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RESUMO

Introdugao: O aumento da obesidade ocorre em propor¢cdes pandémicas, fato
agravado por sua associagdo com as comorbidades, entre elas a sindrome metabdlica
(SM). A cirurgia bariatrica (CB) se mostra como o tratamento mais eficaz atuando tanto
na perda de peso quanto na melhora do metabolismo, repercutindo em remisséo de
quadros de diabetes do tipo 2 (DM2), hipertensédo arterial sistémica (HAS) e
dislipidemias. Sabe-se que tal resposta € influenciada por diversos agentes, entre eles
habitos de vida, aspectos psicossociais e os fatores genéticos/epigenéticos, onde
inclui-se o polimorfismo na Apolipoproteina E (APOE). Objetivos: Avaliar os
componentes na sindrome metabdlica em pacientes com obesidade extrema
submetidos a cirurgia bariatrica. Metodologia: Trata-se de um estudo longitudinal
retrospectivo realizado com 109 pacientes submetidos a CB e que mantiveram
acompanhamento. Dados do pré- e pds-operatorio de 24 e 60 meses foram coletados
em prontuarios, incluindo dados clinicos, ingestdo de energia e macronutrientes e
pratica de exercicios fisicos. Os polimorfismos no gene APOE foram obtidos utilizando
a metodologia TagMan™ SNP Genotyping assays e PCR-RFLP. Modelos de
regressao logistica foram utilizados para verificar variaveis associadas ao diagnéstico
de sindrome metabdlica. O nivel de significancia adotado foi p<0.05. Resultados: A
amostra foi composta prioritariamente por individuos do sexo feminino (82,6%). Apos
a CB houve reducédo da presenca de SM (74% vs. 8,4% vs. 3,6%) sendo encontrado
associacgao significativa entre HAS (OR=15,9) e DM2 (OR=10,6) no pré-operatdrio e
DM2 (OR=20,3) e CT/HDL (OR=6,7) apos 24 meses de cirurgia. Nao encontrou
associacao entre a SM como os alelos do gene APOE e as demais variaveis
analisadas. Conclusao: Antes da realizagao da cirurgia, HAS e DM2 mostraram-se
como fatores fortemente associados a SM, e esses fatores sofreram alteragbes ao
longo do tempo PO, destacando-se o diabetes e a razao CT/HDL aos 24 meses. No
entanto, ndo encontramos associagao entre o diagnostico de SM e o polimorfismo do
gene APOE, pratica de atividade fisica, habitos alimentares e parametros
antropomeétricos.

Palavras-chave: obesidade; cirurgia bariatrica;derivagdo gastrica em y de roux;
sindrome metabdlica; apoe; polimorfismo apoe.



ABSTRACT

Introduction: The increase in obesity occurs at pandemic proportions, a fact
aggravated by its association with comorbidities, including metabolic syndrome (MS).
Bariatric surgery (BC) appears to be the most effective treatment, acting both on weight
loss and on improving metabolism, resulting in remission of type 2 diabetes (DM2),
systemic arterial hypertension (SAH) and dyslipidemia. It is known that this response
is influenced by several agents, including lifestyle habits, psychosocial aspects and
genetic/epigenetic factors, including the polymorphism in Apolipoprotein E (APOE).
Objectives: To evaluate the components of metabolic syndrome in patients with
extreme obesity undergoing bariatric surgery. Methodology: This is a prospective
longitudinal study carried out with 109 patients who underwent BC and who maintained
follow-up. Pre- and 24- and 60-month postoperative data were collected from medical
records, including clinical data, energy and macronutrient intake, and physical
exercise. Polymorphisms in the APOE gene were obtained using the TagMan™ SNP
Genotyping assays and PCR-RFLP methodology. Logistic regression models were
used to verify variables associated with the diagnosis of metabolic syndrome. The
significance level adopted was p<0.05. Results: The sample was composed primarily
of female individuals (82.6%). After CB there was a reduction in the presence of MS
(74% vs. 8.4% vs. 3.6%) and a significant association was found between SAH
(OR=15.9) and DM2 (OR=10.6) in the pre- surgery and DM2 (OR=20.3) and TC/HDL
(OR=6.7) after 24 months of surgery. No association was found between MS and
APOE gene alleles and the other variables analyzed. Conclusion: Before surgery,
HAS and DM2 were shown to be factors strongly associated with MS, and these factors
underwent changes over time PO, highlighting diabetes and the TC/HDL ratio at 24
months. However, we found no association between the diagnosis of MS and the
APOE gene polymorphism, physical activity, eating habits and anthropometric
parameters.

Keywords: obesity; bariatric surgery; roux-en-y gastric by-pass; metabolic syndrome;

apoe; apoe polymorphism.
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1. INTRODUGCAO

A obesidade atingiu proporgdes pandémicas em todo o mundo e se
estabeleceu como risco independente para o surgimento de doencgas cardiovasculares
(DCV), estando entre elas, hipertensao arterial (HAS), resisténcia a insulina (RI),
fibrilagcao arterial e insuficiéncia cardiaca(1). Além disso, a presenga concomitante de
excesso de gordura corporal e resisténcia a insulina, enquadra o individuo em um
cenario caracterizado como o centro da sindrome metabdlica (SM)(2).

A SM é clinicamente caracterizada por uma sindrome crénica resultante de uma
combinacgao de fatores cardiovasculares(3) e que pode aumentar aproximadamente 5
vezes o risco de desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 (DM2)(2). Suas diversas
causas ainda nao foram completamente esclarecidas, no entanto, € reconhecido que
questdes relacionadas ao estilo de vida, como habitos alimentares e pratica de
atividade fisica, juntamente com fatores genéticos, podem estar associadas ao seu
surgimento(4,5).

Nesse contexto, as intervencdes voltadas para o tratamento da obesidade
podem abranger uma variedade de opgdes, que vao desde modificagbes no estilo de
vida (MEV) e terapia medicamentosa até a realizagao de cirurgia bariatrica (CB),
sendo esta ultima considerada um tratamento definitivo para a condi¢ao(2).

Dentre as técnicas cirurgicas existentes, as duas mais comumente realizadas
sao o bypass gastrico em Y-de-Roux e a gastrectomia vertical, que podem levar a uma
perda de excesso de peso entre 27-69%(6). Além disso, o tratamento cirdrgico pode
resultar em remissdo de quadros metabdlicos previamente existentes, como
hipertensao arterial, dislipidemia e DM2(7)

Contudo, é conhecido que a redugao de peso abaixo da meta ideal, ou seja,
inferior a 50% do excesso de peso, nos primeiros dois anos apds a intervengao ocorre
em aproximadamente 11 a 22% dos pacientes. Além disso, quando essa meta é
alcangada, o reganho de peso ainda é significativo(7).

Sao diversos os fatores que podem diminuir a eficacia da intervengao,
abrangendo desde consideragdes sobre a técnica cirurgica utilizada até habitos de
cuidado no pdés-operatério, como o volume gastrico presente, niveis de ansiedade,
diametro da anastomose gastrojejunal, consumo de alimentos com elevada densidade
caldrica, tamanho das porg¢des ingeridas e a relagdo emocional com a alimentacéo,

incluindo episddios de compulsao alimentar(8).
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A resposta a eficacia do tratamento também sao influenciadas por fatores
genéticos, destacando-se a relevancia dos polimorfismos de nucleotideo unico.
Dependendo de sua natureza, esses polimorfismos podem contribuir para quadros de
maior compulsao alimentar, preferéncia por alimentos predominantemente ricos em
gorduras e acgucar, intensificacdo do sistema de recompensa, entre outros aspectos
que contribuem para o reganho de peso e consequentemente na piora do quadro
metabdlico(8,9).

Nesse contexto, torna-se necessario mais estudos acerca da influéncia
genética, e, dos demais fatores associados ao sucesso a cirurgia bariatrica e redugéo

das doencas associadas a obesidade, entre elas, a sindrome metabdlica.
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2, REFERENCIAL TEORICO

21 Obesidade
2.1.1 Definicao e Epidemiologia

O crescimento expressivo da obesidade e seus agravos nas ultimas décadas
representa um importante desafio para as politicas publicas de saude. A Federagao
Mundial de Obesidade estima que em 2030, cerca de 1 bilhdo de pessoas irao
conviver com a obesidade(1,10). No Brasil, segundo dados do ultimo VIGITEL
publicado em 2023, a frequéncia de adultos obesos variou de 17,7% a 30,4% nas
capitais(11).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), uma das formas de
classificagcdo da obesidade se da pelo acumulo excessivo de tecido adiposo, mais
especificamente através do célculo do indice de Massa Corporal (IMC), obtido pela
divisdo do peso pelo quadrado da altura do individuo. Com base no resultado, é
possivel identificar o nivel de obesidade (conforme indicado na Tabela 1), sendo assim

considerada quando os valores ultrapassam 30 kg/m?(12).

Tabela 1 - Classificagao do IMC segundo Organizagdo Mundial da Saude

Classificacao IMC (Kg/m?)
Baixo Peso <18,5 Kg/m?
Eutrofia 18,5-24,9 Kg/m?
Sobrepeso 25-29,9 Kg/m?
Obesidade grau 1 30-34,9 Kg/m?
Obesidade grau 2 35-39,9 Kg/m?
Obesidade grau 3 >40 Kg/m?

Fonte: WHO, 2000(12)

No entanto, sabe-se que esta classificacdo por vezes se mostra limitada, ja que
entre individuos com sobrepeso e obesos ocorre significativa heterogeneidade de
fendtipos o que configura distintos quadros de risco, e, que torna ainda mais evidente
a necessidade de multiplas ferramentas para o correto diagndstico do quadro
metabdlico(13,14).
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Contudo, o entendimento sobre o tecido adiposo (TA) progrediu
significativamente nos ultimos anos, deixando de ser simplesmente considerado como
um local de armazenamento de energia para ser reconhecido como um tecido
endocrin (15) 0. No ambito do TA, a célula responsavel pelo armazenamento, hidrolise
e sintese de triglicerideos é o adipdcito. No entanto, essas células também
desempenham um papel na liberacdo de adipocinas, que englobam o sistema
complemento, quimiocinas, hormdnios, fatores de crescimento e citocinas(16,17).

Evidéncias sugerem que ao passo que o acumulo de tecido adiposo progride
ocorre aumento da infiltracdo de macréfagos, levando a maior ativagado pro-
inflamatoria de M1 (Macréfagos tipo 1) em contraste ao fenétipo M2 (Macréfagos tipo
2) em individuos magros(17). Como resultado desta ativacao, ha aumento de citocinas
pro-inflamatdrias circulantes que além de repercutirem em um estado inflamatério
cronico e de baixo grau caracteristico da obesidade, também repercutem na
sensibilidade a insulina, transporte e metabolismo da glicose, além de demais
complicagdes como dislipidemia e HAS(15,17—-19).

No entanto, nos seres humanos podemos encontrar 3 formas distintas deste
tecido, o TA branco, bege e marrom(20). O primeiro & caracterizado por ser um tecido
amarelo ou branco e pouco vascularizado, mas, é capaz de gerar grandes quantidade
de adipocinas(21). Ja o TA marrom, possui tal coloragdo devido sua elevada
vascularizagdo e presenca de mitocdndrias, e diferentemente do TA branco que
possui como principal fungdo o armazenamento de energia, o TA marrom dissipa
energia através da termogénese, sendo estd de maneira mais eficiente que o TA
branco e os musculos(21,22). Essa melhor termogénese evidente no TA marrom pode
ser explicada tanto pela presenca de mitocéndrias como pela elevada expresséo da
proteina desacopladora-1 (UCP1)(22).

Ja o TA bege pode ser resultante da transdiferenciacdo do TA branco,
fendbmeno também conhecimento como escurecimento do TA, como ser oriundo de
células progenitoras ainda presentes nos tecidos(23). Sua fungdo também engloba a
dissipacdo de calor e pode auxiliar, assim como o TA marrom, na homeostase
metabdlica(24). Porém, apesar de se configurar como uma possivel estratégias para
pacientes obesos e com disfungbes metabdlicas, o escurecimento do TA branco s6

ocorre mediante a estimulos, estando estre eles, a atividade fisica(22—-24)
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Contudo, a inatividade fisica, termo usado para se referir a incapacidade de se
atingir os niveis minimos de atividade fisica, € encontrada em 1 a cada 4 individuos,
sendo também considerada atualmente como problema de saude publica, visto que
em 2008 cerca de 10% das mortes prematuras foram causadas pelo
sedentarismo(25,26)

Apesar da crenga de que a obesidade seja puramente resultado do excessivo
consumo calorico, sabe-se que os fatores biopsicossociais também sao importantes
determinantes do ganho de peso, que pode ser agravado pela inatividade fisica, sono,
uso de medicamentos, condi¢cdes pré-natais, status socioecondbmico, estresse, etnia
e microbiota intestinal(27).

No que tange a microbiota, sabe-se que esta pode influenciar de multiplas
formas no aumento da adiposidade corporal, repercutindo no estado inflamatério,
sistema imunoldgico e gasto energético(28). Ja foi esclarecido que individuos obesos
apresentam microbioma menos diverso quando comparados com individuos magros,
e, sabe-se que dois filos bacterianos, firmicutes e bacteroidetes, estao fortemente
associados ao quadro de obesidade(29,30).

Todavia, também sao crescentes os estudos que reforcam a interacao entre o
componente genético e a adiposidade(9). Sabe-se que os polimorfismos do receptor
de melanocortina (MC4R), receptor de leptina (LEPR) e as variantes de FTO séao
responsaveis por até 5% da obesidade extrema de inicio precoce(9,31,32).

Desta forma, fica claro a etiologia multifatorial e complexa desta condigao
fazendo necessario um manejo multiprofissional com intervengao individualizada e
que inclua cuidado integral para mudangas nos habitos de vida, estimulo a
alimentacao saudavel, pratica de atividade fisica, psicoterapia, além do uso de

farmacos e da intervencgao cirurgica quando necessarios(1,3,7).

2.1.2 Comorbidades Associadas

As comorbidades associadas a obesidade incluem as doencgas
cardiovasculares, DM2, HAS, alguns céanceres, doenca hepatica gordurosa nao
alcodlica, dislipidemia, apneia obstrutiva do sono e insuficiéncia cardiaca(33). Entre
estas, sabe-se que as doencgas cardiovasculares se configuram atualmente como a
principal causa de morte, sendo racional presumir que individuos portadores de tal

patologia, quando associada a obesidade, possuem piores prognosticos(33,34). Além
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disso, a ocorréncia de acidente vascular cerebral, doenga coronariana e diabetes € 5
vezes maior em individuos com obesidade, ficando claro que tal condigao nao se limita
ao excesso de adiposidade corporal, mas, repercute em maior chance de
mortalidade(35).

Sabe-se que a inflamagdo crbénica e de baixo grau presente na obesidade
desempenha um papel central na conexao patogénica entre a adiposidade corporal,
resisténcia a insulina e DM2. Neste tecido, a inflamagdo resulta em maior
concentragado plasmatica de citocinas como IL-6 (interleucina 6) e TNF-a (fator de
necrose tumoral a). Evidéncias apontam que o TNF- a além de inibir a atividade de
enzimas relacionadas ao metabolismo de glicose e acidos graxos, reduz a secregao
de adipocinas, entre elas a adiponectina, e, atua na inativagao dos residuos de serina
no IRS-1 (substrato do receptor de insulina 1), que uma vez alterado prejudica a
translocacdo do GLUT-4 para membrana plasmatica reduzindo o transporte de
glicose(15,36,37). Adicionalmente, a elevacao nos niveis de IL-6, além de também
resultarem em prejuizo na fosforilagdo do IRS-1, estdo envolvidos na inibicado da
cascata de sinalizagao da insulina(15).

A presencga concomitante desse cenario de Rl e dislipidemia em individuos com
obesidade qualifica o quadro de dislipidemia aterogénica. Esta se caracteriza por
elevados niveis de triglicerideos (TGL), lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL),
Apo B e niveis de colesterol ndo-HDL, enquanto os niveis de HDL-C e apolipoproteina
Al (Apo Al) sao tipicamente baixos(19,38). Além disso, este padrao especifico de
dislipidemia € acompanhado por anormalidades qualitativas de lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e particulas de HDL, que, devido a limitada disponibilidade de
métodos para diagnostico, sua avaliagao clinica em individuos obesos e com SM é
baseada em hipertrigliceridemia e/ou baixos niveis de HDL-C(39,40).

O aumento na liberagao de acidos graxos livres (AGL) ocorre em decorréncia
da RI, estes, atuam como substratos para a formacgao de lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL) no figado, promovendo a lipogénese. Tanto o aumento na secre¢ao
de VLDL quanto a reduzida depuragado dessas particulas no plasma resultam em
hipertrigliceridemia(41). Ademais, €& conhecido que individuos com obesidade
apresentam uma depuracgao retardada dos quilomicrons e seus remanescentes pos-
prandiais(42). Essas alteragdes contribuem para o enriquecimento de particulas de
HDL e LDL em triglicerideos pela agado da proteina transportadora de éster de



19

colesterol (CETP)(43). Por fim, a subsequente hidrdlise realizada pela atividade da
lipase hepatica (HL) resulta em particulas pequenas e densas de LDL, ao mesmo
tempo em que ocorre a redugéo nos niveis plasmaticos de HDL-C(18).

Ja a hipertensao arterial sistémica € uma condigao multifatorial dependente de
fatores sociais, ambientais e genéticos/epigenéticos. Se configura quando os valores
de pressao arterial sistélica e diastdlica se mantém em elevacio persistente, acima
de 140 e 90 mmHg respectivamente(44). Os niveis pressoéricos sdo controlados por
diversos mecanismos neuro-hormonais, mas sabe-se que entre seus determinantes,
destacam-se fortemente o IMC e adiposidade visceral(45). Estima-se que entre 65-
78% do risco de HAS pode ser atribuido a obesidade e os quadros persististes se
tornam importantes fatores para demais agravos, como doenga renal cronica e
insuficiéncia cardiaca(46).

A Rl também contribui para elevacao dos niveis pressoricos em pacientes com
obesidade, tanto pela perda do efeito vasodilatador da insulina, quanto pela
vasoconstricdo induzida por AGL oriunda da producdo de espécies reativas de
oxigénio e eliminagdo de 6xido nitrico(47). Além disso, a Rl leva a uma aumentada
viscosidade sérica, criando um estado pro-trombdtico e exacerbando a liberagao de

citocinas pré-inflamatoérias no TA(48).

2.2 Sindrome Metabdlica

A definicdo do diagndstico da sindrome metabdlica (SM), proposta em 1970,
ainda se mantém desafiadora, fazendo com que diversas organizagdes de saude
determinem seus proprios parametros, como demonstrado na imagem abaixo(49).
Atualmente, muitos trabalhos sao realizados utilizando o critério harmonizado da SM
descrito por Alberti et al(50) por se tratar do compilado das definicdes propostas por
diversas instituicbes como a International Diabetes Federation Task Force on
Epidemiology and Prevention; National Heart, Lung, and Blood Institute; American
Heart Association; World Heart Federation; International Atherosclerosis Society; e
International Association for the Study of Obesity(50).

Tal conceito estabelece que a presenca de 3 resultados anormais entre 5
marcadores ja qualifica o individuo com SM. Tais marcadores incluem: obesidade
abdominal (caracterizada pela circunferéncia da cintura > 102 cm em homens e >88

cm em mulheres), glicemia > 100mg/dL, triglicérides = 150mg/dL, HDL-C < 40mg/dL
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(homens) e < 50mg/dL (mulheres), pressao arterial 2 130 x 85mmHg(50). Entre estes,
nao se inclui niveis séricos de insulina tendo em vista seu custo e, consequentemente,
baixa usabilidade na populagdo, mas sabe-se que a circunferéncia da cintura

aumentada correlaciona-se fortemente com a RI(51).

Figura 1 — Evolucado dos diagndsticos de sindrome metabdlica.
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Legenda: AHA: American Heart Association, ATPIIl: National Cholesterol Education
Program Adult Treatment Panel Ill; dx: diagnéstico; EGIR: grupo europeu para estudo
da resisténcia a insulina; Glc: glicose; HDL: lipoproteina de alta densidade; HA:
hipertensao; RI: resisténcia a insulina; IDF: Federacéao Internacional de Diabetes; IGT:
tolerancia diminuida a glicose; IFG: glicemia de jejum alterada; NHLBI: Instituto
Nacional do Coracdao, Pulmao e Sangue; TG: triglicerideo; txt: tratamento; CC:
circunferéncia da cintura; OMS: Organizagao Mundial da Saude.

Fonte: Fahed et al. 2022(40)

A fisiopatologia que envolve a SM é complexa, sendo discutido a avalicao
individual das patologias que a compdem, ou, se elas se enquadram em um processo
patogénico ampliado(40,50). Todavia, ja é aceito que a RI se configura como o centro
do desenvolvimento da SM(40,52). Esta, se encontra relacionada a dislipidemia
aterogénica uma vez que resulta em maior concentragcao de AGL circulante, levando

a hipertrigliceridemia, e, particulas pequenas e densas de LDL(18,41-43), além de
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estar associada a niveis presséricos aumentados por exacerbar fatores
vasoconstritores e pré-trombaéticos enquanto leva a reducao da vasodilatacdo pela
insulina(47,48).

Contudo, ha evidéncias recentes que também abordam o papel da regulagao
neuro-hormonal no surgimento da SM. Destaca-se a leptina, que desempenha
importante papel na regulagao da saciedade, gasto energético, homeostase da glicose
e resposta insulinica. No entanto, em individuos obesos se instala o quadro de
‘resisténcia a leptina” que impede sua agao regulatéria e repercute em resposta
inflamatoria, justificando a associagao entre niveis elevados de lepitina e maior risco
cardiovascular(53).

No que tange seus agentes causadores, além dos fatores genéticos e
epigenéticos, sabe-se que questdes relacionadas a habitos alimentares e inatividade
fisica estao fortemente associados ao surgimento desta patologia, destacando o papel
da excessiva ingestdo caldrica, que resultard& em maior adiposidade visceral,

considerada como gatilho em diversas vias relacionadas a sua génese(5,40,49,50,52).

2.3 Cirurgia Bariatrica

A realizacao de cirurgia bariatrica (CB) aumentou exponencialmente em todo o
mundo, o que pode ser justificado ndo somente pelo aumento da obesidade, mas
também por se configurar como a estratégia responsavel pelos resultados mais
eficazes e que extrapolam a perda de peso, repercutindo em remissao de diversas
comorbidades associadas a obesidade(54,55)

Em 2022 a Sociedade Americana de Cirurgia Metabdlica e Bariatrica (ASMBS)
e Federacao Internacional para a Cirurgia de Obesidade e Disturbios Metabdlicos
(IFSO) publicaram as indicagbes atualizadas para a realizagao da cirurgia. Individuos
com IMC 235 kg/m?, independentemente da presenga de comorbidades possuem
indicagcdo para realizagdao de CB. Além destes, aqueles que possuem doencas
metabodlicas com IMC de 30-34,9 kg/m? também possuem indicagdo de CB como
opc¢ao de tratamento(56).

Os dois procedimentos mais comumente realizados sdo a gastrectomia vertical
(VGS) e Bypass gastrico em Y-de-Roux (BGYR), demostrados na Figura 2. O primeiro
envolve a remogao de aproximadamente 80% do estémago ao longo da curvatura

maior, enquanto o BGYR engloba a restricdo do tamanho gastrico com a criagao de
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uma bolsa gastrica e redirecionamento do trato gastrointestinal (TGI), de forma que
os nutrientes ingeridos sejam desviados diretamente para o jejuno. Outras técnicas
cirargicas incluem a derivagao biliopancreatica e a banda gastrica ajustavel, porém
atualmente sdo menos realizadas por oferecerem menores resultados pertinentes a
perda de peso e remissdo de DM2, além de gerarem maiores prejuizos na absorgéo

de macro e micronutrientes(57,58).

Figura 2 - Procedimentos mais comumente realizados na CB
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Legenda: A) Bypass gastrico em Y-de-Roux (BGYR); B) Gastrectomia vertical (VGS)
Fonte: Liu et al. 2023(58)

A CB repercute em melhora dos parametros metabdlicos independente da
perda de peso, visto que a melhora na secrecado e sensibilidade a insulina e na
homeostase da glicose, ocorrem dias ap0s a cirurgia, antes de se observar uma perda
ponderal significativa(58). Tal fato ocorre pois na BGYR a exclusao do duodeno leva
a entrega de uma grande quantidade de alimentos parcialmente digeridos para o
intestino, induzindo a secregao incretinas, entre elas os hormdnios hipoglicemiantes
intestinais, principalmente peptideo YY (PYY) e peptideo semelhante ao glucagon
(GLP-1)(57,58).

Além da liberacao de incretinas, os efeitos da BGYR envolvem a restricao do
volume alimentar ingerido, menor absor¢cdo intestinal, tanto de macro e
micronutrientes e saciedade precoce, que também convergem em aumento da

sensibilidade a insulina(58). Com isso, a ocorréncia de remissao de DM2 é observada



23

em 80% dos casos, podendo se estender por até 5 anos apds a intervencao
cirurgica(54,55).

No que se refere a perda de peso, em geral, ha uma expectativa de perda
ponderal superior a 60%(54,55). Conforme a Associacao Brasileira para o Estudo da
Obesidade e da Sindrome Metabdlica (ABESO), considera-se o tratamento cirurgico
bem-sucedido quando ha uma perda de excesso de peso (PEP) superior a 50% e o
paciente sai da condicdo de obesidade extrema, presente em individuos com IMC
superior a 40 kg/m?*(59).

Entretanto, é conhecido que a eficacia do tratamento, bem como a redugao das
comorbidades relacionadas a obesidade, sao influenciadas por uma combinagao de
fatores, incluindo aspectos psicossociais, a pratica regular de atividade fisica, a
adogdo de habitos alimentares saudaveis e elementos genéticos/epigenéticos.
Destaca-se a importancia dos polimorfismos de nucleotideo unico, com foco especial
no gene APOE, cuja interagdo com a adiposidade corporal desempenha um papel
central nao s6 na origem da obesidade, mas também em seus agravos, como a
SM(8,9,60).

Assim, destaca-se a importancia nao apenas da remissdao das comorbidades
associadas, mas principalmente da sustentagao a longo prazo da melhora metabdlica.
Esse processo deve ser acompanhado por uma equipe multiprofissional,
desempenhando um papel crucial ao estimular a incorporacéo de um estilo de vida

saudavel que vai além da perda de peso.

24 Polimorfismo da APOE

A apolipoproteina E (APOE) é uma glicoproteina polimérfica envolvida no
transporte de lipideos no plasma e encontra-se presente na lipoproteina (a) (Lp(a )),
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), lipoproteinas de alta densidade (HDL),
lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL), lipoproteinas de densidade muito
baixa (VLDL) e quilomicrons. Encontra-se expressa em muitas células, principalmente
no figado, baco, rins, gbnadas, supra-renais e cérebro(60-62). Tal expressao
generalizada demonstra sua importancia em diversas vias, como vitaminas
lipossoluveis, metabolismo glicidico, transducao de sinal e angiogénese(60,62,63).

O gene APOE esta localizado no cromossomo 19q13.1 e codifica um precursor
da APOE de 317 aminoacidos. Apds clivagem a APOE madura é secretada como uma
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proteina de 299 aminoacidos com uma massa molecular relativa de 34.200 kDa.
Mediante a existéncia de dois polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) (rs429358
e rs7412), o gene APOE é representado por 3 diferentes alelos, €2 (cys 112, cys 158),
€3 (cys 112, arg 158) e €4 (arg112, arg158), cuja frequéncia encontrada na populagéo
€ 8%, 78% e 14%, respectivamente. Além disso, tais alelos podem se apresentar de
maneira homozigota (E2/E2, E3/E3 e E4/E4) ou heterozigota (E2/E3, E2/E4, E3/E4),
resultando em 6 diferentes gendtipos(60-62,64).

Em relagdo ao metabolismo dessas lipoproteinas, a APOE produzida no figado
€ secretada para circulagao unindo quilomicrons ricos em triglicerideos (composto por
apoB48) e VLDL (composto por apoB100), sendo o VLDL1 rico em triglicerideos e o
VLDL 2 em colesterol. Tais lipoproteinas se encontram sujeitas a lipdlise e produzem
remanescentes que sao eliminados pelo figado através dos membros da familia de
receptores LDL e proteoglicanos de sulfato de heparano (HSPG). A fragdo dos
remanescentes contendo apoB100 forma LDL e a LDL oxidada. Detritos celulares e
IDL levam colesterol ao macréfago, transformando-o em uma célula espumosa e com
armazenamento de colesterol. O colesterol ndo esterificado pode ser transferido pelos
transportadores ABCA1 e ABCG1 dos macrofagos para apoAi e APOE iniciando a
producdo de HDL. O HDL formado além de reservatério de apoproteinas, também
pode fornecer colesterol ao figado via receptor eliminador de B1 (SCRB1). Por fim, o
HDL contendo APOE também é a via por qual os esterois e a proteina beta amiléide

podem deixar o sistema nervoso (Figura 3)(61).
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Figura 3 - Efeito das variantes do alelo APOE nas vias metabdlicas
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densidade; ABCA1: ATP-binding cassette transporter A1; ABCG1: ATP-binding
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Fonte: Marais 2021(61)

Na APOE 4, a substituicdo Cys130Arg resulta em uma estrutura mais compacta
e com maior afinidade para VLDL, logo, tal isoforma esta associada a elevados niveis
de apoB, colesterol total, LDL e colesterol remanescente. Além disso, existe a hipotese
de que o aumento de LDL em portadores de APOE €4 seria também proveniente da
regulacédo negativa da expressao do receptor LDL consequente a captagao hepatica
acelerada de VLDL rico em APOE ¢4(60,65,66). Em contrapartida, a APOE €2 esta
relacionada a niveis mais baixos de apoB, colesterol total e LDL, em relagcdo a APOE
€3. Possiveis justificativas para tal fato sdo provenientes da ruptura de uma ponte
salina em decorréncia da substituicdo Arg176Cys que resultaria em alteragao de seus
receptores e consequente inibicao da lipdlise de VLDL e aumento da regulagcdo do
receptor de LDL(60,65,66).
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Nesse contexto, ja foi documentado que a presengca da APOE €2 esta
associada a uma reducdo de aproximadamente 14 mg/dL nos niveis totais de
colesterol, enquanto a APOE €4 tem um efeito oposto, elevando-os em cerca de 8
mg/dL. Essa disparidade culmina na associagdo entre a presenga da APOE €4 e o

aumento do risco de eventos cardiovasculares(60)



27

3. OBJETIVOS
3.1Gerais

Avaliar os fatores preditores da sindrome metabdlica e analisar os
polimorfismos da APOE (rs7412 e rs429358) em pacientes com obesidade extrema
submetidos a derivagdo gastrica em y-de-roux antes e apdés 24 e 60 meses da

realizagdo da intervencgao cirurgica.

3.2 Especificos

Comparar os pacientes em relacdo a sindrome metabdlica no periodo pré-
operatorio e apds 24 e 60 meses de cirurgia, avaliando:

- Presencga de comorbidades (HAS, Diabetes e Dislipidemia);

- Antropometria;

- Exames Bioquimicos;

- Ingestao caldrica e de macronutrientes;

- Nivel de atividade fisica;

- Presenca de polimorfismos da APOE (rs7412 e rs429358)
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4. METODOLOGIA
4.1 Aspectos éticos

O presente estudo se configura como parte do trabalho intitulado
“Caracteristicas nutricionais, bioquimicas e genéticas de pacientes eutréficos e
obesos que desenvolveram COVID-19”, o qual foi aprovado pelo comité de ética em
pesquisa humana da Universidade Federal de Minas Gerais, sob o numero
44347121.1.0000.5149 do Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo Etica —
CAAE (Apéndice 9.1).

Além disso, parte do material genético utilizado havia sido previamente
coletada na execugao do projeto “Presenca e evolugédo de sindrome metabdlica em
pacientes submetidos a cirurgia bariatrica e sua correlagdo com as diferentes
isoformas de Apo E” que também se encontra aprovado sob parecer numero ETIC
092/06 (Apéndice 9.1).

Em ambos os trabalhos os participantes foram esclarecidos sobre todos as
etapas da pesquisa e mediantes concordancia, assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE).

4.2 Delineamento do estudo e sele¢cao da amostra

Trata-se de um estudo longitudinal retrospectivo realizado em pacientes com
obesidade extrema submetidos a cirurgia bariatrica pelo método Bypass gastrico em
Y-de-Roux. Tais participantes sdo acompanhados pelo Ambulatério de Tratamento
Nutricional e Nutrologico da Obesidade (ETNNO), que fica localizado no 5° andar do
Instituto Jenny de Andrade Faria que compde o complexo hospitalar do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (HC-UFMG).

O ambulatério é coordenado pela professora Dr2. Jacqueline Isaura Alvarez-
Leite e oferece atendimento a individuos portadores de obesidade grave com
indicagcdo de tratamento cirurgico da obesidade que sao referenciados através da
atencdo primaria do Sistema Unico de Saude (SUS). Compdem a equipe médicos
nutrélogos, nutricionistas, psicélogos e nutricionista, que oferecem acompanhamento
multidisciplinar aos pacientes no pré e pés-operatorio.

Para realizacdo deste estudo foram incluidos pacientes acima de 18 anos, de

ambos 0s sexos e acompanhados pelo servico por no minimo dois anos de pos-
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operatorio. Além disso, era necessario que os participantes possuissem material
genético armazenado no banco de amostra de DNA no laboratério de bioquimica e
imunologia nutricional do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG, ou, autorizassem
a coleta do mesmo para posterior extragao no laboratério de medicina molecular da
Faculdade de Medicina da UFMG. O fluxograma das atividades assim como das

variaveis avaliadas se encontra descritos na Figura 4.

Figura 4 — Fluxograma da coleta de dados e variaveis analisadas nos periodos pré-

operatorio, 24 e 60 meses apos realizagao da cirurgia bariatrica

Submissao e Selec¢ao dos :
Aprovacao do projeto participantes e coleta -E-xtra?ao e
pelo Comité de Etica de material genético amplificagao de DNA

Coleta de dados

clinicos

)

Periodo Pré-Operatério 24 meses PO 60 meses PO

- Diagnéstico da SM
- Presenca de comorbidades (HAS, DM2)
- Exames Bioquimicos (HDL, CT, TGL, LDL)
- Antropometria
- Consumo alimentar
- Atividade fisica
- Polimorfismo APOE

Legenda: HAS: Hipertensdo arterial sistémica; DM2: Diabetes tipo 2; HDL:
lipoproteina de alta densidade; LDL: Lipoproteina de baixa densidade; CT: Colesterol
total; TGL: Triglicerideos; APOE: Gene da apolipoprotepina E
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024)
4.3 Coleta de dados

No desenvolvimento do presente estudo foram selecionados participantes
submetidos a cirurgia bariatrica entre 2000 e 2017 e que mantiveram
acompanhamento pelo periodo estipulado.

A genotipagem e a coleta de dados ocorreram no periodo de abril de 2022 a
junho de 2023. As informagdes relacionadas ao histérico clinico, padrbes alimentares,
resultados de exames bioquimicos e habitos de vida foram retrospectivamente obtidas
dos prontuarios eletrbnicos e fisicos utilizados pela equipe de cuidados do
ambulatério. Os dados referentes ao momento pré-operatério foram coletados na
ultima consulta que antecedeu o procedimento cirurgico, enquanto as informagoes
adicionais foram obtidas durante as consultas de acompanhamento aos 24 e 60

meses pos-operatoério (PO).

4.3.1 Antropometria

A afericao do peso foi realizada pela equipe multiprofissional do ambulatorio,
sendo utilizada balanga-plataforma digital da marca Welmy® com escala de 100g e
capacidade para 300 kg. Afim de garantir a correta medi¢cdo, os pacientes foram
posicionados de pé, eretos, de costas para a escala de medidas da balanca,
descalgos, com os pés juntos no centro da plataforma e com o minimo possivel de
vestimentas e adornos. Para a estatura utilizou-se antropdmetro vertical milimetrado,
com escala de 1,0 cm, acoplado a balanga, sendo necessario para tal medicdo que
0s pacientes estivessem descalgcos e sem adornos na cabecga, além disso, no
momento da medida a cabeca se manteve ereta e olhos fixos, sendo a marcacgao
realizada em inspiragao profunda.

Com os dados alcangados foi possivel calcular além do IMC (peso(kg)/
estatura®(m)), a perda de peso total (PPT) e o percentual de perda de excesso de
peso (%PEP) apds 24 e 60 meses de cirurgia. A PPT foi obtida por meio da diferenga
entre o momento pds-operatorio e o peso inicial. Ja o %PEP foi calculado utilizando a

férmula proposta por Brethauer et al(67):

%PEP= (peso inicial — peso pds-operatério) x 100

(peso inicial — peso ideal*)
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*peso ideal = 25,0kg/m? x (altura (m))?
4.3.2 Consumo alimentar

Os dados referentes ao consumo alimentar foram coletados mediante
recordatdrio alimentar de 24 horas realizado durante os atendimentos nutricionais da
equipe. Tais informacgao foram referentes ao momento pré-operatoério imediato assim
como em 24 e 60 meses apos a realizagao da cirurgia bariatrica.

Em recordatério, as informagdes se encontravam descritas em medidas
caseiras, sendo entdo convertidas em mililitros e gramas para os calculos. A ingestéao
total de energia, carboidratos, gorduras totais e proteinas e o percentual de consumo
de cada macronutriente foram calculados com o auxilio do software Avanutri® versao

4.1.

4.3.3 Dados Clinicos

Através do questionario de anamnese realizado durante o atendimento,
obtivemos informacdes sobre a presenca de morbidades relacionadas a obesidade,
tais como hipertensao arterial e/ou uso de medicamentos para controle da presséo,

diabetes e dislipidemia. Adicionalmente, avaliamos a pratica de atividade fisica.

4.3.4 Atividade Fisica

As informagbes sobre a pratica de atividade fisica foram coletadas em
prontuario. Mediante as informagdes de tipo, duragdo e frequéncia, o nivel de
atividade fisica (NAF) foi calculado e classificado de forma adaptada, com base nos
parametros estabelecidos pela versao curta do Questionario Internacional de
Atividade Fisica (IPAQ).

O IPAQ é uma ferramenta de detecgcdo do NAF em adultos e que pode ser
aplicado em todo o mundo. Para tal, é utilizado como base o compéndio de atividades
fisicas, elaborado com a finalidade de contribuir para a estratificacao de atividade
fisica (AF) com base em informagdes obtidas em registros e pesquisas, além de
viabilizar a comparacdo do NAF. Para isto, é fornecido um esquema de codificacao
vinculado ao equivalente metabdlico (MET), sendo este entendido como a razao entre
a taxa metablocia de trabalho e uma taxa de repouso padrdo de 1,0 (4,184
kd)-kg = 1-h = 1(68-70)
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Das versdes do IPAQ, a forma que considera a frequéncia semanal usual de
atividades fisicas curta e autoaplicavel foi validada no Brasil por Matsugo et al, 2001.
Este classifica e elenca trés tipos de atividades, sendo elas, caminhada, AF moderada
e AF vigorosa, considerando como AFs de intensidade moderada e vigorosa as
modalidades com METs entre 3 e 6 e METs > 6, respectivamente(68,69,71).

De acordo com o protocolo do IPAQ, adotou-se para fins de calculos os
seguintes METs continuos para cada categoria: caminhada=3,3 METs, AF
moderada=4,0 METs e AF vigorosa=8,0 METs(70). O escore do gasto energético

semanal total foi calculado em MET-min/semana, conforme Quadro 1.

Quadro 1 — Calculo dos METs por categoria de atividade fisica

Nivel de Atividade Formula

Caminhada 3,3 x minutos de caminhada por dia x dias de

caminhada por semana

AF moderada 4,0 x minutos de AF moderada por dia x dias de AF

moderada por semana

AF vigorosa 8,0 x minutos de AF vigorosa por dia x dias de AF

vigorosa por semana

AF total semanal soma do MET-min/semana da caminhada, AF moderada

e AF vigorosa

Legenda: AF: atividade fisica; MET: equivalente metabdlico
Fonte: CRAIG et al, 2003(70).

A partir dos resultados obtidos, o NAF foi classificado como baixo, moderado
ou alto, conforme critérios estabelecidos pelo guia para processamento de dados e

analise do IPAQ(72). As descri¢des do NAF podem ser observadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Critérios de classificagao do Nivel de Atividade Fisica

Classificacao Critérios

Nenhuma AF reportada OU
Alguma AF é portada, porém nao em dose suficiente para

1 - Baixo preencher os critérios da categoria 2 e 3.
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3 ou mais dias de atividade vigorosa com pelo menos 20

minutos de duracgao por dia OU

5 ou mais dias de atividades de intensidade moderada ou

caminhada com pelo menos 30 minutos de duragao por dia

2 - Moderado OU- 5 ou mais dias de qualquer combinacdo de caminhada,
AF moderada ou AF vigorosa que atinja um gasto
energético acumulado de pelo menos 600 MET-

min/semana.
AF vigorosa por pelo menos 3 dias e acumulando pelo
menos 1500 MET-min/semana OU

7 ou mais dias de qualquer combinacao de caminhada, AF
3 - Alto moderada ou AF vigorosa que atinja um gasto energético

acumulado de pelo menos 3000 MET-min/semana

Legenda: AF: atividade fisica; MET: equivalente metabdlico
Fonte: Reserarch |, 2005(72)

4.3.5 Exames bioquimicos
Os exames bioquimicos analisados foram: glicemia, perfil lipidico e
triglicerideos, todos realizados no Laboratério de Analises Clinicas do HC-UFMG e

disponibilizados pela plataforma eletrénica MatrixNet.

4.3.6 Diagnéstico de Sindrome Metabdlica

Para o diagnoéstico da SM, foi adotado o preceito do critério harmonizado da
SM descrito por Alberti et al(50), onde a presenca de 3 resultados anormais entre 5
marcadores ja qualifica o individuo com SM. Tais marcadores incluem: obesidade
abdominal (caracterizada pela circunferéncia da cintura > 102 cm em homens e >88
cm em mulheres), glicemia > 100mg/dL, triglicérides = 150mg/dL, HDL-C < 40mg/dL
(homens) e < 50mg/dL (mulheres), pressao arterial = 130 x 85mmHg(50).

Perante a dificuldade de medigdo da circunferéncia da cintura (CC) em
pacientes com obesidade grave (Apéndice 9.2) para a classificagdo de portador da
SM ou nado apods a cirurgia, esta medida foi considerada aumentada para aqueles
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individuos cujo IMC foi = 30 kg/m2. A substituicdo da CC pelo IMC ja foi utilizada por
outros autores devido a concordancia encontrada entre estes parametros

antropomeétricos em estudos prévios para diagnostico de SM(73,74)

4.3.7 Genotipagem
4.3.7.1 Coleta de material genético

Durante as consultas de acompanhamento ambulatorial os pacientes foram
orientados a bochechar previamente 100mL de agua. Apos isso, foi feita a coleta,
raspando a face interna das bochechas com pequenas escovas citologicas
esterilizadas (swab), e fazendo movimentos circulares por 2 minutos. As escovas
tiveram a porcido externa das hastes cortadas e colocadas em microtubos tipo
eppendorffs de 1,5mL contendo 1mL de etanol 70%. As amostras colhidas foram

armazenadas em geladeira por periodo de 10 a 30 dias até a extragao do DNA.

4.3.7.2 Extragao de DNA

A partir do material coletado, parte das amostras utilizadas neste trabalho
tiveram seu material genético extraido por meio da utilizagdo do Kit SYBR Green
Extract-N-Amp Tissue Kit (Sigma®). Os tubos contendo swab e etanol foram
submetidos a centrifugagcdo a 12000 rpm durante 10 segundo para precipitacao de
células. Apds, o sobrenadante foi desprezado e os tubos foram mantidos invertidos
sobre papel absorvente por 30 a 40 minutos, objetivando a total evaporacao do etanol
residual. Em seguida, foi adicionado 200uL de solugao de extracdo e, em seguida,
25uL de solugéo de preparo tecidual. Os tubos foram homogeneizados no vortex e
permaneceram por 10 minutos em temperatura ambiente, e, apds, incubados a 95°C
durante 3 minutos. Por fim, adicionou-se 200uL de solugdo de neutralizacédo e as
amostras foram armazenadas a 4°C até serem utilizadas.

Outra parte das amostras tiveram seu material genético obtido pelo método de
Aidar e Line(75) adaptado. Os tubos contendo o material coletado foram centrifugados
por 3 minutos a 13200 rpm para se obter o precipitado de células, sendo entao,
descartado o liquido sobrenadante. Em seguida, acrescentou-se 200uL de solugao
tampao de lise, contendo Tris HCI, EDTA, SDS 10% e H20 Milli-Q, juntamente com
16,36uL de proteinase K. Os tubos foram macerados com bastdo azul autoclavado
por aproximadamente 30 vezes e incubados em banho-maria por 1 hora a 60-65°C.
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Apods incubacgao, foi novamente acrescentado 200uL de solugcéo tampéao e as tubos se
mantiveram em temperatura ambiente por 15 minutos. Apds, os microtubos foram
centrifugados a 11000 rpm por 20 minutos, sendo coletado 400uL do sobrenadante
obtido.

No eppendorff contendo o sobrenadante, foi adicionado o sobre do volume
(aproximadamente 800uL) de etanol absoluto e 10% do volume colhido de NaAc. Em
seguida, os tubos foram agitados suavemente até o surgimento da massa de DNA e
centrifugados em velocidade maxima, 13200 rpm, por 15 minutos. Apds, o
sobrenadante foi descartado e adicionado 800uL de etanol 70%, sendo entdo, os
tubos novamente centrifugados a 12000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e os tubos foram coletados invertidos em papel absorvente para completa
evaporacgao do etanol. Por fim, o DNA foi ressuspendido em solu¢ao de neutralizacao
e acondicionado em banho-maria a a 55°C até a maxima desfragmentagao do pellet
de DNA formado. As amostras foram armazenadas a 4°C até o momento de serem
utilizadas.

Apos finalizados os processos de extracdes, as amostras foram quantificadas
em espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). A pureza foi dada por meio
das razdes 260/280 e 260/230. A partir dessa etapa, as amostras foram diluidas para
uma concentragado de 20 ng/pL ou 50 ng/uL, a depender da técnica de amplificagao

empregada.

4.3.7.3 Amplificagcao do DNA e determinagao do genétipo

Parte das amostras utilizadas neste estudo foram amplificadas pela técnica de
reacdo em cadeia de polimerase (PCR-RFLP)(76) seguida pela analise dos
fragmentos polimérficos (RFLP restriction fragment lenght polymorphism), de acordo
com a metologia descrita por Hixon e Vernier modificada(77). Apds a extracao de
DNA, uma regiao de 263 pares de bases (pB) no éxon 4 do gene da APOE, que
contém os pontos de mutagcao dos aminoacidos 112 e 158 foi amplificada.

Apos a deteccdo da amplificacdo do fragmento especifico em gel de
poliacrilamida a 6% uma aliquota de 5uL da reagcao de amplificagéo foi digerida com
uma das seguintes endonucleases de restrigdo, Hhal ou Cfol. Essa mistura foi, entao,
incubada, em banho-maria a 37°C, por 18 horas. As enzimas Hhal E Cfol sao

isoesquizémeros, significando que apresentam o mesmo padrdao de restricao
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especifica. Ambas foram testadas no Laboratério de Biologia Molecular da Faculdade
de Farmacia/UFMG e produziram resultados idénticos e igualmente satisfatorios.

O produto da digestao foi, posteriormente, visualizado em gel de acrilamida, e
o perfil das bandas no gel forneceu a base para a identificagdo do perfil genético. Os
genotipos da APOE foram determinados através da analise visual do perfil de bandas
(Tabela 3) e ilustrado na (Figura 5) obtido no gel de poliacrilamida 12 %. O gel foi
preparado com 10mL de solucédo de poliacrilamida, 86uL de perssulfato de aménio
(APS) e 10uL de TEMED.

Apos a eletroforese, os géis foram submetidos ao procedimento de coloragéo.
Sendo, primeiramente, imersos em solugao fixadora por 15 minutos, recebendo logo
apos, solugao de nitrato de prata por 10 minutos. Finalmente os géis foram submetidos
a solugdo reveladora, na qual permaneceram imersos para que os fragmentos
corados pela prata fossem visualizados. Por fim, o gel foi novamente submerso na

solucgéo fixadora, e logo apés, foi fixado em uma placa de vidro e fotografado.

Tabela 3 — Perfil de bandas no gel para identificagcao dos alelos do gene APOE

Genétipos da Apo E Fragmentos gerados (pb)
g2¢€2 91,63e75
Homozigotos €3¢3 91,63 e 48
eded 72,63,48 e 27
g2¢e4 91,75, 63,48 e 27
Heterozigotos €23 91,75,63 €48
€34 91,72,63,48e 27

Fonte: Ferreira, 2011(78).
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Figura 5 - Perfil eletroforético para identificagdo dos alelos do gene APOE

91pb

75pb
72pb

48pb

Legenda: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% dos produtos de PCR — RFLP
do fragmento 263pb do gene da APOE. Apresentagao dos gendtipos por canaleta: 1)
€2¢4; 2) €4¢e4; 3)e3e3; 4)e3¢e4; 5)e2¢3.

Fonte: Ferreira, 2011(78).

Ja as demais amostras também utilizadas neste estudo tiveram seus gendtipos
determinados por meio da metodologia TagMan™ SNP Genotyping assays, com duas
sondas marcadas com fluorescéncia diferencial que permitem detectar ambos os
alelos em uma unica reagao (Applied Biosystems Inc. (ABI), Foster City, CA, EUA)
conforme demonstrado na Figura 6. Para tal, utilizou-se aparelho da BIO-RAD CFX96
Real-Time System, no modo de discriminagéo alélica e plataforma ABI 7500 Fast Real
Time PCR. A descricdo dos processos empregados para RT-PCR se encontra

descritos nas Tabela 4 e 5.
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Figura 6 — Exemplo de um resultado grafico da discriminagéo alélica

P

Allele 2

Allele 1

Legenda: Resultado da descriminagao alélica visualizado em plataforma ABI
Fonte: Santos (2020)(79)

Tabela 4 — Caracteristica de amplificacao por RT-PCR do gene APOE rs7412

Reagente Volume Ciclagem no termociclador
Master Mix 5,0uL Passo 1: 95°C, por 10 minutos
Agua 3,9uL Passo2: 95°C, por 15 segundos
Sonda 0,1uL Passo 3: 60°C, por 1:30 minuto
DNA 2,0uL Passo 4. Retornar ao passo 2 por 59 vezes
END

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Tabela 5 — Caracteristica de amplificacao por RT-PCR do gene APOE rs429358

Reagente Volume Ciclagem no termociclador
Master Mix 5,0uL Passo 1: 95°C, por 10 minutos
Agua 0,9uL Passo2: 95°C, por 15 segundos
Sonda 0,1uL Passo 3: 60°C, por 1:30 minuto
DNA 4uL Passo 4: Retornar ao passo 2 por 59 vezes
END

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)
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4.4  Anadlise estatistica

As variaveis quantitativas foram testadas quanto a normalidade por meio do
teste de Shapiro-Wilk. A estatistica descritiva foi utilizada para analise das
caracteristicas de cada grupo, sendo as variaveis categéricas apresentadas como
frequéncia e as qualitativas em média e desvio padrdo em funcdo da simetria
apresentada.

Para a comparagao dos grupos e a determinagao da associagao das variaveis
com o diagnostico de sindrome metabdlica, o teste Wilcoxon foi utilizado para analise
das variaveis quantitativas e o teste exato de Fisher ou Qui-quadrado para variaveis
categoricas. A frequéncia alélica dos genes analisados foi calculada pela contagem
de alelos. Modelos de regressao logistica foram utilizados para verificar variaveis
independentes preditoras da sindrome metabdlica, odds ratio (OR) e intervalo de
confianca de 95%, sendo realizado o calculo do poder amostral ao final das analises.
O nivel de significancia adotado foi p<0.05 e todas as anadlises estatisticas foram

computadas no programa Stata versao 14.
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5. RESULTADOS

Considerando que alguns pacientes interromperam o acompanhamento pos-
operatdrio, tornou-se essencial realizar a avaliagdo dos resultados em duas etapas
distintas. A primeira etapa compreende o periodo pré-operatorio, enquanto a segunda

envolve a analise conjunta dos resultados aos 24 e 60 meses apos a cirurgia.

5.1 Analise dos pacientes no pré-operatorio

As caracteristicas clinicas, demograficas e antropométricas, assim como nivel
de atividade fisica e consumo alimentar dos pacientes no periodo pré-operatério
encontram-se descritas na Tabela 6. Neste grupo, a média de idade foi de 58 anos
com minima de 34 e maxima de 81. Observou-se maior prevaléncia do sexo feminino
(82,6%).

No que se refere as caracteristicas antropométricas a média de IMC encontrada
foi de 55 kg/m? (+ 9). A média de peso corporal foi de 140 kg (+ 28) e do excesso de
peso de 76 kg (x 28).

Em relagdo ao consumo alimentar, observou-se um consumo calérico diario
médio de 1380 kcal (£ 717) sendo este composto por 12% (£12) de proteinas, 52%
(x12) de carboidratos e 17% (+16) de lipideos. Dos pacientes avaliados em relagdo a
pratica de atividade fisica no momento pré-operatério, 18% relataram praticar

atividade fisica moderada e 82% mencionaram baixos niveis de atividade fisica.

Tabela 6 — Caracteristicas pré-operatorias dos 109 pacientes submetidos a cirurgia
bariatrica.

Variavel Total (N=109)
Idade 58 (£11)
Sexo feminino 90 (82,6%)
Sexo Masculino 19 (17,4%)
Antropometria
IMC (kg/m?) 55 (19)
Peso (kg) 140 (£28)
Excesso de peso (kg) 76 (£26)
Ingestao dietética
Energia total (kcal/dia) 1380 (x717)
Proteina total (g/dia) 65 (£31)
% Proteina do VCT 12 (x12)
Carboidrato total (g/dia) 180 (£108)
% Carboidratos do  VCT 52 (x12)
Lipidio total (g/dia) 45 (+30)
% Lipidios do VCT 17 (£16)




41

Atividade Fisica (n=74)
Baixo ou nenhuma 61 (82%)
Moderada 13 (18%)
Alto 0

Componentes da SM
Triglicerideos >159mg/dL 35 (32%)
Glicose > 200mg/dL 36 (33%)
HDL-C baixo (mg/dL) 69 (63%)
HAS 88 (81%)

Legenda: Valores expressos como frequéncia (%), média e desvio padrao.

IMC= Indice de Massa Corporal; HDL — C= lipoproteina de alta densidade baixo = 40
e 50mg/dL para homens e mulheres respectivamente; VCT= Valor caldrico total; SM=
Sindrome Metabdlica; HAS= Hipertensao arterial sistémica

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Dos critérios que compdem a SM, além da CC aumentada (100%), a
hipertensao arterial foi a mais prevalente (81%), seguida de baixos niveis de HDL-C
(63%), hiperglicemia (33%) e hipertrigliceridemia (32%), estando os ultimos presentes
em menos de 40% da amostra.

Dos pacientes examinados antes da cirurgia, 74% (n=81) foram diagnosticados
com sindrome metabdlica (SM). Dentro desse grupo, 44% apresentaram apenas 3
critérios, 24% apresentaram 4 e 8% tinham todos os 5 marcadores diagndsticos da
patologia (Tabela 7). As anadlises de regressao logistica revelam que, durante o
periodo analisado, a hipertensao arterial sistémica (HAS) e o diabetes mellitus tipo 2
(DM2) emergiram como os principais componentes da sindrome metabdlica (Tabela

8).

Tabela 7 — Presenca de sindrome metabdlica em pacientes com obesidade extrema
atendidos pelo Hospital das Clinicas - UFMG

Total (N=109)

Sindrome metabdlica

Com SM 81 (74%)
Sem SM 28 (26%)
Numero decomponentes
de SM
3 48 (44%)
4 24 (22%)
5 9 (8%)

Legenda: Valores expressos como numero de individuos e frequéncia (%).
SM=Sindrome metabdlica
Fonte: Elaborado pelo autor (2024)
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Tabela 8 — Regressao logistica dos fatores componentes da sindrome metabdlica
em pacientes com obesidade extrema

OR P’ IC 95%
Pré-Operatorio HAS 15.95 0.012 1.83388 138.8726
Diabetes 10.56 0.000 3.864143 28.87309

Legenda: HAS=Hipertensé&o arterial sistémica; IC = Intervalo de Confianga
"Regressao Logistica Multivariada;
Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Ao considerar a frequéncia alélica dos genes APOE notou-se que o alelo €3 foi
0 mais presente na populacao estudada (80,7%), seguido dos alelos €4 e €2 que se
fizeram presentes em igual proporcao (Tabela 9). Em relagdo aos gendétipos, o mais
prevalente foi €3 €3 (67%), seguido do €2 €3 (15,6%), €3 €4 (11,9%), €2 €4 (3,7%) e €4
€4 (1,8%). Quando avaliados em relagdo a presenga de SM, ndo houve diferenga

significativa do alelo €2 (p=0,621), €3 (p=0,193) e €4 (p=0,320) entre os grupos.

Tabela 9 — Frequéncia alélica do gene APOE em pacientes com obesidade extrema
portadores de sindrome metabdlica

Todos os Com SM Sem SM P’
pacientes
Alelos
€2 9,6% (21) 7,6% (5) 10,5% (16) 0,621
€3 80,7% (176) 86,4% (57) 78,3% (119) 0,193
€4 9,6% (21) 6% (4) 11,2% (17) 0,320
Total 218 66 152
Genétipo
€2 €3 15,6% (17) 16% (13) 14,3% (4) 0,999
€2 €4 3,7% (4) 3,7% (3) 3,6% (1) 0,999
€3 €3 67% (73) 67,9% (55) 64,3% (18) 0,999
€3 €4 11,9% (13) 11,1% (9) 14,3% (4) 0,999
€4 €4 1,8% (2) 1,2% (1) 3,6% (1) 0,999
Total 109 81 28

Legenda: Valores expressos como frequéncia (%).
' Teste Exato de Fisher
Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Nos demais parametros avaliados nos pacientes com obesidade grave antes
da realizagao da cirurgia bariatrica com diagnostico de SM, nao se encontrou diferenca

significativa em marcadores como LDL-C (p=0,4371), consumo caldrico (p=0,5541),
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ingestdo de carboidratos (p=0,7919), consumo proteico (p=0,5915), ingestdo de
lipideos (p=0,3934) e atividade fisica (p=0,288).

5.2 Analise dos pacientes no pés-operatorio de 24 e 60 meses

ApOs 24 meses de realizacdo da cirurgia bariatrica 95 pacientes foram
avaliados, sendo entre eles 80% mulheres. A média de idade encontrada foi de 55
anos (x15). Apos 5 anos, foram avaliados 84 pacientes, com média de idade de 57
anos (x14) e permanéncia da predominancia do sexo feminino, sendo a frequéncia de
mulheres de 86%.

Em relacdo aos dados antropométricos, como esperado, nota-se reducao do
IMC apds a cirurgia, no entanto, essa redug¢ao foi maior no periodo de 24 meses,
evidenciando um significativo aumento apds 60 meses (p=0,039). Também houve
diferenga significativa entre o %PEP (p=0,024) e a perda de peso total (p=0,035),

estando ambas reduzidas no periodo de 60 meses PO (Tabela 10).

Tabela 10 — Caracteristicas dos pacientes apés 24 e 60 meses de realizagdo da

cirurgia bariatrica

Variavel PO 24 meses PO 60 meses P’
(n=95) (n=84)

Idade 55 (x15) 57 (x14)

Sexo feminino 76 (80%) 70 (83%)

Sexo Masculino 19 (20%) 14 (17%)

Antropometria
IMC (kg/m?) 34 (£8) 36,4 (£9) 0,039
Peso (kg) 87 (x28) 92 (+23) 0,065
PPT (Kg) 51 (x21) 46 (£21) 0,035
%PEP 69 (x21) 63 (x23) 0,024
PPBS 79 (83%) 62 (74%) 0,999

Alteragoes Bioquimicas
Triglicerideos >159mg/dL 12 (13%) 6 (7%) 0,999
Glicose > 200mg/dL 8 (8%) 4 (5%) 0,999

HDL-C baixo (mg/dL) 38 (40%) 9 (11%) 0,008



Ingestao dietética
Energia total (kcal/dia)
Proteina total (g/dia)

% Proteina do VCT
Carboidrato total (g/dia)
% Carboidratos do VCT
Lipidio total (g/dia)
% Lipidios do VCT

Atividade Fisica
Baixo ou nenhuma
Moderada
Alto

(n=73)
1035 (+483)
44 (£21)
19 (8)
135 (+84)
52 (£13)
35 (£20)
31 (211)
(n=77)
56 (77%)
21 (23%)
0

(n=81)
1026 (+418)
48 (+23)
18 (£7)
141 (+67)
54 (+13)
33 (+20)
28 (9)
(n=83)
65 (78%)
18 (22%)
0

0,449
0,449
0,999
0,330
0,415
0,249
0,074
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Legenda: Valores expressos como média e desvio padrao ou frequéncia (%)
"Teste de Wilcoxon; Teste Exato de Fisher; Teste Qui-quadrado
%PEP= Porcentagem de perda do excesso de peso; IMC = indice de Massa Corporal;
PPBS= Perda de peso bem-sucedida; PPT= Perda de peso total; VCT= Valor caldrico
total; HDL-C = lipoproteina de alta densidade baixo = 40 e 50mg/dL para homens e

mulheres respectivamente

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Quando avaliados em relagao a permanéncia de SM apéds a realizagdo da

cirurgia, apenas 8 (8,4%) entre os 95 pacientes avaliados permaneceram com o

diagndstico apdés 24 meses. Ja apds 60 meses de PO, entre a amostra avaliada

(n=84), apenas 3 (3,6%) pacientes mantiveram o diagnostico de SM. A presenga dos

componentes se encontra descritos na Figura 7.

Figura 7 — Evolugao da frequéncia dos componentes diagndésticos da SM antes e apos

a realizagao da cirurgia bariatrica.
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Legenda: HAS: Hipertens&o arterial sistémica; HDL: lipoproteina de alta densidade
baixo = 40 e 50mg/dL para homens e mulheres respectivamente; CC: Circunferéncia
da cintura elevada

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

No tocante a distribuicdo dos alelos do gene APOE, nota-se que ndo houve
diferencga significativa entre os grupos, mantendo o alelo €3 como mais frequente na
populagao estudada, conforme descrito na Tabela 11.

Os demais parametros avaliados em relagédo a presenca de SM aos 24 e 60
meses nao apresentaram associagao significativa como consumo calérico (p=0,8716;
p=0.3416), IMC (p >0,999; p>0,999), ingestdo proteica (p=0,9846; p=0,2300),
consumo de carboidratos (p=0,9851; p=0,0658), ingestdo lipidica (p=0,8076;
p=0,7018), LDL-C (p >0,999; p=0,9667) e atividade fisica (p>0,999; >0,999).

Tabela 11 — Frequéncia alélica do gene APOE em pacientes com obesidade extrema

apos 24 e 60 meses de realizagao da cirurgia bariatrica

24 meses PO 60 meses PO
(n=95) (n=84)
Com SM Sem SM P’ Com SM Sem SM P’

Alelos

€2 1 20 >0.999 0 21 0,999
€3 15 161 0,319 6 170 0,599
€4 0 21 0,375 0 21 0,999
Total 16 202 6 212

Legenda: Valores expressos em numeros absolutos.
' Teste de Wilcoxon;
Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Os resultados das associacoes das analises de regressao se encontram
descritos na Tabela 12. No momento pré-operatorio, as variaveis que apresentaram
efeito sobre o diagndstico de SM foram a presenca de HAS e Diabetes, no entanto,
apos 24 meses de realizagcao da CB, Diabetes se manteve como um fator importante
configurando OR=20,3, mas estando agora associado a relagcdo CT/HDL. Ja no
periodo de 60 meses apds a realizagdo da cirurgia, ndo foi possivel identificar
associacgoes significativas entre o diagndstico de SM e as variaveis analisadas.

De acordo com os resultados dos testes estatisticos realizados encontramos

um poder amostral acima de 90% considerando os fatores significativos.
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Tabela 12 — Regresséo logistica multivariada dos fatores associados a sindrome
metabolica em pacientes com obesidade extrema submetidos a cirurgia bariatrica

OR P’ IC 95%
PO 24 meses CT/HDL  6.759652 0,001 2.247206 20.3332
Diabetes  20.29609 0,018 1.673904 246.0901

Legenda: PO=Pds-operatorio; HAS=Hipertensao arterial sistémica; CT/HDL= Razao
Colesterol total/lipoproteina de alta densidade; IC = Intervalo de Confianga
"Regressao Logistica Multivariada;

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)
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6. DISCUSSAO

A pandemia de obesidade e suas doengas associadas se configuram como um
desafio para a saude publica. A cirurgia bariatrica € considerada como o tratamento
mais eficaz de tais comorbidades, no entanto, a remissdo de doengas como diabetes,
hipertensao, sindrome metabdlica, assim como manuteng¢ao do peso perdido a longo
prazo ainda s&o desafiadoras(1,80,81).

Entre os pacientes avaliados em nosso estudo, sua maior constituicio era por
pacientes do sexo feminino. Carvalho et al(82) realizaram um levantamento do perfil
de internagdes para realizagao de cirurgia bariatrica pelo SUS na regido metropolitana
de Porto Alegre — Rio Grande do Sul no periodo de 2010 a 2016 onde identificaram
que 85% do publico era composto por mulheres. Tal fato pode ser justificado, pois,
devido a questdes sociais, ambientes e hormonais, como gestagao e menopausa, as
mulheres s&o mais susceptiveis ao acumulo de gordura corporal(83—85). Além disso,
sabe-se que ha maior ocorréncia de compulsdo alimentar em mulheres com
obesidade grave, outro fato que contribui para caracteristica do grupo avaliado(86).

Ao analisar o IMC apdés 24 e 60 meses da realizacdo da CB, observou-se
aumento desse parametro antropométrico e redugéo da PPT e %PEP, evidenciando
a ocorréncia do reganho de peso. Este achado vai ao encontro as revisdes recentes
que demonstram que as taxas de recuperagado do peso podem variar entre 6 a 87%
em pacientes acompanhados por periodos de 2 a 6 anos, considerando aqueles
submetidos a gastrectomia vertical e bypass gastrico em Y de Roux(87). Tal
ocorréncia pode se dar por fatores relacionados a habitos de vida como inatividade
fisica e ingestdo alimentar, mas também a aspectos psicossociais que dificultam a
adesdo as condutas propostas e mecanismos cirurgicos, entre eles a dilatagcao da
bolsa gastrica e surgimento de fistulas(88).

A elevada prevaléncia de SM em paciente com obesidade extrema ja foi
amplamente identificada, assim como sua redugcdo apods a realizagdo da cirurgia
bariatrica. Este fato esta atrelado, entre outros fatores, as alteragcdes metabdlicas
geradas pelo procedimento que podem incluir redu¢ao da pressao arterial sistélica e
diastdlica, prevencao da progressao da tolerancia diminuida a glicose para diabetes
mellitus tipo 2, reducdo da resisténcia a insulina, resolugcdo da hiperuricemia e
afins(89,90).
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As analises de regressao logistica no presente estudo revelaram diferentes
associacdes entre as variaveis e a SM, dependendo do momento de avaliagdo. No
periodo pré-operatorio, foi identificada uma associagao significativa entre diabetes e
HAS. Contudo, apds 24 meses da intervengdo, a associagao significativa passou a
ser entre diabetes e a razdo CT/HDL. A persisténcia de diabetes como fator de risco
até dois anos apos a cirurgia vai de encontro com o centro do diagnéstico da SM, a
RI, destacando a importancia do controle glicEmico e da melhora no metabolismo da
glicose em pacientes submetidos a cirurgia(40,52).

Da mesma forma, a elevada razao CT/HDL como um fator de risco para a SM
apos dois anos da cirurgia destaca a importancia do perfil lipidico nesse grupo. Isso é
especialmente significativo devido a estreita relagdo dessa condicdo com a
dislipidemia aterogénica, que, por sua vez, esta interligada aos componentes do
metabolismo lipidico, incluindo a APOE(19,38).

Ao avaliar a ingestao alimentar dos pacientes antes da realizagao da cirurgia,
observa-se que a média de consumo caldrico foi de 1380 kcal/dia, sendo esta
composta por 52% de carboidratos, 17% de lipideos e 12% de proteinas, achado
divergente da literatura atual onde se encontra descrito que o consumo calérico em
pacientes com obesidade extrema € superior a 2880 kcal/dia(91).

Um fator que contribui para a divergéncia dos nossos achados ¢é a utilizagdo do
recordatorio de 24 horas para coleta de informagdes acerca dos habitos alimentares
dos pacientes estudados, pois, apesar de se mostrar como um método de facil
aplicagao, de baixo custo e de utilidade em diversas faixas etarias, ainda se mostra a
mercé do avaliador e pode apresentar viés de memoria por parte do individuo que
esta sendo questionando, levando assim a relatos atipicos e ndo condizentes com a
fiel realidade do paciente(92). Além disso, ja foi identificado a presenca de subrelatos
de ingestao alimentar em pacientes com obesidade e/ou insatisfeitos com o peso(93)

Sabe-se que a pratica de atividade fisica possui um beneficio cardiovascular
bem descrito e ja se mostrou importante na melhora dos biomarcadores da SM, tanto
pelo seu efeito na perda de peso, mas também por levar a redugao da circunferéncia
da cintura, pressao arterial, melhora dos niveis de glicose e perfil lipidico circulantes
e, também resultar em melhora da aptiddo muscular e cardiorrespiratoria(88,94,95).

Ao submeter individuos com DM2 a um programa de 12 semanas de
treinamento fisico composto por exercicios aerdbicos e resistidos, Meex et al(96)
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observaram significativa melhora da sensibilidade a insulina assim como flexibilidade
metabdlica, quando comparado ao grupo controle submetido a mesma intervencgao.

Em nosso estudo, ndo foram identificadas diferengas significativas em relagéo
a pratica de atividade fisica entre os grupos avaliados, com os pacientes sendo
classificados como praticantes de atividade fisica leve ou moderada. Este achado
assemelha-se ao estudo de Alvarez et al(97), que utilizou o Godin Leisure-Time
Exercise Questionnaire(98), um questionario simples para avaliagdo da atividade
fisica no lazer, e ndo encontrou diferengas significativas em sua pontuacéo apés 2
anos de realizagédo da gastrectomia vertical.

Na amostra avaliada a prevaléncia dos alelos APOE encontrada foi: €2¢3: 17
(15,6%), €2¢4: 4 (3,7%), €3€3: 73 (67%), €3e4: 13 (11,9%) e €4e4: 2 (1,8%) e nao foi
observada nenhuma associagao significativa com os alelos, seja ela relacionada ao
diagndstico de sindrome metabdlica, perda de peso, ingestdo alimentar, atividade
fisica ou sucesso da CB, identificada na ocorréncia de perda de excesso de peso
superior a 50%.

Os efeitos do gene APOE em pacientes submetidos a cirurgia bariatrica foi
analisado por Farup et al(99) em 140 individuos que inicialmente participaram de um
programa conservador para perda de peso por 6 meses, e, se apresentaram para
consultas de acompanhamento apdés 12 meses de realizacdo do procedimento
cirurgico. A prevaléncia encontrada dos alelos APOE foi: €2¢2: 1 (0,7%), €2€3: 13
(9,3%), €2¢4: 4 (2,9%), €3€3: 71 (50,7%), €3c4: 47 (33,6%) e €4e4: 4 (2,9%) e ao
avaliar por multiplos testes a associacao entre os alelos com a perda de peso e
hormdnios como adiponectina e cortisol, ndo encontrou valores significativos.

Em analise prévia, Ferreira et al(100) identificaram a associagao do alelo €4
com melhor estado metabdlico em pacientes submetidos CB e que também realizaram
acompanhamento pelo ambulatério ETNNO no HC-UFMG. No entanto, tal achado de
encontro aos apresentados em nosso estudo podem ser justificados pelo maior
numero de pacientes avaliados, assim como, a diferenga destes.

E valido ressaltar que em nossa amostra ndo se identificou individuos com alelo
e2¢2, fato que pode ser explicado pela caracteristica ancestral da populagao brasileira,
pois sabe-se que a prevaléncia do alelo €2 é reduzida na populagéo caucasiana e a

ascendéncia europeia é a mais prevalente em todas as regides do Brasil(101,102).
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Destaca-se as limitagbes encontradas ao longo da realizagdo do presente
trabalho, pois, por ser um estudo retrospectivo nao foi possivel aplicar técnicas mais
apropriadas para coleta de informacdes. Além disso, por se tratar de um
acompanhamento de 5 anos, muitos pacientes ndo se apresentam para continuidade
do cuidado multiprofissional a longo prazo, o que impossibilitou uma avaliagéo
longitudinal dos individuos. Ademais, por ser desenvolvido em um centro de
atendimentos, a coleta se deu por meio de prontuarios preenchidos por diferentes
profissionais, o que pode resultar em divergentes registros acerca dos pacientes.

No entanto, apesar dos entraves foi possivel avaliar a associagdo do gene
APOE com o diagnéstico de SM assim como os demais biomarcadores de tal
patologia, e dessa forma, contribuir para o embasamento de pesquisas futuras e com

o cuidado ao paciente com obesidade extrema que é submetido a CB.
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7. CONCLUSAO

Nossos dados mostraram que na obesidade extrema HAS e Diabetes séao
importantes fatores associados a presenca de SM. Porém, apdés 24 meses da
intervencdo por Bypass gastrico em Y-de-Roux, diabetes e razdo CT/HDL se
destacaram como os fatores associados a tal condicdo. N&o identificamos correlacéo
entre o diagnostico de SM e o polimorfismo do gene APOE, pratica de atividade fisica,
habitos alimentares e parametros antropométricos.

Contudo, destaca-se a etiologia multifatorial desta patologia, reforgcando a
importancia de mais estudos que avaliem seus biomarcadores e fatores associados,
a fim de promover diagnédsticos assertivos e consequentemente, efetivas intervengoes

na populagédo com obesidade extrema e com diagnéstico de SM.
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The increase in obesity occurs in pandemic proportions, a fact aggravated by its association with
comorbidities, including metabolic syndrome (MS). Bariatric surgery (BC) emerges as the most
effective treatment for weight loss and metabolic improvement. However, several factors are related
to its evolution, including genetic aspects. In our study, we evaluated the components of MS and
analyzed the polymorphism of Apolipoprotein E (APOE) in 109 patients undergoing BC.
Preoperative and postoperative data from 24 and 60 months were collected from medical records,
including clinical data, biochemical tests, energy and macronutrient intake, and physical exercise.
The polymorphisms in the APOE gene were obtained using the TagMan™ SNP Genotyping assays
and PCR-RFLP methodology. After BC, there was a reduction in MS prevalence (74% vs. 8.4% vs.
3.6%), and a significant association was found between high blood pressure (OR=15.9) and DM2
(OR=10.6) in the preoperative period and DM2 (OR=20.3) and Total cholesterol/HDL ratio (OR=6.7)
after 24 months of surgery with diagnosis of MS. No association was seen between MS and APOE
alleles. These findings reinforce this pathology's multifactorial etiology and the importance of
further studies covering its biomarkers and other related factors.

Keywords: Obesity. Bariatric surgery. Roux-en-Y gastric bypass. Metabolic syndrome. APOE.
APOE polymorphism.

1. Introduction

Obesity has reached pandemic proportions worldwide and has established
itself as an independent emergency risk for cardiovascular diseases (CVD),
systemic arterial hypertension (SAH), insulin resistance (IR), arterial fibrillation,
and heart failure. In addition, the concomitant presence of excess body fat and
insulin resistance places the individual in a scenario characterized as the center
of metabolic syndrome (MS).(1)(2)

MS is a chronic syndrome resulting from a combination of cardiovascular
factors that can increase the risk of developing type 2 diabetes mellitus (T2DM)
by approximately 5 times(3)(2). Its causes have not yet been completely clarified.
However, it is recognized that lifestyle-related issues, such as eating habits,
physical activity, and genetic factors, may be associated with its emergence.(4,5)
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In this context, interventions aimed at treating obesity can encompass a
variety of options, ranging from lifestyle modifications and drug therapy to
bariatric surgery (BC), the latter being considered a definitive treatment for this
disease(2).

Among the existing surgical techniques, the two most commonly performed
are Roux-en-Y gastric bypass and sleeve gastrectomy, which lead to a excess
weight loss between 27-69% of the pre-surgical weight. In addition, surgical
treatment may result in remission of previously existing metabolic conditions,
such as hypertension, dyslipidemia, and DM2(6)(7)

However, several factors can decrease the effectiveness of the intervention,
ranging from considerations about the surgical technique used to postoperative
care habits, such as the residual gastric volume, anxiety, diameter of the
gastrojejunal anastomosis, consumption of sweets, size of the portions ingested,
and the emotional relationship with eating, including episodes of binge eating.(8)

Genetic factors also influence treatment effectivity, highlighting the
relevance of single nucleotide polymorphisms (SNPs). Depending on their nature,
some SNPs can contribute to binge eating development, preference for high-fat
and high-sugar foods, and intensification of the reward neurologic system, among
other aspects that contribute to weight regain.(8,9)

In this context, further studies are needed to understand the genetic
influence and other factors associated with the success of bariatric surgery and
the reduction of obesity-related diseases, including metabolic syndrome.
Therefore, the objective of the present study was to evaluate the predictive
factors of MS and analyze whether APOE polymorphisms impact its emergence
and treatment in patients with extreme obesity who underwent CB

2. Results
2.1 Preoperative analysis of patients

The clinical, demographic, and anthropometric characteristics, as well as the level of
physical activity and food consumption of the patients in the preoperative period, are
described in Table 1. In this group, the mean age was 58, with a minimum of 34 and a
maximum of 81. There was a higher prevalence of females (82.6%).

Regarding anthropometric characteristics, the body weight was 140 (+ 28) kg, and
the BMI mean was 55 (+ 9) kg/m?2. The mean of overweight weight was 76 (+ 28) kg.

Regarding food intake, the daily caloric intake of 1380 (+ 717) kcal, which was
composed by 12 (+12) % of proteins, 52 (£12) % of carbohydrates and 17 (+16) % of lipids.
Regarding the practice of physical activity in the preoperative period, 18% reported
practicing moderate physical activity while 82% mentioned low levels of physical activity.

Table 1 - Preoperative characteristics of the 109 patients who underwent bariatric surgery

Variable Total (N=109)

Agel 58 (+11)
Female? 90 (82,6%)
Male? 19 (17,4%)
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Anthropometry!
BMI (kg/m?2) 55 (£9)
Weight (kg) 140 (+28)
Overweight (kg) 76 (£26)

Dietary intake 2
Total energy

1380 (+717)

(kcal/day) 65 (£31)
Total protein 12 (£12)
(g/day) 180 (+108)
% VCT protein 52 (+12)
Total 45 (+£30)
carbohydrates (g/day) 17 (+16)
Carbohydrates (%
of TCV)
Total lipid (g/day)
Lipids (% of TCV)
Physical Activity? (n=74)
Low or none 61 (82%)
Moderate 13 (18%)
Intense 0
SM Components!
Triglyceride 35 (32%)
>159mg/dL 36 (33%)
Glycemia > 69 (63%)
100mg/dL 88 (81%)
Low HDL-
cholesterol
SAH

Legend: ! Value expressed as number of individuals and frequency (%), 2 mean, and (standard
deviation).BMI = Body Mass Index; low HDL -c = cholesterol in low-density lipoprotein <40 and
<50mg/dL for men and women, respectively; TCV= Total caloric value; MS= Metabolic Syndrome;
SAH= Systemic arterial hypertension Source: Prepared by the author (2024)

Analyzing the MS criteria, in addition to increased WC present in all individuals
(100%), arterial hypertension was the most prevalent (81%), followed by low levels of
HDL-C (63%), hyperglycemia (33%) and hypertriglyceridemia (32%), the latter being
present in less than 40% of the sample.

Among the patients examined before surgery, 74% (n=81) were diagnosed with
metabolic syndrome (MS). Within this group, 44% had only 3 criteria, 24% had 4, and 8%
had all 5 diagnostic markers. Logistic regression analyses reveal that, during the period
analyzed, systemic arterial hypertension (OR=15,9) and type 2 diabetes mellitus (OR=10,3)
emerged as the main components of MS.

When considering the allele frequency of APOE genes, as expected, the €3 allele was
the most present (80.7%), followed by the €4 and &2 alleles, which were present in equal
proportion. Regarding genotypes, the most prevalent was €3 €3 (67%), followed by £2 3
(15.6%), €3 €4 (11.9%), €2 €4 (3.7%) and &4 &4 (1.8%). When evaluated concerning the
presence of MS, there was no significant difference in the €2 (p=0.621), €3 (p=0.193) and &4
(p=0.320) alleles between the groups.
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We found no statistical differences between alleles and other analyzed parametersin 100
the patients without or with MS before bariatric surgery. No significant difference was 101
found comparing both groups in markers such as LDL-C (p=0.4371), caloric intake 102
(p=0.5541), carbohydrate intake (p=0.7919), protein intake (p=0.5915), lipid intake 103

(p=0.3934) and physical activity (p=0.288). 104
105
22 Analysis of patients in the postoperative period of 24 and 60 months 106

After 24 months of bariatric surgery, 95 patients were evaluated, 80% of whom were 107
women. The mean age was 55 (+15) years. After 60 months, 84 patients were evaluated, 108
with a mean age of 57 (+14) years and a predominance of females, with a frequency of 109
women of 86%. 110

Regarding anthropometric data, a reduction in BMI was observed after surgery. 111
However, this reduction was greater in the 24 months, showing a significant increase after 112
60 months (p=0.039). There was also a significant difference between %PEP (p=0.024) and 113
total weight loss (p=0.035), both of which were reduced in the 60-month PO period. 114

When evaluated concerning the permanence of MS after surgery, only 8 (8.4%) of the 115
95 patients evaluated remained diagnosed after 24 months. After 60 months, among the 116
sample evaluated (n=84), only 3 (3.6%) patients maintained the diagnosis of MS. 117

Regarding the distribution of the alleles of the APOE gene, there was no significant 118
difference between the groups, maintaining the €3 allele as the most frequent in the 119
population studied, as described in Table 2. The other parameters evaluated in relationto 120
the presence of MS at 24 and 60 months did not show a significant association with caloric 121
intake (p=0.8716; p=0.3416), BMI (p >0.999; p>0.999), protein intake (p=0.9846; p=0.2300), 122
carbohydrate intake (p=0.9851; p=0.0658), lipid intake (p=0.8076; p=0.7018), LDL-C (p 123

>0.999; p=0.9667) and physical activity (p>0.999; >0.999). 124
125
24 months PO 60 months PO
(n=95) (n=84)
With 5SM As SM P1 WithSM As5M P2
Alleles

g2 1 20 =0,999 0 21 0,999

g3 15 161 0,319 6 170 0,599

s4 0 21 0,375 0 21 0,999
Total 16 181 6 212 6
Table 2 - Allele frequency of the APOE gene in patients with extreme obesity after 24 and 60 127
months of bariatric surgery 128
Legend: Values expressed in absolute numbers.1 Teste de Wilcoxon; 129
Source: Prepared by the author (2024) 130
131

The results of the associations of the regression analyses show that in the 132
preoperative moment, the variables that affected the diagnosis of MS were the presence 133
of SAH (OR=15.9) and Diabetes (OR=10.6). However, after 24 months of BC, Diabetes 134
remained an important factor (OR=20.3) but is now associated with the TC/HDL ratio 135
(OR=6.8). On the other hand, 60 months after surgery, it was not possible to identify 136
significant associations between the diagnosis of MS and the variables analyzed. 137
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According to the results of the statistical tests performed, we found a sample power 138
above 90%, considering the significant factors. 139

3. Discussion 140

Among the patients evaluated in our study, the largest number were female, which 141

has already been evidenced in previous studies. This result can be justified because, due 142
to social, environmental, and hormonal issues, such as pregnancy and menopause, women 143
are more susceptible to the accumulation of body fat(83-85) 144
Aulinger et al.09 evaluated 256 severely obese individuals who presented for bariatric 145
surgery and identified that the prevalence of metabolic syndrome was 78.2%, which is 146
similar to what we found, where 74% of the patients in our sample had MS before the 147
surgical intervention. When analyzing the diagnosis of MS before and after 24 and 60 148
months after surgery, a decrease in this condition was also observed (74% vs. 8.4% vs. 149
3.6%). This fact is linked, among other factors, to the metabolic changes generated by the 150
bariatric procedure, which may include reduction of systolic and diastolic blood pressure, 151
prevention of progression of decreased glucose tolerance for type 2 diabetes mellitus, 152
reduction of insulin resistance, resolution of hyperuricemia and the like.(89,90) 153
Logistic regression analyses in the present study revealed different associations 154
between the variables and MS, depending on the evaluation time. In the preoperative 155
period, a significant association between diabetes and SAH was identified. However, 24 156
months after the intervention, a significant association was found between diabetes and 157
the TC/HDL ratio. The persistence of DM2 as a risk factor and the TC/HDL ratio go against 158
the core of MS, which is based on IR and atherogenic dyslipidemia(19,38,40,52) 159
When BMI was analyzed after 24 and 60 months of BC, an increase in this 160
anthropometric parameter and a reduction in PPT and %PEP were observed, evidencing 161
the occurrence of weight regain. This finding aligns with recent reviews demonstrating 162
that weight regain rates can range from 6 to 87% in patients followed for 2 to 6 years, 163
considering those undergoing sleeve gastrectomy and Roux-en-Y gastric bypass(87) 164
When evaluating the dietary intake of the patients before the surgery, it was observed 165

that the mean caloric intake was 1380 kcal/day, composed of 52% carbohydrates, 17% 166
lipids and 12% proteins, a finding that differs from the current literature. Sjostrom et al, 167
when evaluating the food intake of patients with extreme obesity employing a self- 168
administered dietary questionnaire, observed a caloric intake of 2882 kcal/day. One factor 169
that contributes to the divergence of our findings is the use of the 24-hour recall to collect 170
information about the eating habits of the patients studied because, although it is an easy- 171
to-apply, low-cost, and helpful method in several age groups, it is still at the mercy of the 172
evaluator and may present memory bias on the part of the individual being questioned, 173
leading to atypical reports that are not consistent with the patient's faithful reality(91)(92) 174
As with Vieira et al., no significant difference was found between the caloric intake 175
between the groups after BC, which was 1035 kcal/day at 24 months and 1026 kcal/day 176
after 60 months of surgical intervention. This condition is expected both due to the 177
restriction of gastric capacity resulting from the surgical procedure and also due to the fear 178
of weight regain, which sometimes has repercussions on intense dietary changes(103)(104) 179
In our study, no significant differences were identified concerning the practice of 180
physical activity between the groups evaluated, with the patients being classified as 181
practicing light or moderate physical activity. This finding is similar to the study by 182
Alvarez et al, who used the Godin Leisure-Time Exercise Questionnaire, a simple 183
questionnaire to assess leisure-time physical activity, and found no significant differences 184
in their scores 2 years after sleeve gastrectomy(97)(98) 185
The prevalence of the APOE alleles found was: €2€3: 17 (15.6%), €2¢e4: 4 (3.7%), €3e3: 186

73 (67%), €3¢e4: 13 (11.9%) and e4e4: 2 (1.8%) and no significant association was observed 187
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with the alleles, whether related to the diagnosis of metabolic syndrome, weight loss, food 188
intake, physical activity or success of BC, identified in the occurrence of excess weight loss 189
greater than 50%. 190
The effects of the APOE gene in patients undergoing bariatric surgery were analyzed 191

by Farup et al. in 140 individuals, and after multiple tests of the association between the 192
alleles with weight loss and hormones, no significant values were found. In a previous 193
analysis, Ferreira et al. identified the association of the ¢4 allele with better metabolic status 194
in patients undergoing CB who were also followed up by the ETNNO outpatient clinicat 195
HC-UFMG. However, in contrast to those presented in our study, this finding may be 196
justified by the more significant number of patients evaluated and their 197
differences(63)(100) 198
It is worth highlighting the limitations found throughout the present study; because =199

it was a retrospective study, it was not possible to apply more appropriate techniques for 200
data collection. In addition, because this is a 5-year follow-up, many patients do not 201
present for long-term continuity of multidisciplinary care, which made it impossible to 202
carry out a longitudinal evaluation of the individuals. In addition, because it was 203
developed in a care center, the collection took place through medical records filled out by 204
different professionals, which can result in divergent records about the patients. However, 205
despite the obstacles, it was possible to evaluate the association of the APOE gene with the 206
diagnosis of MS, as well as the other biomarkers of this pathology, and thus contribute to 207

the basis of future research and care for patients with extreme obesity who undergo BC. 208
4. Materials and Methods 209
4.1 Ethical Aspects 210

The Human Research Ethics Committee of the Federal University of Minas Gerais 211
approved the present study under number 44347121.1.0000.5149. The genetic material 212
previously collected during the execution of the project "Presence and evolution of 213
metabolic syndrome in patients undergoing bariatric surgery and its correlation with the 214

different Apo E isoforms" is also approved under opinion number ETIC 092/06. 215
216
4.2 Study design and sample selection 217

It is a retrospective longitudinal study conducted on patients with extreme obesity who 218
underwent bariatric surgery using the Roux-en-Y gastric bypass method. These 219
participants are monitored by the Nutritional and Nutritional Treatment of Obesity 220
Outpatient Clinic (ETNNO), which is located on the 5th floor of the Jenny de Andrade 221
Faria Institute, which is part of the hospital complex of the Hospital das Clinicas of the 222

Federal University of Minas Gerais (HC-UFMG). 223
224

4.3 Data collection 225
In the development of the present study, participants who underwent bariatric surgery 226
between 2000 and 2017 and were followed up for the stipulated period were selected. 227

Genotyping and data collection took place from April 2022 to June 2023. Information 228
related to clinical history, dietary patterns, biochemical test results, and lifestyle habits 229
were retrospectively obtained from the outpatient care team's electronic and physical 230
medical records. Data regarding the preoperative moment were collected at the last visit 231
before the surgical procedure, while additional information was obtained during follow- 232
up visits at 24 and 60 months postoperatively (PO). 233

234

4.4 Anthropometry 235
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Weight was measured by the multidisciplinary team of the outpatient clinic and 236

Welmy® brand digital platform scale with a 100g scale and capacity for 300 kg. For height, 237

a Vertical millimeter anthropometer, with a scale of 1.0 cm, attached to the scale. 238
239
4.5 Food consumption 240

Data on food consumption were collected through a 24-hour food recall performed 241
during the team's nutritional consultations. This information was related to the immediate = 242

preoperative moment and at 24 and 60 months after bariatric surgery. Subsequently, macro 243

and micronutrient intake were calculated using the Avanutri® software, version 4.1. 244
245
4.8 Diagnosis of Metabolic Syndrome 246

For the diagnosis of MS, the precept of the harmonized criterion of MS described by 247
Alberti et al. was adopted, where the presence of 3 abnormal results among 5 markers 248
already qualifies the individual with MS. Given the difficulty in measuring waist 249
circumference (WC) in patients with severe obesity for the classification of having MS or 250

not after surgery, this measurement was considered increased for those individuals whose 251

BMI was 2 30 kg/m2.(50) 252
253
4.9 APOE polymorphism 254

Genetic material was collected employing an oral swab. Subsequently, part of the DNA 255
was extracted using the SYBR Green Extract-N-Amp Tissue Kit (Sigma®) and another 256
portion of the samples had DNA extracted through the described method, Aidar and Line, 257
adapted. (75) 258

Part of the samples used in this study were amplified by the polymerase chain 259
reaction technique (PCR-RFLP) followed by the analysis of the polymorphic fragments 260
(RFLP restriction fragment length polymorphism), according to the modified 261
methodology described by Hixon and Vernier. After DNA extraction, a region of 263 base 262
pairs (pB) in exon 4 of the (76)(77)APOE gene, which contains the mutation points of amino 263
acids 112 and 158, was amplified and visualized by polyacrylamide gel staining. The other 264
samples also used in this study had their genotypes determined using the TagMan™ SNP 265
Genotyping assays methodology, with two probes labeled with differential fluorescence 266
that allow the detection of both alleles in a single reaction (Applied Biosystems Inc. (ABI), 267

Foster City, CA, USA) 268
269
4.10 Statistical analysis 270

Quantitative variables were tested for normality using the Shapiro-Wilk test. 271
Descriptive statistics were used to analyze the characteristics of each group, with 272
categorical variables being presented as frequency and qualitative variables as mean and 273
standard deviation as a function of symmetry presented. 274

To compare the groups and determine the association of the variables with the 275
diagnosis of metabolic syndrome, the Wilcoxon test was used to analyze quantitative 276

variables, and Fisher's exact test or Chi-square test for categorical variables. The allele 277
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frequency of the genes analyzed was calculated by counting alleles. Logistic regression 278
models were used to verify independent variables predictors of metabolic syndrome, odds 279
ratio (OR) and 95% confidence interval, and the sample power was calculated at the end 280
of the analyses. The significance level was set at p<0.05 and all statistical analyses were 281

computed using Stata version 14. 282

5. Conclusions 283

It is concluded that, before bariatric surgery, hypertension and diabetes are 284
important factors associated with the presence of MS. However, 24 months after the 285
surgical intervention, diabetes and CT/HDL ratio emerge as the main factors associated 286
with this condition. We did not identify a correlation between the diagnosis of MS and the = 287
polymorphism of the APOE gene, physical activity, eating habits, and anthropometric 288
parameters. 289
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