre +0,4%0 a +3,9%0 para o menor grau de
enriquecimento e de +1,2%0 a +14,7%0 para o maior grau. Explicando as variagoes
nos resultados, os autores citaram as diferencas analiticas entre as técnicas dos
laboratorios participantes que podem ter levado a essa variacdo nos resultados
obtidos. Nos resultados desta pesquisa, evidenciamos o desvio padrdo entre 0s
laboratorios para os diferentes graus de enriqguecimento isotépico em deutério
variando entre 7,8%o a 11,2%o.

De acordo com relato oral da técnica do laboratério da FMRP-USP, as
analises de deutério no IRMS-ANCA tém melhores resultados apos analises
sucessivas deste isotopo, quando ocorre a diminuicdo dos desvios-padrbes das
repeticbes das analises, no entanto, as analises de deutério nas amostras de agua
natural e levemente enriquecidas desta pesquisa ocorreram logo ap0s a conversao
do equipamento que estava analisando o oxigénio-18 das amostras.

Observando o grafico com a reta de enriquecimento das amostras de agua
para os 3 laboratoérios verificamos que existe uma linearidade na leitura dos dados,
podendo ser utilizadas equacdes matematicas que corrijam os valores do laboratério
no qual queira se fazer as analises e repetir em outro local. Evitando os vieses da
leitura dos equipamentos.

Os resultados de oxigénio-18 foram mais precisos em relacdo as analises
intra laboratérios (+0,18%0 a +0,60%.) e acurados nas analises inter-laboratérios
(£0,29%0 a £1,04%0), apresentando os menores valores de desvio padrdao em

comparacao aos resultados intra e inter-laboratérios para deutério.
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Os resultados das andlises do CENA-USP, tanto para as amostras naturais
quanto para as amostras com 25% de concentracdo dos isétopos apresentaram
diferenca significativa (p<0,05) em relacdo aos resultados da FMRP-USP e CIE-
UNESP, estes ultimos ja ndo apresentaram diferenca significativa (p>0.05) entre os
resultados das amostras naturais e das com diferentes graus de enriquecimento
(Tabela 3).

Evidenciada na revisao de literatura, o desvio padrao de analises de oxigénio-
18 em amostras naturais € adequado quando abaixo de +0,2%0, no entanto, quando
analisadas em amostras enriquecidas, € aceitavel a variacdo de +2%o

(WASSENAAR; et al. 2012; WONG,; et al. 1993).
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Tabela 2. Comparagao dos valores de 8°H entre os laboratérios participantes.

Desvio Padrao

FMRP- CIE- CENA- .
USPl UNESP2 USPa* Iab(I)rrl;(tagrios
(6%o) (8%o) (8%o) (8%o)
Média -33,89° -54,04° -45,11°
7 DP 4,19 1,09 0,40 7.8
= g Mediana -34,48 -54,52 -45,18
e & 1° Quartil | -37,90 -54,65 -45,42
<< 3° Quartil | -30,36 -53,37 -44,90
p* < 0,001
= Média 138,20°  11347° 127,32°
0 2 ‘:'% DP 5,91 1,57 0,59 9,5
% 235 | Mediana | 137,40 113,87 127,32
29 § 1° Quartil | 133,84 112,37 126,85
<35 [3°Quartil | 142,88 114,74 127,93
. OL,‘—] p* < 0,001
= S Média 310,57 293,18 -
3 ' DP 4,21 1,63 - 9,0
O =35 | Mediana | 311,38 29311 -
° 2 § 1° Quartil | 309,69 291,80 -
0 <Z |3°Quartil | 313,50 294,63 -
‘;é‘ < pr* < 0,001
Média 488,08 470,68 -
x DP 8,47 5,46 i 11,2
53 | Mediana | 489,39 469,80 -
£ g 2 | 1°Quartil | 482,64 466,61 -
< UEJ 3° Quartil | 494,96 475,50 -
e < 0,001
Média 657,14 639,75 -
x DP 5,75 4,12 i 10,5
£ 88 | Mediana | 658,68 641,15 -
2 o3 | 1°Quartil | 653,94 635,74 -
< UEJ 3° Quartil | 661,34 643,26 -
p** < 0,001

* O laborat6rio do CENA-USP se dispOs a analisar apenas as amostras naturais e enriquecidas
a 25%. p* = ANOVA Médias seguidas da mesma, letra na linha, ndo diferem significativamente ao
nivel de 5% pelo teste TUKEY. p** = Teste T “Student” 1= Técnica Hydra; 2= Técnica da Pirdlise; 3=

Técnica a Laser.
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Figura 3. Grafico para comparagao visual dos valores médios de 3°H entre os laboratérios participantes.
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Tabela 3. Comparagdo dos valores de 30 entre os laboratérios
participantes.
FMRP-  CIE-  CENA- Desvio Padrdo
USP? UNESP® USP™ Iabérr];?(rﬁ-rios
(8%o) (8%o) (8%o) (5%
Média -7,418 -7,43° -7,03°
2 o DP 0,24 0,22 0,22 0,29
g g Mediana -7,41 -7,34 -7,02
e & 1° Quartil -7,50 -7,60 7,17
<= 3° Quartil | -7,31 7,24 -6,03
p* < 0,001
S Média 19,442 19,39° 21,51°
0L S DP 0,25 0,18 0,23 1,04
2 GEJ g Mediana 19,38 19,39 21,54
g o3 1° Quartil 19,27 19,27 21,35
<3%2 | 30Quartil | 19,59 19,54 21,66
@ (T 0* < 0,001
2 S Média 47,10 46,91
S 7 2 DP 0,34 0,33 0,34
3 ) Mediana 47,06 46,96
o 2 § 1° Quartil 46,89 46,65
0 <z 3° Quartil 47,37 47,15
:c—é 5 p** 0,86
< Média 74,39 74,20
0 _c;B) DP 0,37 0,51 0,42
58 Mediana 74,31 74,15
S 3R | 1°Quartil | 74,27 73,81
< UEJ 3° Quartil 74,60 74,69
p** 0,34
Média 100,68 100,49
x DP 0,43 0,60 0,48
=88 Mediana 100,66 100,69
233 | 1°Quartil | 100,36 100,45
< E 3° Quartil | 100,92 100,86
p** 0,85

* O laboratério do CENA-USP se dispbs a analisar apenas as amostras naturais e enriquecidas

a 25%. p* = ANOVA. Médias seguidas da mesma letra nao diferem significativamente ao nivel de 5%
pelo teste TUKEY. p** = Teste T “Student”. 1= Técnica Hydra. 2= Técnica da Pirdlise 3= Técnica a

Laser.
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Figura 4. Gréafico para comparagao visual dos valores médios de 320 entre os laboratérios participantes.
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6. Concluséo

Com o objetivo de futuras pesquisas biomédicas a serem aplicadas em
humanos no CIE-UNESP, verificamos que os valores de mensuracdo de aguas
enriquecidas estdo adequados para a aplicacdo da metodologia na elucidacéo
de questdes metabdlicas que envolvem a saude do individuo. Os valores de
andlise do CIE-UNESP préximos aos da FMRP-USP nos permitira, em futuras
andlises caso seja necessario, que possamos avaliar amostras em ambos 0s
laboratérios, realizando apenas as corre¢cdes de valores para as variacdes
inter-laboratorios, como no caso das analises de deutério.

De acordo com informacdes de WONG, et al. (1993), existem padrbes
internacionais (Deutério: IAEA 302A e IAEA 302B; Oxigénio-18: IAEA 304A e
IAEA304B) de amostras de &guas enriguecidas que também simulam o
processo de diluicao isotopica pés dose em seres humanos, 0s quais ja foram
testados em 23 laboratdrios na determinacdo do valor padrdo reconhecido
internacionalmente, de sua variacdo e na avaliagdo das variacdes inter-
laboratérios, e que podem ser solicitados a Agencia Internacional de Energia
Atbmica para analises em outros centros de pesquisa que desejem verificar a
precisdo e a acuracia das analises. Com este interesse, a equipe de pesquisa
deste projeto esta disposta a solicitar estas amostras e fazer novas
mensuracdes isotopicas de repercussdo internacional, mesmo com a

seguranca dos resultados obtidos neste pesquisa.
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APENDICE C - Teste piloto da dgua duplamente marcada

Concomitantemente as atividades de orientac&o nutricional foram realizados
os testes pilotos da agua duplamente marcada com o objetivo de determinar o
peso da dose destes is6topos para as pacientes nesta fase pré-operatoria. Em
dados de &gua corporal total obtidos em pesquisas anteriores por meio de
bioimpedancia (QUESADA, 2011), verificou-se que as mulheres obesas tinham
no peso corporal total, 50 % de agua.

Para o teste piloto foram selecionadas duas participantes da pesquisa com
0 maior peso corporal e ofertadas doses de dgua marcada. As doses foram
calculadas considerando 70% de agua corporal (dose tradicional para
individuos eutroficos) e 50% de é&gua corporal (dose calculada para as
pacientes com obesidade’). A utilizacdo de diferentes doses teve como objetivo
verificar se a dose para 50% de agua corporal era suficiente para visualizar a
cinética dos isotopos da dose ofertada na agua corporal a ponto de verificar o
enriquecimento dos liquidos corporais e a diluicdo ao longo dos dias de coleta.

As pacientes foram orientadas a estar em jejum alimentar por 8 horas,
podendo tomar agua ao longo deste periodo. Ao chegar a clinica foi coletada
uma amostra de urina basal e posteriormente as pacientes receberam as doses
de agua marcada (181g para a paciente considerando 70% da massa total
sendo agua corporal e 140g para a paciente considerando 50% da massa total
sendo agua corporal). Apos a dose, as pacientes receberam um lanche
isocalérico composto por frutas, sucos e biscoitos, e 4gua (750 ml para cada
paciente). Amostras de urina foram coletadas hora a hora até 6 horas ap6s a

dose de agua marcada e diariamente até 10 dias de teste. As amostras foram

! Informagdo pessoal obtida em reunido com o professor Eduardo Ferriolli, Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto — USP.
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coletadas descartando a primeira urina do dia ou, exceto se a paciente urinou
no periodo noturno, anotando assim as datas e horarios das coletas de todos
0S momentos.

Apés coletadas, as amostras de urina foram pipetadas em criotubos de
4,5ml os quais foram selados com parafilm e armazenados em geladeira. As
amostras foram submetidas a destilacdo para separar as impurezas da urina do
liguido que a compde, sendo que a agua destilada desta amostra bioldgica foi
submetida a andlise isotopica. Devido a problemas técnicos ocorridos no
equipamento Isotope Ratio Mass Spectrometry (IRMS) do Centro de Is6topos
Estaveis — CIE do Instituto de Biociéncias de Botucatu IBB — UNESP, parceiro
neste projeto, as analises isotopicas foram realizadas no Isotope Ratio Infrared
Espectroscopy (IRIS) do Laboratério de Ecologia Isotépica do Centro de
Energia Nuclear na Agricultura — CENA/USP Piracicaba/SP, sob superviséo do
prof. Marcelo Zacharias Moreira. Foram realizadas apenas as analises das
amostras de urina da paciente que recebeu a dose considerando 50% de agua
corporal.

Basicamente, os resultados isotépicos das amostras de urina, obtidos em
delta per mil (& %0) no IRIS, foram transformados em parte por milhdo (ppm).
Posteriormente foi calculado o excesso de cada is6topo em cada ponto de
coleta com os dados isotdpicos pré-dose (basal). Estes resultados,
apresentados numa funcéo exponencial sofreram transformagcdo em logaritmo

neperiano (In) com o objetivo de linearizar os dados (Tabela 1).
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Tabela 1. Valores das analises isotdpicas das amostras de urina da paciente

antes e apos a dose considerando 50% de agua corporal.

Momentos 53°0 5°H ppm ppm
Coletas (%o)* (%o)* Ok Hr | n(Exc®0)*** Ln(Exc?H)***
Basal 3,16  -21,79 199887 152,37 0,00 0,00
12 hora 135,68 754,58 2277,28 273,29 5,63 4,80
22 hora 186,94 1044,58 2380,05 318,46 5,94 5,11
32 hora 184,27 1033,33 2374,69 316,71 5,93 5,10
42 hora 181,11 1018,40 2368,37 314,39 5,91 5,09
52 hora 165,74 1015,86 2337,55 313,99 5,831 5,09 t
62 hora 161,90 995,91 2329,84 310,88 5,80 5,07
1° Dia 146,45 898,44 2298,85 295,70 5,70 4,97
2 ° Dia 130,10 839,72 2266,08 286,55 5,59 4,90
3° Dia 113,67 760,12 2233,12 274,16 5,46 4,80
4° Dia 98,76 667,23 2203,23 259,69 5,32 4,68
5° Dia 83,76 587,47 2173,15 247,26 5,16 4,55
6 ° Dia 64,97 482,68 213547 230,94 4,92 4,36
7 ° Dia 66,44 491,62 213843 232,33 4,94 4,38
8 ° Dia 57,58 435,36 2120,66 223,57 4,80 4,27
9 ° Dia 51,48 401,87 210842 218,36 4,70 4,19
10 ° Dia 4439 35256 2094,22 210,68 4,56 4,07
10 ° Dia + 1
hora 39,49 322,03 2084,39 205,92 4,45 3,98

* delta per mil de oxigénio-18 e de deutério.

** partes por milhdo de oxigénio-18 e de deutério.

*** |ogaritmo neperiano (In) do excesso de oxigénio-18 e Logaritmo
neperiano (In) do excesso de deutério.

t inicio das escalas na figura 1

Os resultados da figura 1 mostram o processo de diluicdo isotépica a partir

da 5% hora ap6s o consumo da dose, seguindo para os dias posteriores a este.
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180 = Oxigénio-18.
2H = Deutério.

Figura 2. Logaritmo Neperiano (Ln) dos excessos de deutério e oxigénio-18
(ppm) versos o tempo (dia). Visualizacdo do processo de diluicdo isotopica dos

compostos marcados na dgua corporal de uma paciente obesa.

A apresentacdo dos resultados do teste piloto evidenciou que a dose
considerando 50% da massa total sendo agua corporal € suficiente para cobrir
a demanda de is6topos na dose das pacientes do grupo que apresentam maior
peso corporal. A diferenca na diluicdo dos iso6topos ao longo do tempo foi
utiizada na equacdo de determinacdo de producdo de CO, a qual
posteriormente € aplicada determinacdo do gasto energético total das
pacientes. Essa diferenca na diluicdo era esperada, sendo explicada pela
perda do deutério nos liquidos corporais (urina, fezes, suor, saliva, etc.)

enquanto que oxigénio-18, além das perdas nos liquidos corporais, também é

perdido na eliminacéo do C*®0, (enriquecido com *20).
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Desenvolvimento das equagcdes para determinacdo da composigcéo
corporal e do GET por meio da 4gua duplamente marcada de acordo com

documento da Agéncia Internacional de Energia Atémica (IAEA, 2009)

Informacdes da Participante
Género: Feminino; Idade: 24 anos; Peso atual: 132,7 kg; Altura: 1,70m;

IMC: 45,9 kg/m?

Informacdes sobre a Dose ofertada a participante

Peso da dose de agua duplamente marcada ofertada: 140,0069g

Peso da dose para a “dose diluida”: 0,429

Peso da agua TAP para a dose diluida: 200,004g

Abundancia do ?H na 4gua TAP: 151,03 ppm

Abundancia do *®0 na 4gua TAP: 1992,8 ppm

Abundancia do ?H na dose diluida: 261,05 ppm

Abundancia do *®0 na dose diluida: 2239,26 ppm

Abundancia do excesso do ?H na dose diluida: 261,05 — 151,03 = 110,02 ppm
Abundancia do excesso do 0 na dose diluida: 2239,26 — 1992,8 =
246,46 ppm

Intercepto Y do °H: 5,098

Antilog do *H: 163,69 ppm

Intercepto Y do *20: 5,8446

Antilog do *0: 345,36 ppm

Kp=-0,105d"

Ko =-0,1317 d*
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a. Célculo do espaco de diluicdo dos isétopos

o= (02 (0] < o

Onde:

Nx = Espaco de diluicdo do isétopo analisado, em Kg.

W = quantidade de dgua TAP usada para preparo da dose diluida.

A = dose de &gua duplamente marcada ofertada a participante.

a = quantidade da dose usada para a “dose diluida”

ADD = enriquecimento isotdépico em excesso, mensurado na dose diluida,
em ppm.

ABW = antilog do intercepto Y do grafico de Logarito Neperiano (Ln) do

enriquecimento isotépico em excesso da agua corporal versus o tempo.

Espaco de diluicdo do Deutério do teste piloto

=[x 2)x (20)] o

N, = [(200 004 x 140’006) X (110’02)] = 1000
b= ’ 0,42 163,69/]

Np = [(200,004 x 333,34761) x (0,6721241)] + 1000
Np = [(66670,855) x (0,6721241)] + 1000
Np = 44811,088 = 1000 = 44,81kg

Espaco de diluigdo do Oxigénio-18 do teste piloto

o= [ 2) (222 < o

N, = [(200 004 x 140’006) X (246’46)] = 1000
o~ ’ 0,42 345,36/] °

No = [(200,004 x 333,34761) x (0,7136321)] = 1000

N, = [(66670,855) x (0,7136321)] + 1000
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N, = 47578,462 +~ 1000 = 47,58kg

Razéao do pool do espaco de diluigao (E—z) deveria entrar entre 1,000 e

1,070, com uma meédia aproximada de 1,034 para adultos. Para o teste

piloto a razdo para o valor da razéo foi de 0,942.

b. Calculo da agua corporal
A &gua corporal total (Total Body Water — TBW) é calculada a partir do
espaco de diluicdo (Ny) dividido pelo fator de troca dos is6topos com o0 meio

n&o aquoso, sendo este fator de 1,007 para *20 e de 1,041 para °H.

TBW a partir do espaco de diluicdo do deutério:

Np
1,041

TBW,, =

44,81
1,041

TBW), = = 43,05 kg

TBW a partir do espaco de diluicdo do oxigénio-18:

TBW, = —0
971,007
TBW, = —— = 47,25k
° = 71007 9
Média da agua corporal total:
TBW, + TBW,
TBWméd =
2
43,05 + 47,25
TBW,psq = 5 = 45,15kg

Conversao da média de agua corporal total de quilogramas para mol:
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TBW,,eq(kg) X 1000

TBW,,sq(mol) = 18,0153
Onde, 18,0153 € 0 peso molecular da agua.
45,15 x 1000
TBWsq(mol) = —————— = 2506,203 mol

18,0153

c. Calculo da producédo do CO; e Gasto Energético Total

As taxas de eliminacdo dos is6topos (Kp e Ko) sdo a inclinagcdo da reta do
logaritmo neperiano (In) do enriguecimento da agua corporal em funcdo do
tempo, desde o consumo da dose.
Kp=-0,105d™
Ko =-0,1317d"

Razao (E—O) deve situar-se entre 1,1 e 1,7.
D

(—0,1317

0105 ) = 1,2543

Producao de rCO,
rC0O, (mol.d™1) = 0,455 X TBW (mol) x [(1,007 X — K,) — (1,041 X — Kp)]
rC0, (mol.d™1)
= 0,455 X 2506,203
x [(1,007 x —(=0,1317)) — (1,041 x —(—0,105))]
rC0O, (mol.d™1) = 1140,3223 x [0,1326219 — 0,109305]
7C0, (mol.d™1) = 1140,3223 x 0,0232719

rC0O, (mol.d™1) = 26,537466

A producdo do rCO, em mol.d™ deve ser transformada em géas (L.d™) por meio
da constante 22,414.
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rC0, (L.d™Y) = rC0, (mol.d™1) x 22,414
rCO, (L.d™1) = 26,537466 x 22,414 = 594,81
Determinacdo do Gasto Energético Total
O calculo do GET requere uma estimativa do coeficiente respiratorio (R),
e, em seguida, a producédo de energia pode ser calculada usando equacdes de
calorimetria indireta padrdo. A equacdo é mais facil de utilizar é a equacao de

Weir modificada.

3,90
GET (Kcal.d~Y) = rCO,(L.d~1) X (1,10 + T)

O R usualmente é assumido entre 0,86 ou 0,85, mas é recomendado que

os valores representem a dieta local.

3,90
GET (Kcal.d™1) = 594,81 x (1,10 +3 85)

GET (Kcal.d™') = 594,81 x (1,10 + 4,5882352)

GET (Kcal.d™') = 594,81 x 5,6882352 = 3389, 22 kcal

d. Saida de dados com atécnica de dgua duplamente marcada:

Composicéo Corporal

Agua corporal total: 45,15 kg

515 — 61,68 kg, onde 0,732 é a constante de hidratacdo de

Massa Magra: —
0,732

massa magra.

Massa Gorda = Peso Total do Individuo — Massa Magra

Gordura Corporal (Peso total — Massa Magra): 132,7 — 61,68 = 71,02kg.

% de Gordura Corporal: 53,52%
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Gasto Energético Total

7C0,(L.d™Y) = 594,81. GET (Kcal.d™1)= 3389,22

Concluséo

Com a dose de agua marcada considerando 50% de &gua corporal total
na paciente do teste piloto foi possivel verificar o enriquecimento dos liquidos
corporais com o0s is6topos marcados e a diluicdo destes ao longo do tempo,
portanto, a determinacao de uma dose fixa considerando 50% de agua corporal
da paciente mais obesa ira cobrir a quantidade da dose para as pacientes com
maior peso e consequentemente para as que apresentam menor peso corporal.
Com o desenvolvimento das equacdes especificas obtivemos os resultados
esperados para as variaveis que compreendem o0s compartimentos corporais

(massa magra e massa gorda) e o gasto energético total.
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1. Abstract of the Initial Plan

Today obesity surgery is the procedure of choice for severely obese
individuals because it promotes greater and longer-lasting weight losses and
effectively controls chronic, body adiposity-related metabolic disorders, a
serious and common global health problem. However, surgery results are not
the same for all obese individuals since a small part of the population does not
benefit from surgery, obtaining a smaller weight loss than expected and even
having a recovery of the lost weight. This may be related to adaptive metabolic
processes with probable genetic implications.

Energy restrictions imposed by clinical treatments induce changes in
weight and body composition reducing the metabolically active mass and
consequent reduction of the components of energy expenditure (LEIBEL,
ROSENBAUM, HIRSCH, 1995; HEILBRONN et al, 2006; REDMAN et al.,
2009). Contradictorily, energy restrictions caused by physiological methods,
such as in cases of surgical approaches, have shown not induce this metabolic
adaptation (COUPAYE et al. 2005; CAREY et al. 2006; FOGACA, 2009;
OLIVEIRA et al, 2011). There are still doubts about the discrepancies in the
results, and an efficient evaluation of the compounds of the metabolism is
essential to verify the performance of these components in the weight control
and metabolic adaptation.

Studies of energy expenditure are usually conducted in metabolic
chambers that do not allow free-living of the participants, therefore restricting
normal activities which can lead to bias on the data obtained. The use of stable
metabolic tracers in nutritional sciences is very active in international research
and under development in Brazil. In the doubly labeled water (DLW) technique

deuterium (°H) and oxygen-18 (*®0) allow the evaluation of Total Energy
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Expenditure (TEE) with the individual free-living, as opposed to metabolic
chamber where activities are restricted to the environment. Furthermore, these
stable isotope dilutions in water body allows the evaluation of body
compartments (lean mass, fat mass) with greater precision than those obtained
by other methods. Thus, the application of stable isotopes has strong potential
to lead to a more precise and accurate elucidation of the issues related to
metabolic changes and food intake caused by obesity surgery.

In an attempt to investigate TEE and underreporting of energy intake,
which could interfere with weight loss after surgery, and taking advantage of the
favorable technical and scientific landscape, the objective of this project was to
assess how factors associated with energy metabolism, body composition and
food consumption influence the body’s response to bariatric surgery 6 and 12
months after the procedure. This was a self-controlled clinical trial involving 22
women with body mass index (BMI) between 40 and 50 kg/m?. TEE and body
composition was determined by DLW. The dietary intake and physical activity
level was assessed through records of three non-consecutive days. All these
data were collected in Brazil and the DLW data has been organized and
discussed with the help of Dr. Dale A. Schoeller who developed the technique in
humans.

The internship at the Stable Isotope Lab of the Biotechnology Center at
the University of Wisconsin - Madison, under the supervision of prof. Dale A.
Schoeller was executed with the objective of providing academic gains aimed at
deepening the knowledge of the DLW technique applied in the studies of
obesity and discussion of the energetic metabolism alterations caused by the

surgery, as well as other benefits about this academic experience.
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Hopefully the study will provide answers to the hypotheses raised in
previous studies and help with decisions regarding treatment and postoperative

care.

2. Summary

During the period of this internship the goals which were described in the
planning were achieved. Meetings with the technicians of this laboratory were
carried out with the aim to learn about the equations and preparation of the
DLW subjects’ doses and about the diluted dose to analyze and use the
information in the equations to determine the TEE and the Total Body Water
(TBW). They taught me about these equations, how to use spreadsheets to
calculate data with two or many points of sample analysis.

During the internship the technicians taught me how to use the Delta
Plus mass spectrometer (Finnigan MAT, Bremen, Germany) to analyze 2H
samples and a continuous flow Isotope Ratio Mass Spectrometer — IRMS (Delta
V; Thermo Scientific, Bremen, Germany) for 20 analysis.

| worked on a specific project, helping to process urine specimens,
prepare vials with these samples, putting them in an auto-sampler and running
the analysis on IRMS. | worked with the data to learn about the scale correction
equation, the TEE and TBW equations and about the quality control
parameters.

| accompanied the work of a post-doctoral student of Dr Schoeller’s
laboratory who worked with human urine, blood and saliva samples, and the
work of the technicians of this lab with all the projects which were conducted

during the internship period.
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| participated in meetings with Dr. Schoeller to discuss the data | worked
on to learn about the equations, to organize and discuss the data from my
doctoral research, learn about the memory effect in the results, how to verify the
quality of the data, and how to identify the error on the analysis on the sample
collection or on the equations. We have discussed the possibilities of papers
which can be published with all the data collected.

During all this period, | have had the opportunity to meet new
researchers who work with stable isotopes in different areas of the science and
| have done the bibliographic survey for the production of paper and thesis.

I have kept in touch with our laboratory in Brazil to help them to correct

the memory effect and the protocol of analysis.

3. Detailing of Progress

a) Preparation of Doubly Labeled Water Doses

For my doctoral study in Brazil, | calculated the dose of DLW for a
specific group of individuals (overweight). During the internship, | have learned
how to calculate the dose for groups of people with different degrees of body
mass.

The human dose of DLW was calculated initially considering the
enrichment around 98,8%. for the *20 in the richest biological sample with this
compound, analyzed on the IRMS machine (SCHOELLER, 1983). However,
after a period with high cost of this element, the dose has suffered a slightly
lower modification, achieving about 90%. enriched in richest sample. For this
purpose, the dose is around 0.22g.kg™® TBW of *®0O enriched in 99.8 atom%

excess or around 2.05 g.kg TBW of 20 enriched in 10.8 atom% excess. For
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deuterium analysis, it is necessary to achieve around 814%. in the richest
biological sample with this compound, thus a dose about 0.14g.kg™ TBW of *H
enriched in 99.8 atom% excess.

Considering these premises, the quantity of the DLW dose can be
around 2.19 or 2.29.kg*TBW. It can have small changes in cases when the
period of data collection is lower (7 days) or higher (14 days), or if the
physiological conditions of the participants are abnormal as in the case of
athletes where isotope turnover is fast. To decide how much of the dose should
be ingested, it is necessary to do a critical analysis about the study, the
methodology and the subjects.

A fixed dose has the aim to prepare the same quantity of DLW for range
of subjects considering their body mass and water. This is possible in the USA
because there are largescale epidemiological studies that have evaluated the
nutritional status from males and females in a large range of weight and age,
analyzing the body composition with DLW and bioimpedance techniques
(CHUMLEA, et al., 2002; SUN, et al., 2003). The National Health and Nutrition
Examination Survey (NHANES) and the Observing Protein and Energy Nutrition
(OPEN) Study are huge studies which assess the health and nutritional status
of adults and children in the United States. With the information from these
surveys, was possible to determine the quantity of dose that corresponds to
ranges of weight and Body Water (BW) which is used in other studies with DLW

technique (Table 1 and 2).

178



Table 1. Dose of Doubly Labelled Water for range of the population based on

the body weight.

Ranges A B C D E
Dose weight (g) 54.0 63.0 74.0 89.0 100.0
Female (Body Weight — Kg)* <60.0 60.1 - 75.0 75.1-95.0 >95.0 none
Male (Body Weight — Kg)* none <65.0 65.1 —80.0 80.1-95 >95.0

Source: DA Schoeller, Stable Isotope Laboratory — Biotechnology Center / UW-Madison.

Table 2. Dose of Doubly Labelled Water for range of weight for overweight and

obese population.

Ranges A B C D E
Dose weight (g) 58.0 67.0 79.0 95.0 114.0
Female (Body Weight — Kg)* <55.0 55.0-75.0 75.1-110.0 >110.0 none
Male (Body Weight — Kg)* none <60.0 60.0-70.0 70.1 - 95 >95.0

Source: DA Schoeller, Stable Isotope Laboratory — Biotechnology Center / UW-Madison.

To produce a large amount of DLW and to separate the doses by the
ranges, it is necessary to mix the both isotopically labeled waters, as specified

on the next table (Table 3).

Table 3. Quantity of isotopically labeled waters to be mixed and produce the

Doubly Labelled Water.

Oxigen-18 10.8 atoms%  Deuterium 99.8 atoms%

(Kg) (9)
2 136
3 206
4 273
5 342

Source: T. Shriver, Stable Isotope Laboratory — Biotechnology Center / UW-Madison.

b) Preparing the Dose Diluted
The Dose Diluted (DD) is a small quantity (between 0,10xx; 0,15xx;
0,20xx) of DLW diluted in 80.0 grams of natural water which is analyzed in the

IRMS and the results are used in the equation to determine the TBW and TEE.
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In this laboratory, at UW-Madison, | learned a simple way to prepare the

DD. For this purpose, is necessary to follow the next instructions:

Chart 1. Instructions to prepare the Dose Diluted.

Tools used:
e volumetric flask
e Insulin Syringe
e 60 ml syringe

e Double distilled water

1
e Cryotubes
e Parafilm
e Precision Balance
e Labeled Water — Dose
Sample
Place the volumetric flask in a
? precision scale and zero the value.
Using a 60 ml syringe, add 80 ml
of double distilled water in the
volumetric flask. Be careful not to
get water out of the flask and
3 change the value of the scale. Hold

a steady hand. Upon reaching 80

ml, write down the exact amount of

the scale and zero the value of
this.
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Using an insulin syringe, add the
desired amount of labeled dose
(between 0,10xx; 0,15xx; 0,20xx).
Do not press the plunger, just
rotate it slowly until it reaches the

desired value.

Wait for the value to stabilize and

note.
5 Close the volumetric flask and mix 10 times.

Wait 12 hours to transfer to cryotubes, considering complete mixing of the

labelled water with natural water.

7 Reserve 4,5 ml of the diluted dose in cryotube, use parafilm to seal the
cryotube.
Reserve 4,5 ml of the natural water in cryotube, use parafilm to seal the

cryotube.

9 Analyze together with the urine samples.

c) Preparing the Samples to be Analyzed via IRMS — Kohrt Study
There are different techniques to analyze enriched urine samples. In our
laboratory we work with pyrolysis technique, in which it is necessary to distill the
samples in a vacuum cryogenic line. The Stable Isotope Laboratory at UW-
Madison uses the chromium reduction technique to analyze deuterium in urine
samples. For this laboratory, the samples are cleaned with a carbon black and

filter technique. This procedure is done following the next instructions:
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Chart 2. Instructions to prepare the samples to be analyzed.

e Transfer the urine sample
from the cryotube to a
disposable culture tube.

e Put a small quantity of
carbon black powder.

In a Vortex Machine, mix the
urine sample with the carbon
black powder during 40 seconds,
or until the sample becomes
T < homogeneous.
A== -~

e Transfer the homogeneous
mixture to a 10 mL syringe
(picture 1) with a nylon
acrodisc syringe 0.45um filter
(picture 2)

b . e Press the syringe plunger so

\%w-‘"’ the clean sample returns to

the original cryotube.

(9ete
&

(1) )

With transfer pipets, put 1mL
of the sample in a vial to
analyze Oxygen-18 (picture
1) and Deuterium (picture 2)
in the specific IRMS.

d) Isotope Ratio Mass Spectrometer
Currently, there are several types of instruments and peripherals to
analyze isotope ratios in solid and liquid samples, for example the cavity ring-
down spectrometer (CRDS) and Isotope Ratio Mass Spectrometer (IRMS).

Samples are introduced in the gas phase into the IRMS via either a Dual Inlet
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(DI) or Continuous Flow (CF) system. Liquid water can be analyzed for *°H by
evolving hydrogen gas from the sample in an oxidation reduction reaction with
hot (850°C) chromium (2Cr + 3 H,0 — Cr,05 + 3H,). The sample is then
analyzed against a standard using the dual inlet for m/z of 2 and 3.

The 'O is measured by equilibrating CO, (gas) with H,O (liquid)
(COyg) + H,O0qy & H,CO3) and then, after the equilibrium, analyzing the
carbon dioxide utilizing continuous flow for the detection of m/z of 44, 45 and
46. The Stable Isotope Laboratory at UW-Madison uses both techniques to
analyze doubly labeled water in biological fluids in both humans and animals.

During the internship | learned and worked with both of these techniques
which are different from what | have learned in Brazil (pyrolysis technique). The
chromium reduction reaction coupled to the IRMS using the dual inlet is an
older method than pyrolysis, however, it is considered here a more accurate
method in the measurement of the isotope ratio. Although using the dual inlet
requires more preparation time than the continuous flow needed for the
pyrolysis system. In order to use the dual inlet, | have learned the following step

by step instructions (Chart 3).
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Chart 3. Step by Step to prepare the DI -IRMS to analyze deuterium in liquid

samples.

1 Check if the last sequence of analysis was completed.

2  Check if the needle of the syringe analysis is appropriate.

Close the windows of last analysis.

Open the window for the gas
line.

Open valves 23, 24, and 39 to
eliminate the gas of the last
analysis which is inside the
bellows. The pressure value
related to the bellows
decreases to zero.

To open the reference gas,
valve number 33 for the source
should be closed.

Close valve 24 and open valve
21 to clean the gas line of the
reference gas cylinder. Check
for the pressure to decrease
and stabilize.

Close valve 21 and open the
reference gas bellows (100%).

Open the reference cylinder
valve for 5 seconds to allow the
reference gas to enter in the
system.
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Close valve 23 and open valves
21 and 24 to allow the reference
gas to enter the bellows. Wait
until the pressure of the bellows
stabilizes.

Close valves 21 and 24 to keep
the gas in the bellows.

Open valves 23 and 39 to
release the excess gas from the
line. The optimum pressure of
the reference gas bellows is
below 80.

Close valve 39 and open valve
24 to release gas for a large
gas line extension, aiming gas
bellows for 80 pressure. Wait
for the pressure to stabilize.

Close valve 24 to maintain the
gas inside the bellows.

Open valve 39 to release the
excess gas in the large line gas
extension.
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Close valves 39 and 23 and
open valve 24 to release small
amount of gas in the gas line
lesser extent. Wait for the
bellows pressure to stabilize.

Close valve 24 and open valve
23 and 39 to release this
excess gas in the small stretch
league.

Repeat the previous two
processes (15 and 16) to the
reference pressure of the gas
bellows reaches values near 80.

Open valve 33 so the reference
gas in the bellows accesses the
source and reaches equilibrium.
Attention to millivolt value for
mass 2 (deuterium).

Wait for the balance between
the bellows and the source, this
occurs when the millivolt value
is stable.

The optimal value for the
analysis is 4000-8000 millivolts.
If you leave too low, it is
possible that the gas runs out
before finalizing the analysis of
all samples. Therefore, seek to
balance the bellows gas to the
source between 7000 to 7500.
For this, close valve 23 and
open valve 24 to release some
of the gas from the bellows.
Observe the value in millivolts
to decrease and stabilize.
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e After stabilizing the millivolt
T value, close valve 24 and open
. &= ] = valve 23 for the gas to be
| ete=7 T lple released.
: |’ When the values of the gas
- /?"0 i pressure in the bellows and
' - il TR source millivolts reach the ideal,
,]‘ : il | you are ready to begin the
\ analysis.
Prepare the samples in the analysis system, placing them in wave
system (from low to high enrichment).
29 Enter the name of the samples and the routine running of the analysis in
the software.
23 Select all the samples which will be analyzed.

24 Press play and save in a new folder.

20

21

The number of the analysis of each sample is decided by the technician
and the supervisor of the IRMS Laboratory. It is important to considerer the
memory effect in the machine after analyzing samples with high enrichment.
Since the chromium reduction reaction method has high accuracy and
precision, it is possible to run the sample analysis in duplicate or triplicate and
achieve numbers with acceptable standard deviation value. In the IRMS Lab at
UW-Madison, the deuterium analysis begins and ends with two laboratory
standard samples with natural and high enrichment (Figure 1). These laboratory
standard samples were created in large quantity and measured in relation to
International standards sample (SMOW and SLAP) from International Agency
Energy Atomic (IAEA). The aim of standards measurement is to evaluate the
precision and accuracy of the IRMS and use the average of these values in the
normalization equation of the samples analyzed, which is explained later.

The analysis begins with Madison TAP Water (MTW), which is a
laboratory standard sample with a known value for deuterium in natural
environment (-56.25 &%.). Then they analyze another laboratory standard
sample, called Working Standard 5 (WS5) with high and known enrichment

(796.75 ©%0). Since a sample with high enrichment is analyzed, it is
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recommended the next sample also has a high degree of enrichment. Then, the
first post-dose urine sample (4 hours after dose) is analyzed in triplicate and the
next sample (5 hours after dose) in duplicate. Since the difference in the
enrichment between them is low, it is possible to achieve a small standard
deviation in the same sample even in duplicate measurement.

The next sample to be analyzed is the 10™ day after the dose, but it
needs to be at the same hour of the day that the first urine sample was
collected (4 hours after the dose time). This sample is analyzed in triplicate
because there is a large difference in this enrichment in relation to the
enrichment of the previous sample. It will help to achieve a precision value in
the analysis. Next, the 10" day (5 hours after the dose time) is measured in
duplicate (Figure 1).

The baseline sample is measured after a duplicate analysis of the MTW,
which is done with the aim to “clean” the IRMS and obtain a precise value for
the baseline sample. Since the baseline sample also has natural enrichment,
this analysis is done in duplicate after the MTW measurement (Figure 1).

Sometimes the values of the analysis appear different from expected and
it indicates that some problem occurred with either the IRMS or with the sample.
It is important to have a technician with extensive knowledge about the machine

and the technique to find the problem and fix it.
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Figure 1. Example of data input to analyze deuterium in the DI-IRMS at IRMS

lab — UW — Madison (Two points method).

L) E [ D E F G H | J

Sitdy Mame avgmem step 1 T Average of
Sample avgmem step 27 HOIWID! Memory Step 1.
Use with 1.2ul Hamilton suringe 3048%1 T oaorsa!
zavs smow |mem step | mem step 2 con mem| mem adj | scale adj |3 08Y'2 " 4O Average of
Madison TAP Water [MT'w] - Standard Sample Matural enrichment 0000 #0OMy0! Memory Step 2.
Madisan TAP Water [MT'w] - Standard Sample Matural enrichment 0,00 #000! | MTwW e
Madison TAP Water [MT'w] - Standard Sample Matural enrichment 0,000 #DMADH WSS '_# 0!
‘wiork Standard 5 (W35) - Standard Sample High enrichment #Oho! #OMIDNT #OBAOHT #D0A0! Average memory
‘wark Standard 5 [(WS5) - Standard Sample High enrichment [ #D0AOT #0000 #0RNO T #DheD! effects STEP 1 of
‘wiork Standard 5 ['w'55) - Standard Sample High enrichment U #0ri0 7 #Dma0 | #0000 the last 2 days +
High Errichment Sample (4 hours after doze) HOMIDT #OMNCHT SO0 current day
High Errichment Sample (4 hours after doze] F#0nin T #Dma0 | #00K0!
High Errichment Sample (4 hours after doze) [ #DIIOLT #DM0T #D0D!
High Errichment Sample (S hours after doze] F#0nin T #Dma0 | #00K0! Average  memory
High Errichment Sample (S hours after dose) [ #D0IOLT #DMG0T #D0D! effects STEP 2 of
Low Enrichment Sample (¢ hours 10 days after doze] Fosonn F#0ninf #Dma0 [ #000! the last 2 days +
Low Enrichment Sample (¢ hours 10 days after dose] F oo #oro #ono T #0n0 Y
Low Enrichment Sample (¢ hours 10 days after dozse] F#0ninf #Dma [ #0000 current day
Low Enrichment Sample (5 hours 10 days after dose] [ #ome0 [ #0ne0 ™ #0io
Low Enrichment Sample (5 hours 10 days after dose] U #0000 #D0A0T #0000 Average of MTW
Madisan TAP water (MT'W] - Standard Sample Matural enrichment HOMNOUT #OMKNOUT #0000 from the beginning
Madisan TAP ‘water [MT'W] - Standard Sample Matural enrichment U #0007 #DMA0HT #00ND! and ends of the
Baszline Subject HOMIDNT #OBAOHT #D0A0! .
Baseline Subject e e e running analyze.
Madison TAP ‘Water [MT'W] - Standard Sample Matural enrichment #OMNOU #OMNOUT #O0NO!
Madizon TAP water (MT'w]1- Standard Sample Matural enrichment F#0ninf #Dma [ #0000 Average of WS5
Madison TAP ‘Water [MT'W] - Standard Sample Matural enrichment g I #0no [ #ome0 [ #0ne0 ™ #0io from the beginning
‘woark Standard 5 (W'S5] - Standard Sample High enrichmen L OO HOMOUT #OBNOLT #OID! and ends of the
‘whork Standard 5 [WS5] - Standard Sample Hi ment / [ #or0 [ #0neo ™ #0no ) |
‘work Standard 5 [('W3S5) - Sta = High enrichi / /: #ono [ w! R running analyze.
Sample Value from Equation to Equation to Equation to correct Equation to adjust Value of the
the IRMS. determine the determine the the memory effect. the sample value Sample after
memory effect, step memory effect, step with the memory applying the
1. 2. effect value. equation to

To analyze oxygen-18 in urine samples, | learned and worked with the
CO, equilibration technique utilizing CF-IRMS. This kind of machine has a
simple process to prepare and analyze the sample. First it is necessary to flush
the head gas from the sample vial adding CO, with a known value and wait 24
hours until the oxygen in CO, changes with the oxygen in the H,'®0. After this
period, it is possible to analyze the C**0, enriched in a continuous flow system.

In the Stable Isotope Laboratory at UW-Madison, after every 5 replicates
analyzed of the same sample, the standard gas is measured with the purpose
of "cleaning" the machine for the next sample analysis (Figure 2). The analysis
begins and ends with the laboratory standard samples (MTW and WS5) which
also have known values for 80 (MTW = -7.74 8%o; WS5 = 109.29 5%o). They
are used to evaluate the precision and accuracy of the IRMS and the average of

this values is used in an equation to normalize the value of the subject samples
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analyzed. The data input to analyze *®0 in the IRMS is done by putting the
subject samples day-by-day, because the memory effect for the *20 is quite low.

The samples are measured in 5 replicates but only the last three are
used to calculate the average value of the sample which is corrected in an
equation to normalize the value in relation to the standards samples. The
standard deviation between the last three repetition of the sample needs to be

below 0.3 %o to be considered acceptable.
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Figure 2. Example of data input to analyze oxygen-18 in the CF-IRMS at

IRMS lab — UW — Madison (Two points method).
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e) Correction of the Memory Effect in Deuterium Analysis

The isotope term “memory effects” indicates situation in which the

isotopic composition from a high enrichment sample affects the following
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analysis. The memory effect during the conversion of H,O to H; is typically
overcome after repeated injections of each sample until a value reaches the
equilibrium plateau.

When there is a large difference (200 %0 or more) in the deuterium
enrichment between two different samples analyzed, equations are applied with
the aim to correct the memory effects (Figure 3).

Figure 3 shows these equations. In column “D” called memory step 1
(Figure 3) is calculated the percentage of memory effects between the last and
the first replicate of one sample in relation to the last replicate of this sample
and the last replicate of the sample analyzed before. In the memory step 2
column “E” (Figure 3) is calculated the percentage of memory effects between
the last and the second replicate of one sample in relation to the last replicate of
this sample and the last replicate of the sample analyzed before. The value of
this second memory step needs to be lower than the first step. This equation is
applied every time on samples with 200 &% of difference between them. Later
an average of these values are calculated in the column “J”, line 1 and 2.

To correct the memory effects with more precision, an average is
calculated with the values of the memory effect from the current day and the
last 2 days of analysis (column “J”, line 3 and 4).

The correcting value of the memory effect is calculated on the column
“F”, Multiplying the percentage of the memory mean of step 1 (column J, line 3)
with the delta value of the sample in relation to the value of the last sample
analyzed above (“Column C line 8" minus “column C, line 7”), and multiplying
the percentage of the memory mean of step 2 (column J, line 4) with the delta
value of the sample in relation to the value of the last-to-last sample previously

analyzed (“Column C line 8" minus “column C, line 6”). These two values of the
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multiplying equations are then summed and the corrected value of the memory
effect between the analysis are obtained.

In column “G” is calculated the adjusted value of the sample, adding to
the value of the sample obtained from the IRMS (column C), the value of the
corrected memory effect (Column F).

The last adjustment in the value is done in the column “H” applying an
equation to normalize the value in relation the laboratory standards values. This

equation is applied in the oxygen-18 results and is explained bellow.

Figure 3. Equations to correct the memory effects in deuterium analysis.
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f) Equation to normalize the isotope values.

The normalization of the isotope value has the aim to obtain the true &-
value of the sample and an accurate inter-laboratory comparison of results. This
equation is a two-point linear normalization done in the stable isotopic
composition of sample, measured relative to the isotopic composition of a
reference gas, which converts and reports the value in a respective international

stable isotope reference scale.
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This normalization is applied for any isotopes values, like ?H and **0O
compounds. The true &-value of any unknown sample can be estimated using a
geometrical relationship between two congruent triangles after plotting the
measured value of the reference standards on the X-axis and the true value of
these standards on the Y-axis (DEBAJYOTI, SKRZYPEK, FORIZS; 2007).
Figure 4, illustrated by Debajyoti and collaborators (2007), shows the basis for

two-point normalization equation.

Figure 4. The slope (m = tan a) of the regression line, ADE, is represented by
the trigonometric relationship between the base and height of two right-angle

congruent triangles ABD and ACE (DEBAJYOTI, SKRZYPEK, FORIZS; 2007).

87 [%o]

0 T T T T 1
0 8" [%o)

The slope (tangent of angle a) of the linear regression is given by

equation 1:

T _ T T T
Sspi= Ostaz _ Sseq1— Ostaz (1)

slope (m) =tana = G——r— = —f 2L
Ospi=Ostaz  Ostar— Ostaz

Where:

8¢y,= true delta value of the isotope analyzed in any sample.

81, 41= true delta value of the isotope in a standard sample (high enrichment).
81, 4,= = true delta value of the isotope in a standard sample (low enrichment).
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64 .= Measured delta value of the isotope analyzed in a standard sample (high enrichment).
54 ,,= Measured delta value of the isotope analyzed in a standard sample (low enrichment).

85“,4[,1: Measured delta value of the isotope analyzed from any sample.

Simplifying the equation 1 for the 65Tpl, results in equation 2:

T T
T _ O5ta1— Ostaz M M T
Ospt = sm. 5w X (55p1 — 8%42) + 6%an (2)
Std1 Std2

This equation to normalize the isotopic values is necessary to decrease
the errors in the results of the analysis and is applied in all laboratories with

stable isotope technique.

g) Calculating Total Energy Expenditure (TEE) and Total Body Water
(TBW) using Spreadsheets

| have been studying the equation to determine TEE and TBW since |
started my postgraduate studies. During this internship, | had the opportunity to
deepen the knowledge about this technique and the equations with the scientist
who developed these calculations and with his co-workers.

All of them, Dr. Dale Schoeller, Natalie Racine and Timothy Shriver, who
have been working with this technique for many years, shared with me
everything that was possible about their knowledge during these six months of
internship.

| learned how to work with and calculate the information about TEE and
TBW in their spreadsheet, and this allowed me to correct miscalculations in the
spreadsheet that | have created was using before this activity. Kindly, they have
allowed me to get copies of the spreadsheets of equations they use to start to
work with my data in these spreadsheets.
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| worked with two (Figure 5) or multiple points equations (Figure 6),
designed in spreadsheets considering the quality control parameters to evaluate
the quality of the analysis and the results of TEE and TBW.

These spreadsheets are easily used, however, knowledge about
equations and metabolism is essential, which will help in the critical evaluation

of the results.

Figure 5. Image of the Spreadsheet used to calculate TEE and TBW

with two points equation.
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Figure 6.

Image of the Spreadsheet used to calculate TEE and TBW

with multiple points equation.
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2 |Lot

3
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B
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2
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To the left are diluted aliquots of DLW that the subject drank. There are three flasks,
each get 80g tap water, plus 0.1, 0.15, or 0.2 g DLV/. Record weight of tap and weight of
DLVI. Total H20 is the sum of tap plus DLW. Mix well, leave overnight. Save an aliquot
of tap water.
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9
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del 1:
del 2
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dil 1
dil 2

18 "0 del SMOW

17 dil 1A :
18 | dil 2A :
18 | dil 3A :
20 |dil tap:
21
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del 1:
del 2
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22
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35
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20,29
29,12
73
3149

4,503
4,490
3,457
3,450

0,08

0,13
13,93
14,08

PD3
ED1
ED2

/2008 11:00

PD2-ED1
51 |PD3-EDZ
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POINT SLOPE CALCULATIONS
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h) How the Changes in Isotope Abundance Affect TEE and TBW

The precision and accuracy of the data from IRMS are essential both for
the evaluation of inter-laboratory results and for the metabolic outcomes
obtained from the analysis. It is required to achieve a small standard deviation
between the analysis of the same sample, meaning the value of the analysis
achieved the equilibrium plateau and the memory effect in the machine was
minimum or null.

In the beginning of my internship, with the aim to start working with the
spreadsheets and understand what is happening with the results, Dr. Schoeller
has asked me to study and prepare a presentation about "How the changes in
isotope abundance affect the TEE and TBW calculation results?".

For this purpose, | worked in his spreadsheet with data from my study to
understand what happens when 5.0 ppm or 0.5 ppm is considered an
acceptable standard deviation for repetition of the values of ?H or 20 in the
baseline sample analysis.

The first number that | evaluated was the Dilution Space — Ratio (Ng/No)
(DS-Ratio) of the isotopes in the aqueous and non-aqueous compartments of
the body. The acceptable value of the DS-Ratio is 1.00 to 1.070, with the ideal
for adults being 1.034 (IAEA, 2009; RACETTE et al., 1994). In a study with data
from 2,297 humans which were obtained over the 30 years of work analyzing
many samples from metabolic researches in this laboratory, Sagayama and his
co-workers (2016), have showed the ideal DS-ratio is 1.035 — 1.037 and the
average is 1.036 for adults between 1 and 80 years old.

Even with large changes (+5.0 ppm) in the values of ?H or 20 in the
baseline samples, the value of the DS-ratio remains within the accepted values

described in the literature (IAEA, 2009; RACETTE et al., 1994) (Figure 4).
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However, a wrong value in this parameter can affect the calculation of the TEE

and TBW, leading to errors in reading and in understanding the physiology of

the metabolism.

Table 4. Differences in the dilution space ratio value, accepting £5.0 ppm or

+0.5 ppm in the ?H and 20 baseline values.

Isotope Values Baseline

Intercept Value

DS-Ratio Difference

Changes . opm) ng——r— NiN) (%)
+5.0ppm 199955 160.07  386.24 2124  1.0471 +1.07
+ 0.5 ppm 1995,05 155.57 389.88  216.5 1.0371 +0.10
Right 1994.55 155.07 390.29 217.0 1.036 =
-0.5ppm  1994.05 154.57 390.70  217.4 1.035] -0.10
-5.0 ppm 1989.55 150.07 394.40 2216 1.025] -1.06

A variation between * 10% in the value of the TEE and TBW was

described, in relation to the right value, after change + 5.0 ppm in the baseline

H or 80 results, and around 1% of difference was previewed when + 0.5ppm

were acceptable in these results (Table 5 and 6).

Table 5. Differences in the TEE and TBW value, accepting £ 5.0 ppm or 0.5

ppm in the *20 baseline values.

Changes

+5.0 ppm
+ 0.5 ppm
Right
-0.5ppm
-5.0 ppm

Isotope Values

Baseline (ppm) TEE Difference  TBW  Difference
) 7 (kcal) (%) (kg) (%)
1999.55 - 28701 +11.97 35.621 +0.51
1995.05 - 25931 +1.17 35.45¢1 + 0.03
1994.55 155.07 2563 - 35.44
1994.05 - 2534 -1.13 35.42] - 0.06
1989.55 - 2277 -11.16 35.25] -0.54

The difference of the TEE values means around + 300 kcal in the energy

expenditure in relation to the real outcome (Table 5 and 6). This large variance

in the energy expenditure can affect considerably the comprehension of the

metabolic response and the real results of a study.
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Table 6. Differences in the TEE and TBW value, accepting £ 5.0 ppm or 0.5

ppm in the ?H baseline values.

Isotope Values

Changes Egse“ne (ppg:j (-Ik-(I:EaEl) lef?(;oe)nce 'IEIIZ;/)\/ D|ff(e(;3nce

+5.0 ppm - 160.07 2262] -11.74 35.821 +1.07

+ 0.5 ppm - 155.57 2535 -1.09 35.471 +0.09
Right 1994.55 155.07 2563 - 35.44

-0.5ppm - 154.57 25921 +1.13 35.40] -0.11

-5.0 ppm - 150.07 28331 +10.54 35.07] -1.04

Reliable outcomes can be obtained certifying the quality of the results

from the analysis. Some errors in the results can be from problems with the

analysis in IRMS such as low repeatability in the values, accepting large

standard deviation between the repeatability of the same sample, and problems

with memory effect in the IRMS. Other problems with the values can be from

mistakes with the sample collection such as cross-contamination of samples

(low or high enrichment), patient error while collecting the sample, and errors in

recording in the date or time of the sample collection.

To ensure the quality of the results, is important to check to some

information:

v' The quality control numbers from the MS (Internal References,

Memory in the IRMS).

v The reproducibility of the samples (Low Standard Deviation).
v' The quality control numbers in the TEE sheets.

v Dilution Space Ratio

v Verify if the values of **0 and ?H reached the equilibrium

plateau, mainly in samples after 4 and 5-hour post-dose.
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v' Check if the difference between the isotopes follow the
same magnitude and direction, and represent a real

physiological response.

1) Working with the Data from my PhD Research.

After learning how to use the spreadsheets and how to critically analyze
the results, | started to work with the data from my PhD research.

In meetings with Dr. Schoeller, it was verified that the values of the DLW
analysis from my research were not adequate, mainly because of the memory
effect in the IRMS analysis. So, we asked the laboratory in Brazil to repeat the
analyses of specific days of urine samples (baseline and 1°, 2°, 3°, 12°, 13° and
14° days after the subject has ingested the dose of DLW). The period to repeat
the samples of urine has taken longer than we were expecting, and it has
delayed the schedule of writing the associated manuscripts.

As the samples were analyzed and sent, | performed the evaluation of
the values and calculated the true values using the two-point linear
normalization. Subsequently, | calculated the TEE and TBM values in the
multipoint worksheet.

The first review of the results was done in meetings with the technician of
the laboratory Natalie Racine, who helped me to verify the quality of the results,
correct some errors and analyze critically the values. After these consultations, |
had meetings with Dr. Schoeller to show him the results and fix some problems
in an attempt to obtain the best information about energy expenditure and body

water for each subject using math strategies to correct the values.
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Some results were not possible to correct mathematically, so we asked
the laboratory in Brazil to analyze all fifteen urine samples per subject, and it
has helped us to correct the results and obtain better outcomes.

All the researchers in this laboratory have explained the quality control
information of the data and, after | finished the equations, they discussed my
results with me and helped me to analyze and understand them, mathematically
and physiologically. With the right results of the analyses and others parameters
of this study, we have started to work with the statistical analyses and prepare
data tables.

During the period of this internship, | have done bibliographic survey
about the themes that we have discussed and decided which manuscripts to
write. With all the information collected in this research, Dr. Schoeller proposed
initially three papers to be written, (1) to compare the values of energy
expenditure obtained by DLW in relation to prediction equations for obese
population; (2) to compare the values of energy expenditure obtained by DLW
in relation to prediction equations after 6 and 12 months of bariatric surgery;
and (3) to compare the values of body composition obtained by the dilution of
the isotopes in the body water in relation to the values obtained by
bioimpedance in the period before the bariatric surgery and 6 and 12 months

after the procedure.
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j.- Methodology of Study Variables Presented in this Report

e Food Consumption Variables — 24 Hour Register (24hR) and

Food Frequency Questionnaire (FFQ)

24hR: To obtain food consumption information through the 24-hour Register
(24hR) participants were asked to record in detail all foods, beverages and
dietary supplements consumed on the day, as well as the types and quantities
of the preparations. The quantities of food consumed were recorded in home
utensil sizes. Later they were transformed into grams of food with the aid of the
food consumption assessment table in home utensil sizes (PINHEIRO et al.,
2005; IBGE, 2011a). The data of three Rg24h were tabulated in a Microsoft
Excel worksheet and the quantitative data of the nutrients consumed were
obtained from calculations based on the information related to the consumption
of 100 grams of food in the Food Consumption table of the Brazilian population
(IBGE, 2011b). The nutrients were then corrected by the variation of intra- and

interindividual consumption by means of the single-factor ANOVA statistic.

FFQ: The patients were individually interviewed and asked to provide
information on the consumption of the listed foods, consumed or not in the last
30 days. The information was reported at daily, weekly or monthly frequency,
and described in home utensil sizes, which were transformed into food grams,
with the aid of the food consumption assessment table in home utensil sizes
(PINHEIRO et al., 2005; IBGE, 2011a). The data obtained through the FFQ
were tabulated in a Microsoft Excel worksheet and the quantitative data of the

nutrients consumed were obtained from calculations based on the information
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related to the consumption of 100 grams of food in the food consumption table

of the Brazilian population (IBGE, 2011b).

¢ Physical Activity Level Variables

Physical Activity Level (PAL) data were obtained on the same days as
24hR. Participants were asked to record all activities performed during the day,
including the time spent in each activity. Information on time spent sleeping,
type of commuting (by car, walking, by bus), physical activities performed at
work, performance of domestic tasks, leisure activities, sports and scheduled
physical exercises performed during the day were recorded.

PAL of the participants was characterized according to the references of
the DRIs - Dietary References Intakes (IOM, 2005). The time spent on each
activity was multiplied by a factor derived from the metabolic equivalents
(METSs). Thus, for each activity, an energy cost was obtained, provided by an
activity / energy expenditure conversion table that is multiplied by the time of
physical activity. For the reported activities that were not in the DRIs table, the
compendium of physical activities (AINSWORTH et al., 2000) was used to
convert these activities considering the equivalence in the energy expenditure.

The women were classified by the Activity Factor (AF) (Table 7),
corresponding to PAL ranges, according to the DRIs document (IOM, 2005) and

afterwards the calculation of Total Energy Requirement (TER) was performed.
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Table 7. - Classification by Factor Activity (FA) according to Physical Activity

Level (PAL)

Classification PAL FA
Sedentary 1.0—|1.4 1.0
Low Active 1.4—|1.6 1.16

Active 1.6 —| 1.9 1.27
Very Active 1.9 — 1.44

e Estimation of Total Energy Requirement (TER)
TER was estimated by predictive equation for overweight adults
(Equation 3), described in the references of DRIs (IOM, 2005), according to

gender. Age and AF of each woman participant.

TER = 448 — (7.95x A) + [AF x(11.4 x W) + (619 x H)] (3)
Onde:

A = Age (years).

AF = Activity Factor, coefficient of classification derived from the PAL (IOM,
2005).

W = Real Weight (kilograms).

H = High (meters).

e Energy Expenditure in Physical Activity (EEPA)

Energy Expenditure in Physical Activity (EEPA) was monitored using the
Actigraph triaxial accelerometer (GT3X, Pensacola, FL), calibrated individually
for each participant using the ActiLife 6 software. The equipment (~ 27¢; 3.8 x

3.7 x 1.8 cm) was positioned at the waist (right side) using an elastic band. The

205



participants were instructed to perform routine physical activities using the
equipment for two weeks, during which time they carried out the collection of
labeled urine with stable isotopes, and remove only during the bath. The data
obtained using Actilife 6 software were: kcal/day, percentage of sedentary

activity, mild and moderate, and step count (n/day).

e Body Composition by Bioimpendance

Body composition was determined by the InBody 230 (Biospace)
equipment, which uses the multi-frequency and segmented direct bioimpedance
method. Briefly, the volunteers will remain standing on the equipment for body
mass determination. After the initial measurement, the volunteers positioned
their hands and feet correctly on the tactile electrodes of the equipment for the
impedance measurements. The volunteers were instructed: a) not to bathe in
the morning; B) to go to the bathroom at least 30 minutes before the test; And c)
do not use metal fittings during the evaluation (eg earrings, watches); D)

completely empty the bladder and bowel prior to examination.

e Total Energy Expenditure and Body Composition by Doubly

Labeled Water

39.Dose of Doubly Labeled Water (DLW)
The DLW dose was calculated for each period of the study considering
that the mean of 50% of the total body mass of the participants was composed
of body water, data confirmed by electrical bioimpedance. The oral dose was 2

grams per kilogram of total body water of oxygen-18 enriched at 10.8 atom%
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and 0.12 g per kilogram of total body water of deuterium enriched at 99.8
atom%. An aliquot of 2 mL of the dose was separated into cryotube, closed and
sealed with parafilm for analysis and use of the isotope values in the equations.
The patients were instructed to fast for 12 hours. They could drink water during
this period. The dose of DLW was ingested with the aid of a straw to avoid
losses. Subsequently, to ensure complete ingestion of the dose, 50mL of

potable water was administered twice in the same vial of the dose.

40. Sample collection and analysis

Baseline urine samples were collected pre-dose and daily for 14 days.
The patients were instructed to discard the first urine of the day and collect the
samples at the same time, noting it in each collection bottle. The samples were
kept under refrigeration until delivery at the clinic. After being collected, the
urine samples were pipetted into 4.5 ml cryotubes which were sealed with
parafilm and stored in a refrigerator.

The baseline samples, 1%, 2", 3" 12" 13" and 14™ days after the dose
were analyzed in triplicate in Isotope Ratio Mass Spectrometry (IRMS), models
Hydra 20-20 and Hydra 20-22, Europe Scientific — Cheshire/UK, to obtain the

isotopic turnover of the compounds enriched in body water.

41.Equations
To determine the Total Energy Expenditure (TEE) and body composition
in lean mass and fat mass for each subject in each period of the protocol, the
equations were developed according to the protocol proposed by Dr. Dale

Schoeller, in his IRMS Laboratory, which is similar to the protocol proposed by
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the International Atomic Energy Agency (INTERNATIONAL ATOMIC ENERGY

AGENCY, 20009).

i.  Calculation of the isotope dilution space (equation 4)

=
Il
—
=
X
I
X

(ZBL;)/)] + 1000

(4)

Where:

Nx = Dilution Space for each isotope, in kilograms.

W = Amount of TAP water used to prepare the Diluted Dose.

A = Dose of DLW offered to the participant.

a = Amount of the DLW used for the "diluted dose"

ADD = Excess of isotope enrichment, measured in the diluted dose, in ppm.
ABW = Antilog of the Y intercept value in the Napierian Logarithm (Ln) graph of

excess isotope enrichment in body water versus time.

ii. Calculation of Total Body Water (TBW)
TBW was calculated from the dilution space (Nx) divided by the isotope
exchange factor with the non-aqueous space, which is 1.007 for 0 and 1.041

for °H.

TBW from *20 dilution space (equation 5):

N
TBWo = 1.037 ©®)

Where:
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TBW,, = Total Body Water from the *20 dilution space.
N, = Dilution space of the 0.

TBW from the ?H dilution space (equation 6):

Np

TBWp = 1.041

(6)

Where:
TBW,, = Total Body Water from the ?H dilution space.

N, = Dilution space of the *H.

Average of total body water (equation 7):

TBW, g = TBWD-':Z- TBWo 7)

Where:
TBW,,«q = Average of Total Body Water.
TBW,, = Total Body Water from the ?H dilution space.

TBW,, = Total Body Water from the *20 dilution space.

iii.  Calculation of body composition
Fat Free Mass (FFM) (equation 8) was determined through the
mammalian hydration constant (73.2%) and the Fat Mass (FM) (equation 9) by

subtracting the value of FMM from the Real Weight (RW):

TBW (kg)
0.732

FFM = (8)
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Where:
FFM = Fat Free Mass, in kilograms.

TBW = Total Body Water (average of both isotopes).

FM = RW — FFM 9)

Where:
FM = Fat Mass, in kilograms.
RW = Real Weight, in kilograms.

FFM = Fat Free Mass, in kilograms.

iv. Calculation of CO; production and Total Energy
Expenditure (TEE)
To calculate the TEE, the average of TBW was converted from kilograms
to moles (equation 10), and the value obtained was used in the equation of the

CO, Production Rate:

TBWgyg(kg)%1000

TBWgyg(mol) = 501

(10)

Where:

TBW = Total Body Water, in kilograms

18.015 = Constant of the molecular weight of water.
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The elimination rates of the isotopes (Kp and Kp) are the value of the
slope (In) of enrichment of body water in function of time since dose

consumption.

CO; Production Rate (equation 11):

rCO, (mol.d™1) = 0.455 x TBW (mol) x [(1.007 x —K,) — (1.041 x —Kp)]

(91)

Where:

rCQO,: CO; Production Rate (mol/day).

0.455 = Constant of the fractionation factors (f1; f2; f3) of the isotopes in water
vapor and in CO, production.

TBW = Amount of TBW obtained by the dilution space equation (moles).

1.007 = Correction of the *20 dilution space.

K, - %0 exchange constant.

1.041 = Correction of the *H dilution space.

K - ?H exchange constant.

The production of rCO, (equation 12) in mol.d™* was transformed into gas

(L.d™Y) through the constant 22.414.

7C0, (L.d™Y) =rC0, (mol.d™1) x 22.4

(12)

Where:

rC0, = Rate of CO; production, in liters and moles per day.
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22.4 = Constant for transformation in liters and moles per day.

Calculation of Total Energy Expenditure

The value of the TEE was obtained through the Weir’s equation (13).

TEE (Kcal.d™) = rC0,(L.d™") x (1,10 + 22)

(13)

Where:
TEE = Total Energy Expenditure (kcal/day).
rC0,(L.d™1) = Rate of CO; production (liters/day).

FQ = Food Quotient, used 0.86.

v. Statistical Analysis

We have worked with simple statistics for the report, but the manuscripts

will use robust statistical analysis. Data were tabulated and tested for normality

by the Kolmogorov-Smirnov test. The variables have showed normality, being

expressed in mean and standard deviation (SD). The variables according to the

time of surgery (before, 6 and 12 months after) were tested by ANOVA method

followed by TUKEY test. Variables of different groups (> and < weight loss)

were tested by the T-test method. Statistical analyzes were performed in the

IBM SPSS Statistics for Windows, Version 21.0 software. Armonk, NY: IBM

Corp.

Vi. Results
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Twenty-two obese women who underwent to bariatric surgery
participated in the study, however, the data of 6 and 12 months refer to 20 and
18 women, respectively, since one of them has gave up participating after
surgery, two were unable to participate in the data collection in the 6th period
and the data of body composition and energy metabolism (DLW information) in
the period of the 12th postoperative month were inadequate for other two
participants (Table 8).

Comparing the data between the periods (before, 6th and 12th months
after the surgery) significant difference (p<0.05) was evidenced for body
composition, energy metabolism, energy consumption and for some nutrient
consumption reported data. This difference was not showed for data about PAL,
percentage of sedentary or light activity, number of step and additional sugar
and fiber consumption reported in 24hR and FFQ (Table 8).

Table 9 presents the delta values (difference between the value of the
variables in periods 6™ and 12" months and value of the variables in the
preoperative period) between the variables analyzed for groups classified with
greater or lesser weight loss, in each collection period with the objective of
evidencing possible variables associated to the lower weight loss.

Less weight loss (> 20kg <30kg) was observed in 9 participants at the
time of 6 months’ post-surgery, while 11 presented weight loss equal to or
greater than 30kg during the 6 postoperative months. At 12 months after the
surgery, 8 women have showed weight loss between 20 to 35kg, and 12
presented weight loss equal to or greater than 35 kg (Table 9).

In both the 6-month and 12-month postoperative periods, the delta
values for the variables BMI (kg/m?), excess weight lost (kg and %), fat mass

evaluated by DLW and bioimpedance and TEE (kcal / day) were significantly
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higher for the group of women with greater weight loss (> 30 kg and > 35 kg).
The consumption of protein and fat, in the 6 and 12 postoperative months
respectively, had the lowest consumption reported in the 24-hour registry for the
group of women with the highest weight loss. The other variables did not

present a significant difference between the groups (Table 9).
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Table 8. General information of the participants in the research at the pre, six

and twelve months after surgery.

Before Surgery 6 months after 12 months after
General Information (n=20) s(t:lr:gzeor)y s(l;l]rzggleg))/ P
Mean *+ SD Mean + SD Mean * SD
Body Weight (kg) 112.4+7.4% 81.8+75" 75.1+88° <0.001
BMI (kg/m?) 449+24° 327+3.0° 30.0+3.7° <0.001
Excess of Weight (kg) 548+6.6° 242+76° 175+9.1° <0.001
Excess of Weight (%) 95.4+11.8° 42.3+13.7° 30.6+16.4° <0.001
PAL- DRI 1.9+0.2 1.9+0.3 1.9+0.2 0.98
TER - DRI (kcal) 3274 +313° 2840 + 258 ° 2720 + 256 ° <0.001
EEPA (Kcal/day) - 1035 + 384° 750 + 216" 762 + 263" 0.005
accelerometer
% Sedentary / day 75.8+ 6.4 75.7+5.8 742+ 7.0 0.67
% Light Activity / day 21.4+54 20.9+5.0 51.8 +5.8 0.86
% Moderate Activity / day 28+14°% 34+1.1°%° 42+19° 0.02
N° of steps / day 7895 + 3232 8529 + 2782 9499 + 3826 0.31
TBW (kg)- DLW 39.3+34% 35.5+3.4" 35.1+33" <0.001
FFM (Kg) — DLW 53+9 + 4.7 2 48.6+4.7° 48.1+4.6" <0.001
BF (%) - DLW 52.0+3.2° 40.3+6.0" 34.8+6.3° <0.001
TEE (kcal / day) — DLW 2930 + 5242 2319 + 430° 2538 + 336" <0.001
TEE/FFM (kcal/kg) - DLW 54.4 +8.32 47.9+8.7"° 52.9+6.5%° 0.034
TBW (kg) - BIA 38.6+26° 34.2+2.7° 33.9+3.0" <0.001
FFM (kg)- BIA 52.6+3.6" 46.8+3.7" 46.3+4.1° <0.001
BF (%) - BIA 528+1.7° 41.4+52° 37.3+6.9° <0.001
Skeletal M“SB“}'A‘* Mass (kg) - 29.6 +2.3° 25.5+2.3" 253+25" <0.001
Elrep (kcal/day) 1405 + 3772 955 + 296" 1097 + 386" 0.001
Carbohydrate (g/day) 163.9+60.9° 114.2 + 40.6° 129.3 + 58.3*" 0.014
Protein (g/ day) 79.5+22.7° 56.5 + 20.2° 54.1+16.0" <0.001
Total of Fat (g/ day) 50.3+22.0° 30.5+10.7° 37.6+13.7" 0.001
Fatty Acid Saturated (g/ day) 17.6 £8.2% 10.3+4.3° 12.7+4.6° 0.001
Additional Sugar (g/ day) 26.3 £ 26.0 17.4+£13.3 16.6+14.1 0.197
Fiber (g/ day) 141+£49 108+4.4 11.9+5.6 0.108
Elrep (kcal/day)* 1675 + 632 1098 + 504 ° 1236 + 560" 0.005
Carbohydrate (g/day) * 211.6 £104.8 148.1 £ 91.3 158.5+82.8 0.069
Protein (g/ day) * 79.8+38.0° 55.7 + 28.8° 58.0 + 28.9 *° 0.034
Total of Fat (g/ day) * 54.1+27.9° 32.8+16.4° 40.6 + 20.4*" 0.010
Fatty Acid Saturated (g/ day) * 19.9+109° 11.6+6.2° 15.0 8. 42" 0.012
Additional Sugar (g/ day) * 54.6 +72.5 28.1+43.2 36.1+37.1 0.26
Fiber (g/ day) * 17.2+7.3 14.7 +11.0 15.8+9.3 0.69

p < 0.05 for ANOVA.

Medians followed by the same letter did not differ significantly at the 5% level by the Wilcoxon
test. BMI = Body Mass Index; PAL — DRI = Physical Activity Level — Dietary Reference Intake;
EEPA = Energy Expenditure in Physical Activity; TBW = Total Body Water obtained by Doubly
Labeled Water; FFM = Fat Free Mass obtained by Doubly Labeled Water; BF = Body Fat
obtained by Doubly Labeled Water; TEE = Total Energy Expenditure obtained by Doubly
Labeled Water; TBW — BIA = Total Body Water obtained by bioimpedance electric; FFM = Fat
Free Mass obtained by bioimpedance electric; FM = Fat Mass obtained by bioimpedance
electric; Elrep = Energy Ingestion reported. * Estimated energy and nutrient intake through a
Food Frequency Questionnaire (FFQ).
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Table 9. Differences between the variables evaluated at the pre and

postoperative moments between a group of women with greater and lesser

weight loss.

Period 6 months in relation to initial

Period 12 months in relation to initial

Study Variables Weight Loss Weight Loss Weight Loss Weight Loss
(Difference between periods) | = 20kg < 30kg >30kg > 20kg < 35kg > 35kg
(n=9) (n=11) p (n=8) (n=12) p
Mean + SD Mean + SD Mean + SD Mean + SD
Body Weight (kg) -26.8+ 2.5 -33.7+3.4 <0.001 -31.4+4.2 -41.3+5.3 <0.001
BMI (kg/m?) -10.8+1.0 -13.3+1.1 <0.001 -12.6+1.7 -16.4+1.6 <0.001
Excess of Weight (kg) -26.8+2.5 -33.7+3.4 <0.001 -31.4+4.2 -41.3+5.3 <0.001
Excess of Weight (%) 51.6+85 60.5+9.9 0.043 60.0+11.8 749+ 12.7 0.017
PAL- DRI 0.15+0.45 -0.10+0.26 0.17 0.1+0.3 0.0+0.3 0.50
TER — DRI (kcal) -337 £ 303 -514 + 252 0.18 -460 + 285 -789 + 408 0.054
EEPA (Kcal/day) -
-177 + 357 -373 + 307 0.21 -113 + 320 -379 + 400 0.12
accelerometer
% Sedentary / day -06+7.4 0.4+36 0.70 -4.3+4.2 02+84 0.14
% Light Activity / day -0.2+5.7 -0.7+3.0 0.80 3.0+3.8 -1.2+6.7 0.09
% Moderate Activity / day 0.8+1.9 04+1.2 0.58 1.2+19 15+£22 0.75
N° of steps / day 1237 + 3898 140 + 2643 0.48 2225 + 4054 1189 + 3918 0.58
TBW (kg)- DLW -3.5+0.9 -42+1.7 0.25 -34+22 -5.1+35 0.23
FFM (Kg) - DLW -4.7+1.3 5.7+24 0.25 -4.6+3.0 -7.0+4.8 0.23
FM (%) — DLW -99+24 -13.2+4.3 0.048 -14,3+2.1 -18.7+5.9 0.043
TEE (kcal / day) — DLW -455 + 211 -738 + 312 0.027 -6 £ 523 -596 + 620 0.047
TEE/FFM (kcal/kg) - DLW -43+4.6 -8.2+5.2 0.092 46+11.5 -3.9+11.9 0.16
TBW (kg) - BIA -4.2+0.9 -46+1.1 0.39 -4,3+1.3 -5.0+1.5 0.33
FFM (kg)- BIA -55+1.2 -6.0+1.6 0.48 -5.8+1.8 -6.6+2.1 0.36
FM (%) - BIA -9.3+34 -13.1+3.9 0.032 -11.1+4.7 -18.3+5.2 0.005
Skeletal Muscle Mass (kg) -
BIA -3.9+0.8 -43+1.0 0.29 -40+1.0 -45+1.2 0.24
Elrep (kcal/day) -191+ 456 -656 + 557 0.055 -84 + 319 -475 + 563 0.07
Carbohydrate (g/day) -14.4 +67.9 -79,0+£84.0 0.74 -4.5 + 68.4 -53.7+84.1 0.18
Protein (g/ day) -7.8+24.9 -36.0 + 27.9 0.028 -19.6 +21.2 -32.5+30.1 0.29
Total of Fat (g/ day) -10.3+£22.6 -26.8 + 28+9 0.17 1.4+13.0 -24.2 + 24.7 0.01
Fatty Acid Saturated (g/ day) -46+8.1 -9.2+11.4 0.30 0.1+55 -52.6 + 143.2 0.25
Additional Sugar (g/ day) -4.2+31.3 -145+35.1 0.50 -6.4 + 28.3 -22.1+38.1 0.32
Fiber (g/ day) -0.7+5.7 51+74 0.16 0.8+8.6 -3.5+8.9 0.30
Elrep (kcal/day)* -510 + 645 -667 £ 878 0.65 -209 + 663 -603+ 851 0.26
Carbohydrate (g/day) * -18.9+64.5 -96.3+174.2 0.20 15.7 £ 110.7 -97.4 +152.3 0.07
Protein (g/ day) * -33.3+£56.9 -20.5+£26.3 0.55 -33.1+48.5 -13.6 +28.1 0.33
Total of Fat (g/ day) * -39.7 +33.0 -17.6+22.8 0.37 -14.4+25.9 -14.7 + 24.3 0.98
Fatty Acid Saturated (0/day) | 115, 150 | 54:1052 038 4.9+80 53+98 0.93
Additional Sugar (g/ day) * -12.7+26.0 -40.2 +112.5 0.45 13.3+48.6 -42,5+99.4 0.11
Fiber (g/ day) * 20+11.0 -49+10.5 0.18 28+11.9 -2.5+10.9 0.32

p < 0.05 for T-Test.

BMI = Body Mass Index; PAL — DRI = Physical Activity Level — Dietary Reference Intake; EEPA
= Energy Expenditure in Physical Activity; TBW = Total Body Water obtained by Doubly Labeled
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Water; FFM = Fat Free Mass obtained by Doubly Labeled Water; FM = Fat Mass obtained by
Doubly Labeled Water; TEE = Total Energy Expenditure obtained by Doubly Labeled Water;
TBW — BIA = Total Body Water obtained by bioimpedance electric; FFM = Fat Free Mass
obtained by bioimpedance electric; FM = Fat Mass obtained by bioimpedance electric; Elrep =
Energy Ingestion reported.

* Estimated nutrient intake through a Food Frequency Questionnaire (FFQ).

j) Inter-laboratory Discussion of Memory Effect of Brazilian

Equipment and Correction Methods

During meetings with Dr. Schoeller, we discussed my analyses which
was done in Brazil and the problem with the memory effect, common in
pyrolysis technique. He has given some tips to correct the memory effect in our
analyses.

He explained the importance of achieving equilibrium plateau to ensure
the right value of the sample. For this, Dr. Schoeller has advised to analyze as
many times as necessary a water sample with natural abundance until
achieving values with low standard deviation. Another tip he has given us was
about analysis block of samples in enrichment range around 2008%o, as many
times as necessary, until reaching the equilibrium plateau.

With his help, the technicians and researcher in our laboratory in Brazil
are doing analysis in samples and trying to fix this problem in the pyrolysis

IRMS machine.

k) Other Activities

During the internship, | have had the opportunity do other activities which

improved my knowledge and professional experience.

1. Follow the activities of the researchers
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| participated in activities that the technicians performed during my period
in their laboratory. | followed their jobs of analysis of samples with doubly
labeled water, analysis of the data and discussion of these with Dr. Schoeller.

Tim Shriver taught me about the IRMS machines and their devices. He
showed me activities about the analysis, cleaning the devices, changing the
columns of analyses, changing the gases and about analyzing the results.

Natalie Racine helped me with the weighing the doses, with the
preparation of the dose diluted and the equations about this procedure. She has
taught me about the equations in the spreadsheets, how to analyze the results
and fix some problems.

Dr. Schoeller helped me with the TEE and TBW equations. He taught me
to understand the values of the analyses in the IRMS. He helped me to think
how to correct some wrong numbers from the analyzes and try to get better
results using math corrections. We had meetings weekly or every fifteen days to
discuss results of my research. | also followed the meetings with his technicians

to discuss data from other researchers.

2. Meet new researchers

Besides meeting the researchers who work in this laboratory | had the
opportunity to absorb information and learn about their jobs. | have had the
opportunity to establish contacts with new researchers from different areas and
research lines.

Dr. Hiroyuki Sagayama, a post-doctoral researcher from Japan, was
working in this laboratory with results from 30 years of analyses of this
laboratory and is applying a new study in a Cavity Ring-Down Spectroscopy

(CRDS) machine — Picarro) to standardize the technique of analysis of doubly
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labeled water in body fluids. With this researcher, | have followed the activities
of this experiment during the end of my time in the laboratory.

Another opportunity | had was to meet researchers who work with animal
sciences. Our laboratory in Brazil, which works with stable isotopes in many
areas of the discipline is looking towards applying the DLW technique in broilers
chickens. For this purpose, a Brazilian researcher who works in this area has
come to IRMS laboratory in UW-Madison for a technical visit with the aim to
know the technique and make contact with researchers who work in the DLW
and broilers chickens’ areas. | had the opportunity to participate in her meetings
with these researchers and make new contacts.

| had meetings with Dr. William Karasov, a researcher who works with
DLW in small birds. He introduced me and the researcher from Brazil to his
experiments and taught us how to use the TEE and TBW equations for small
animals. He has sent papers about small animals and agreed to be a
collaborator in future research with this technique in small birds.

| have made a contact with Dr. Daniel E. Butz who works in research with
chickens and humans applying stable isotopes. He introduced his work to me
and the researcher from Brazil, showing us the results in his studies. | had an
interesting contact with him after | told him about our studies in Brazil with
breath tests with stable isotopes. We have created a great possibility of

partnership for future metabolic research in humans using the breath test.

[) Importance of this internship for the researches in my country
All the knowledge that | have learned during this internship will allow me
to help the researchers and the laboratories in Brazil that use the DLW

technique. | will be able to critically analyze the results from DLW analyses and
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ensure quality results. | will also be able to help the researchers with the
equations to determine the TEE and TBW, analyzing the quality of the results in

a physiologically and mathematically way.

m) Limitations and difficulties
The main limitation during this period was the poor results of my doubly
labeled water analyses. It was necessary to reanalyze the samples again in the
laboratory in Brazil, during my internship abroad, and it took more time than the
expected. Unfortunately, this delayed the time for the beginning of the

statistical analyzes of my results and consequently the writing of the articles.

4. Chronogram

All activities scheduled for this stage were performed as described in the

chronogram, except for the preparation of the papers that, due to the delay in

the labeled urine analysis, started after the scheduled period.
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Table 10. Calendar for carrying out the research internship abroad.

Activities

1% Month

2nd
Month

3rd
Month

4th
Month

5th
Month

6th
Month

Accomplish contacts with
exchanges of information. thus
favoring future partnerships.
Accompany the work of
students from prof. Dale A.
Schoeller.
Participate in a project that is
somewhat similar to my
proposed project.
Collaborate in the activities to
be performed in the Laboratory
of Professor Dale A. Schoeller.
Learn more about the doubly
labeled water technique.
Organize all my results for the
writing and preparation of
manuscripts and perform the
writing of the manuscript with
the collaboration of Professor
Dale A. Schoeller.
Discuss a post-doctoral project
for future activities.
Confection my internship report
in late outside.

X

X

X

X

X

X

5. Application of the resources of the Technical Reserve

The resource of the Technical Reserve has not been used.

6. Importance of this internship in the view of Dr. Schoeller:

The internship was highly important to the development of Michele

Novaes Ravelli’'s research skills for the study of human energy metabolism,

obesity, and its treatment. It provided her with an opportunity to gain in depth

knowledge of the theory and application of doubly labeled water method, the

interactions between energy expenditure and obesity and weight loss, body

composition, and the technical details of oxygen and hydrogen stable isotope

analysis.
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Ms. Ravelli took full advantage of this opportunity and dramatically
increased these research skills as listed above. Although she had previous
basic knowledge in regard to these research skills from extensive reading of the
scientific literature, she was able to complement these with practical experience
and practice these skills in relation to her research project. In so doing, the
internship allowed her to move from a basic level knowledge about these topics
to one of a deep understanding of these topics. While that expertise will expand
with, and deepen as it does for all scientists with continued research, the
internship has greatly increased her research independence in energy

metabolism.

At the same time, the internship made it possible to have met with and
developed a scientific relationship with other experts in the field who are on the
faculty here at the University of Wisconsin. This would not have been possible
without the internship. These will be valuable in growing a research portfolio for

herself and the university.

In addition, Ms. Ravelli’'s report will serve as an excellent technical
document to support the use of the isotope ratio core in Brazil for the analysis of
labeled water in the study of body composition and energy expenditure. The
internship made it possible to incorporate many practical details into the report
which because of her face-to-face interaction with experienced staff and her

hands-on experience.
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ANEXOS

ANEXO A - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

FACULDADE DE MEDICINA DE
BOTUCATU -UNESP
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESGUNSA
Titulo da Pesquizsa- AVALIACAD DA INFLUENCIA DE FATORES METABOUICODS E GENETICOS SOBRE

A HOMEDSTASE ENERGETICA NA CIRURGIA BARIATRICA.

Pesquisador; Mana Ria Marques o Civeira
Anaa Tematea: Area 1. Censtica Humana,
(Trata-5e de pesquisa emedivends genetica humana nao comamplacda acima. |

Verslo 1
CAAE: 153835713..0000.5411

Inattulgso Proponsnts: Insttuto de Blockndas de Botueaiu
Patrednador Principal: Financiamsno Pripio

DADOS O PARFCER

HOmero oo Parecer. 300,535
Dt da Relatona: 17062013

Apresantacio do Projsto:;
Trata-z= g um ensalo clinizo rAndomizado, 3 ser realzado em Tés SEapas, Uma no MOmeniD Fe-cinrgla e
duzs apds 3 realizagdo do procediments clnerglco, sendo eshas Nos perisdos £ 2 12 meses apos o

procedmentn. Serdo preenchidos questiondnos de Identificagla, de consumo almentar e de afividade fisica,
b oMo s2r30 Aferidas medidas antrooometnicas das packentss, AMOsiras 02 SaNgUE &M [Sum 2 pis-

prandial serd0 coletadas com o

pbjetivo de dosagens bioquimicas e hormonals. Amosiras de urina pré e apis dose de Agua duplamente
manada serdo obikas para avallacdo do gasto ensrgético total. O tesle do s0pro s2rd realzado amss e
apts 0 consumo de uma refelcio padronizada com o objetivo de avallar o metaboilsmo energatico de
geterminadas fonbes de carbono. Serdo obidas Informagles de gasto energético em repouso, gasto
enargetco em atvidade Nskca e composkSo coMporal por Meio 005 equipamentas de calormedra indrats,
acedendmetno e loimpeddncia elérica

Objativi da Peaquisa:

Avallar a resposia do peso corporal 3 cirurgla barlatriea sob a Influsncla de fatores assoclados ao
mietabolismo energatico, 3 composi;ao corporal, A reguiagdo hommonal do Fpelite @ a0 proOcessd Oe
paldagdo pésprandial, § & 12 meses apés o procedimenta.

Efdatess. LChioers Hofgoolll | w'n

Bairsa: Hubilis Junior CEP: 18518600
uF: 5P Munisigla: SOTUCATU
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FACULDADE DE MEDICINA DE
BOTUCATU -UNESP
Comtramgha S Pareer 300 T

Oibjetivo Secundao:
Auwdllar o compartaments fo Gasto Energetico Total @ S8UE COMPONEntEs, NOs MOMEN1os pré & pos-
operaonos. Avallar a composigio corporal & 5Ua NMLENcia 50bME 05 COMpanentes 0o GET, Nos Momentos
pré e pas-operatdros. Avallar 3 associagdo da concentragdo e expressdo genica de hommidnios do apetits
oM 05 componentes 0o GET & ga COMPOSIGI0 COMmaral, Nos Momentos pre & pos-operatonos. Avallar 3
asE0Ciagdo dos componenies do metabollsmo energetico, da composicao corporal 2 das concentracdes
hormonals sobre O processo oe oaidagdo pos-prandal.

Avallagao dog Rlacos & Benefcios:
Os autores colocam que ndo exste M5co relacionaso as atividades proPosias, sendo possivel haver
gesconforie devido &5 horas necessanas para a pesquisa e desconforto no

momento de obiengio do material bioibglco necessano 3s anallses (5angue, ar explrado e urina). Os
MDFES N30 MENCoNam 08 Mscos cirurglcos - @ possivel que Isin decoma do fain de que a drurgla & um

procedimento qUE nao e5ta InClulto No profeso de pesqulsa (35 padentss fara0 3 ciungla em funcao oe
5U=s condicoes Cinicas, 3pos A avallacao pela equips) Como possivels bDensficios 05 AulOres apontam

uma medhor conscientizacan dos patientes no gue tane a almentacad & a obaskdade, 0 que pode prover
meinor qualliade de wla

Comentarics o Consldaragies sobre 3 Pasquisa:
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SRuacao 00 Parecer.
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Conslderagles Finals a critéro do CEP:
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ANEXO B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERLD OF CoNSENTOMESNTO LIVEE F ESCLARFCIDND

Nome do Pacients: Registro Chnica:

Diata de Mascimento: [/ / Idade: Estade Chvl-

Endereco:

Telefones de Confato: () 0 B
En , Bstou sendo coovidada a

participar do estado denorzmado “Avalacio da influéscia de fatores metabolicos e geméticos sobre a
homeostase energetica na cirurgia bariirica”™, cujo objetivo peral e; avaliar a resposia do peso corporal
2 cinurpia da obesidade sob a influéncia de fatores associados ao metabolismo enerpefico, 3 COmMposiCAo
carporal, 2 repulagdo bormonal do apetie & a0 processo de oxidacdo (uso de mutrienfes pelo OrZanismo)
apos comsumo de alimentos, § e 12 meses apos 0 procedimento.

Sendo os objeiives especificos:

= Avaliar o comportamento do Gasto Energetico Total (GET) & seus componentss, nos momentos pre

£ ap0s A CITUTEES.

= Avaliar a copposicao corporal & sua influencia sobre o5 componentss do GET, nos momsntos pre e

ApOS A CHMIrgia

= Avaliar a associagdo penetica dos hormonios do apetite com o5 conponentss do GET e da

COmPOsKA0 corperal, nos momenios pre & pos-0peratarios.

= Avaliar a associagdo dos componsnotes do metabolismo energetico, da composicao corporal e das

conceniragoes hormonais solbre o processo de oxidacdo apes o consumo de alimentos.

A realizacdo do estude justifica-se uma vez que as pesguisas tem comprovade que a cirargia
bariatrica & um procedimento efetive no controle do peso corporal & das doencas associadas a obesidade
COMm resposias Moo superiorss aos matamentos clinicos. Mo entanto, @ verificado que estas respostas sao
diferentes entre o individoos obesos, uma vez que uma pequena parcela desta populagdo ndo se beneficia
com o5 resufades da cirurgia, obfendo emagTecimento menor que o esperado e ale mes ITecuperando
peso. Os moiives gue levam 20 msucesso da ciwpia ndo estae bem esclarecidos, indicando a necessidade
de aprofindamento mas pesquisas para que se esclareqam as diferentes respostas deste procedimento e que
possam apodar, de maneira mais sepura, a escolha para o procedimento cinirgico & se desenvolvam
abordazens malks efetivas de cuidade deste pacients.

A mirnha participagdo no referido estado sera no sentido de preencher um questionario de identificacda,
de consume alimentar & de atividade fisica, permitr a coleta de sangue em periodos deterpunados, coletar
amwosiras de minha wrina & 4o meu ar expiado (teste do sopm) D0 momento pre & mOmenfos apos a
ingestao da agna marcada e do comsumo de uma refeigdo padronizada, respectivamente. Alem disso,
informagdes de composicdo corporal. pasto de energis ds repouso e gasto de energia em atividade fisica
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fambem serdo coletadas com o5 exames de bioimpedancia elefrica e calorimetria indireta & Com o us0
equipamento chamade acelerometro, respectivamente.

Fui informada de que a azna mancada comtem odor, saber, textura & cor identicas ao de agna
mineral ¢ que m30 ha risco radioativo quanto 20 comsumo desta agua, uma vez que este produto 2
preparado com elementos quinicos mofensivos a0 orEamismo (is0topos estaveis).

Fui alertada de que, da pesquisa a ser rsalizada, poderel obter bensficios, tais como me conscientizar
sobre a importancia da alimepfacde matriciomalments equilibrada para o cootrole da obesidads e
mamitencao do peso perdide e sobre as atfvidades associdas 2 alimentacao saudavel que melhorem a
minha qualidade de vida pre e apos o procedimento cnurgico.

Estou ciente de que minha privacidade sera respezada, ou s2j2, meu pome ou guakquer outro dado ou
elemento que possa, de qualquer forma, me identificar, sera mantido em sigilo.

Tambem fiai infornada de gue posse me recusar a participar do estudo, ou retirar mey consentimento a
quakyner momento, sem precisar justificar, e de, por desejar safr da pesquiza, 630 soferel qualquer prefuizo
3 assisténcia que vemho recebendo & ao procedimento cnwgico do qual estarel aguardando e serei
submetida para o trafamento da obesidade

E assegurada a assistencia duraote toda pesquiza, bem come me & paranfido o [re acesso a todas as
mformagoes e esclarecimentos adickonais sobre o estudo e suas consequencias, ou seja, tude o que su
queira saber antes, durante e depois da minka participacdo.

Enfim tende sido orientada quante ao teor de tedo o agnl mencionadoe e compresndido a natareza e
o objetive do ja referido estudo, manifesto meu lvre consentimento em participar, estando totalmente
ciente de que 3o ha penbmm valor econdmice, a receber ou a pagar, por minha participacao.

Recebere] copia deste documento, devidamente assinado pelas pessoas responsaveis pele estada.

Participante da Pesquisa

Michele Novaes Ravelli — Nitricionizia Pesquisadara

Profa. Dra Maria Riss Marques de Olveira — Coordenadora da Pesquisa

Coordensdors da Pesquiza: Prof™ Dr* i R Mammes de Olhgira

Instifiie de Bincidncas de Bomeam, Departmemio de Murigio - UNESP. Eohido hedor, CEP. 18.600-000. Bomete- 5P Tel
(LAEEEN-01S5.

Nurmiciomse Pesgaizadors Michale Movaes il

Fem Agenor Mogmeima, 1476, casa . Vila 530 Lacio. CFF 1B603-198. Bomote-50. (14)99646-3642

m .ﬁm 2 — CEP: 13405-203, Vila Fasands, Pha:;]n-'ﬂ' Fona: {193421-2100,
Para gualquer informacio adicionsl poders snoar em concatoe com o Comite de Eoca & Pesquiza - CEP, pelo telefome:
(14) IBEL1 6.

Piracicaba L de dell
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