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RESUMO

Introducdo: A doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica se caracteriza pela deposicéo intra-
hepética de gordura. E a doenga hepatica mais prevalente em todo o mundo, afetando ndo
apenas adultos, mas criancas e adolescentes obesos. Sua fisiopatologia ndo é totalmente
conhecida, embora se relacione frequentemente a resisténcia insulinica. Esta por sua vez seria
decorrente de um estado inflamatério comum a obesidade. Assim, o objetivo desse estudo foi
descrever o comportamento das citocinas pro-inflamatorias, em criancas e adolescentes obesos,
com e sem doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica, bem como no metabolismo glicidico.
Método: Foi conduzido um estudo transversal com 90 participantes consecutivos, na faixa
etaria de 8 a 18 anos, de ambos 0s sexos. Uma amostra de sangue em jejum foi obtida para
determinacOes laboratoriais da glicemia em jejum e insulina basal, do Homeostasis Model
Assessment Insulin-Resistance Index e dos marcadores inflamatdrios TNF-alfa, interleucinas 2
e 6, interferon-gama e proteina C reativa ultrassensivel. A avaliagdo clinica incluiu peso, altura,
circunferéncia da cintura e pesquisa da dermatose acanthosis nigricans. O indicador indice de
massa corporal para idade e sexo foi utilizado para avaliar a gravidade da obesidade. Os graus
de esteatose foram determinados pela ultrassonografia. As variaveis quantitativas e qualitativas
foram expressas respectivamente por medidas de tendéncia central e dispersdo e frequéncias
simples e relativa, usando o Statistical Program for Social Sciences, version 20.0. Valores de p
< 0,05 foram considerados significantes. Resultados: Foram estudados 90 individuos, com
média de idade 12,0 (2,72) anos, sendo 48 (53%) do sexo masculino. O indice de massa corporal
para idade (IMC/i) e sexo do escore z classificou 38 (42,2%) participantes como obesos e 52
(57,7%) como obesos graves. A esteatose hepatica foi identificada em 56 (62,2%) participantes
e aproximadamente 90% destes apresentaram esteatose grau |. Os marcadores inflamatérios
TNF-alfa e PCR se apresentaram aumentados na amostra estudada e se correlacionaram de
forma positiva e estatisticamente significante com o indice de massa corporal para idade e sexo.
A glicemia esteve elevada em nove participantes e em um dos casos esta medida foi de
126mg/dl e a HbAlc estava na faixa de risco para diabetes mellitus tipo 2. A hiperinsulinemia
esteve presente em aproximadamente 30% dos participantes. Conclusdo: A estatose hepatica
foi prevalente no grupo de criangas e adolescentes estudados, mas ndo se relacionou com os
graus de obesidade. Quando comparados, os individuos com e sem DHGNA néo apresentaram
diferengas significativas nos parametros analisados, contudo, 0s obesos graves tiveram maiores
niveis medianos de TNF-alfa e IL-6 (tendéncia de associacao, p=0.059), enquanto os obesos
tiveram PCR mais elevada, sugerindo a presenca de um estado inflamatério subjacente a
obesidade. A resisténcia insulinica se correlacionou de forma positiva e estatisticamente
significante com a proteina C reativa nos portadores de doenca hepéatica gordurosa ndo
alcodlica.

Palavras-chave: Hepatite gordurosa ndo alcodlica. Obesidade. Figado gorduroso. Criangas.
Adolescentes. Citocinas.



ABSTRACT

Introduction: Non-alcoholic fatty liver disease is characterized by the intrahepatic deposition
of fat. It is the most prevalent liver disease in the world, affecting not only adults but obese
children and adolescents. Its pathophysiology is not fully understood, although it is often related
to insulin resistance. This in turn would be due to an inflammatory condition common to
obesity. Thus, the objective of this study was to describe the behavior of pro-inflammatory
cytokines in obese children and adolescents, with and without non-alcoholic fatty liver disease,
as well as in glucose metabolism. Method: It was conducted a cross-sectional study with 90
consecutive obese individuals aged 8-18 years, of both sexes. A fasting venous blood sample
was obtained for laboratory determinations of glycaemia, basal insulin and Homeostasis Model
Assessment Insulin-Resistance Index and the inflammatory markers TNF-alpha, interleukins 2
and 6, interferon-gamma and high sensitive C-reactive protein. The clinical evaluation included
weight, height, waist circumference and search of acanthosis nigricans dermatosis. We used the
body mass index / age indicator for the severity of overweight assessment. The degrees of
steatosis were determined by ultrasonography. Quantitative and qualitative variables were
respectively expressed by measures of central tendency / dispersion and simple / relative
frequency, using Statistical Program for Social Sciences, version 20.0. A p-value < 0,05 was
considered significant. Results: A total of 90 individuals were studied, with a mean age of
11.98 (2.72) years, of which 48 (53%) were male. The BMI for age (BMI /i) and sex (z-score)
classified 38 (42.2%) participants as obese and 52 (57.7%) as severe obese; Hepatic steatosis
was identified in 56 (62.2%) participants and approximately 90% of them presented grade |
steatosis. The inflammatory markers TNF-alpha and C-reactive protein were increased in the
studied sample and correlated in a positive and statistically significant way with the index of
body mass / age and sex. The glycemia was elevated in nine participants and in one case this
measure was 126mg / dl and HbAlc was in the risk range for type 2 diabetes mellitus.
Hyperinsulinemia was present in approximately 30% of participants. Conclusion: Hepatic
steatosis was prevalent in the group of children and adolescents studied, but was not related to
obesity degrees. When compared, individuals with and without non-alcoholic fatty liver disease
didn’t present significant differences in the parameters analyzed, however, the obese patients
had higher median levels of TNF alphaand IL-6 (association tendency, p= 0,059), whereas the
obese had higher CRP, suggesting the presence of an inflammatory state underlying obesity.
Insulin resistance correlated positively and statistically with C-reactive protein in patients with
non-alcoholic fatty liver disease.

KEYWORDS: Non-alcoholic Fatty Liver Disease. Obesity. Fatty Liver. Children.
Adolescents. Cytokines.
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1 INTRODUCAO

A obesidade é uma importante alteracdo do estado nutricional que se caracteriza pela
deposicdo anormal ou excessiva de gordura no organismo. Tem sido frequentemente
observada em criancas e adolescentes, ndo s6 nos paises desenvolvidos, mas, também, nos
paises em desenvolvimento®. Suas consequéncias envolvem efeitos metabdlicos adversos na
salde favorecendo o desenvolvimento de comorbidades ja bem evidenciadas em adultos e
mais recentemente demonstradas em criancas?. Alteracdes metabolicas comuns a obesidade
como a doenca hepéatica gordurosa ndo alcoodlica (DHGNA), dislipidemias, hipertenséo
arterial, resisténcia a insulina e intolerancia a glicose propiciam o desenvolvimento de diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) que por sua vez provoca danos ao sistema circulatorio e cardiaco®. A
resisténcia a insulina desempenha um importante papel na patogénese da DHGNA, doenca de
alta prevaléncia, com potencial de evolucdo para cirrose e/ou carcinoma hepatocelular®.
Assim, o conhecimento crescente desta doenca crbnica contribuird para reducdo da

morbimortalidade associada.

Estudo envolvendo ratos® revelou que a obesidade induz esteatose, aumenta o estresse
oxidativo levando a inflamacdes cronicas no figado e interrompe o balanco entre lipogénese
e lipdlise; embora a nivel celular, as mudancas nos sensores do metabolismo e reguladores de
energia sejam precariamente entendidas. Observa-se, portanto, na literatura citada, a frequente
associacdo da obesidade a comorbidades que podem estar relacionadas a presenca de um
estado inflamatdrio caracterizado pela elevacdo na concentracdo plasmatica de diversos
marcadores de inflamacdo. Logo, citocinas inflamatorias derivadas do tecido adiposo estariam
ligadas ao desenvolvimento das comorbidades comuns a obesidade, constituindo
biomarcadores. Além dos marcadores inflamatorios, outros sinalizadores do estresse
metabolico relacionado a obesidade, tais como hormonios (adiponectina, leptina, etc.),
apolipoproteinas e moléculas de adesdo endotelial estariam também relacionados. A
identificacdo desse estado inflamatorio subjacente a obesidade, em sua fase inicial,
teoricamente permitiria a introducdo de medidas no sentido de prevenir o desenvolvimento

das comorbidades.

A Dbusca pela literatura resultou em poucos estudos publicados e dirigidos a criancas e

adolescentes com excesso ponderal. Contudo, essa relagéo requer investigacdo, ndo so porque



a esteatose hepatica em cerca de 10% dos casos pode evoluir para cirrose e/ou carcinoma
hepatocelular e o surgimento do diabetes ser iminente, mas também, porque o controle de
mecanismos que antecedem o desenvolvimento das comorbidades citadas permitira maior
controle e prevencdo dos danos dela decorrentes. Logo, o presente estudo verificou a
frequéncia e a gravidade com que as citocinas inflamatorias se associaram ao perfil hepético,
glicidico e lipidico de criancas e adolescentes com excesso de peso, com a finalidade de
descrever um suposto estado inflamatdrio subjacente e incipiente ao desenvolvimento da

obesidade, relacionado ao desenvolvimento de comorbidades tais como DHGNA e DM2.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Principal

Estudar o comportamento das citocinas pré-inflamatorias, em criangas e adolescentes obesos,
com e sem doenca hepatica gordurosa nao alcoodlica (DHGNA).

2.2 Objetivos Secundarios

1. Investigar a relacdo das alteraces no metabolismo glicidico e lipidico com as citocinas
inflamatorias.
2. Verificar se a resisténcia insulinica esta relacionada com a DHGNA e com a gravidade da

obesidade.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Artigo 1 (Artigo de Reviséo)
Fisiopatologia da Doenca Hepética Gordurosa Nao Alcodlica (DHGNA) em Criangas e

Adolescentes Obesos: Atualizacdo

Artigo n® 723-3053-1-SM, publicado no periddico Nutricién Hospitalaria 2017;34(3): pp.727-
730.
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Revision

Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) pathophysiology in obese children

and adolescents: update

Fisiopatologia de la enfermedad del higado graso no alcohdlica (EHGNA) en nifios y adolescentes
obesos: actualizacion

Silvana Neves Ferraz de Assuncao’, Ney Christian Boa Sorte?, Crésio Dantas Alves?, Patricia S. Almeida Mendes?,
Carlos Roberto Brites Alves* and Luciana Rodrigues Silva®

Departments of Anaesthesiology, *Pediatry, “Endocrinology, “Infectious Diseases and *Hepatology. Universidade Federal da Bahia. Hospital Universitrio Professor Edgar
Santos. Salvador de Bahia, Brazil

Abstract

Objective: Although the nonalcoholic fatty liver disease was first identified in 1980, it presents multifactorial and unclear pathophysiology. In
this review, we intend to update the pathophysiclogical mechanisms of a high morbidity and mortality associated disease that is affecting obese
children worldwide.

Data sources: The PubMed and the Cochrane Library databases were used in the search strategy for articles related to nonalcoholic fatty liver
disease and published in the last three decades.

Key words: Data summary: This review describes the current knowledge on the different mechanisms related to the pathophysiology of nonalcoholic fatty
Non-aloonolc faty liver disease focused on histological, anatomical and biochemical aspects involved in triggering steatohepatitis and leading to cirrhosis.
liver disease. Fatty Conclusions: The clinical research and advanced technological resources demonstrated several determinants pathophysiological mechanisms
liver. Obesity. of nonalcoholic fatty liver disease trying to assist in their treatment and change its natural course.

Resumen

Objetivo: aunque la enfermedad de higado graso no alcohdlico se identific por primera vez en 1980, presenta una fisiopatologia multifactorial
y mal definida. En esta revision, tenemos la intencién de actualizar los mecanismos fisiopatoldgicos de esta enfermedad con alta morbilidad y
mortalidad asociadas que esta afectando a nifios obesos en todo el mundo.

Fuentes de datos: las bases de datos PubMed y la Biblioteca Cochrane se utilizaron en la estrategia de bUsqueda de los articulos relacionados
con la enfermedad de higado graso no alcohdlico publicados en las Ultimas tres décadas.

Palabras clave: Resumen de datos: esta revision describe el conocimiento actual acerca de los diferentes mecanismos relacionados con la fisiopatologia de
la enfermedad de higado graso no alcohdlico, con especial énfasis en aspectos histologicos, anatémicos y bioquimicos implicados en el desen-

Eg:gg‘z‘::gﬂdi cadenamiento de la esteatohepatitis y conducentes a la cirrosis.

alcohdlico. Higado Conclusiones: la investigacion clinica y los recursos tecnoldgicos avanzados han demostrado diversos mecanismos fisiopatolégicos determi-

graso. Obesidad. nantes de la enfermedad de higado graso no alcoholico, tratando de ayudar en su tratamiento y cambiar su curso.
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Continuous scientific medical advances in the last decades pro-
vide new insights on the pathophysiology of some intriguing health
problems such as nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD). First
described in 1980 (1), NAFLD is a disease characterized by the
accumulation of fat in the cytoplasm of hepatocytes, not related
to alcohol, causing the so called fatty liver (2). The presence of
at least 5% of affected hepatocytes in biopsies’ fragments pro-
vides the histopathologic diagnosis of fatty liver (3). This condition
is characterized as a spectrum ranging from liver steatosis to
steatohepatitis (characterized by inflammation and fibrosis), and
finally cirrhosis. It is, therefore, a serious condition that can cause
liver failure in a short period of time (4). NAFLD is now the most
common form of chronic liver disease and its prevalence is rap-
idly growing around the world (5). The real prevalence of NAFLD
in the pediatric population is still unknown and variable, with a
range of prevalence from 3.0 to 60.3% in obese children and
adolescents. Its physiopathological mechanisms are not yet fully
understood, although it is recognized to be increasing especially
among overweight children and adolescents, with at least 50% of
them presenting some degree of NAFLD (6). NAFDL prevalence
is variable depending on the region, surveyed population and the
mode of NAFLD diagnosis. In Europe, the prevalence of NAFLD
is estimated to be 25% (7). In the United States it is estimated to
be 34% in adults (8) and 10-20% in children (9). In Asia, rates
about 30% are reported, despite the lower body mass index (BMI)
(10). The available evidence on NAFLD-associated morbidity and
mortality demonstrates that children affected by NAFLD are at
increased risk of death or undergoing a liver transplant when
compared to children of the same age and sex but without the
disease (11). The natural history of NAFLD in children reveals a
progressive evolution of the disease, leading to the development
of liver cirrhosis in an expressive percentage of this population
(12). NAFLD is closely related to obesity, environmental/nutritional
factors, and genetic predisposition (3). Obesity, a chronic and
prevalent nutritional disorder in the world, is often associated with
fatty liver, hypertension, insulin resistance and dyslipidemia (13).
It affects several age groups, including children and adolescents.
In a murine model, obesity-induced steatosis led to an increased
oxidative stress, as well as chronic inflammation of the liver (14).
Insulin resistance, a frequent condition in obese patients, has
a key role in the pathophysiology of NAFLD (15). Similarly, the
high food intake common to obesity can cause changes in the
intestinal flora, with lipid metabolism injury causing fatty liver (16).
Laboratory findings in obese individuals showed increased levels
of inflammatory markers, acute phase inflammation proteins, hor-
mones, free radicals and other endothelial activation factors. This
fact demonstrates the existence of an underlying inflammatory
condition, determining the onset of NAFLD (17). In this review,
current and comprehensive data to explain the pathophysiolo-
gy of NAFLD, especially in obese children and adolescents, are
described. In this population the evolution of NAFLD is more insid-
ious than in adults, probably due to the fact that this age group
does not present proper mechanisms of adaptation to metabolic
changes caused by obesity. On the other hand, this population is
supposedly more susceptible to therapeutic interventions, making

S.N. F. Assungao et al.

them a candidate to new treatment strategies to prevent evolution
to end-stage liver disease.

METHODS

We reviewed the literature related to the topic of obesity and
nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) available in the PubMed
database, published in Portuguese and English by 2016, using
the following descriptors: “non-alcoholic fatty liver disease; “fat-
ty liver”; “obesity”. The articles included involved children and
adolescents of both sexes, exogenous obesity carriers and some
of its comorbidities. Coincident articles and those who did not
contribute methodologically to the scope of this research were
excluded. The search strategy in SciELO and Medline databases
using the same descriptors did not result in articles of interest for
review. Thus, the search resulted in 53 articles, and after reading
them, 40 were selected because they were closer to the scope of
this article, which focused on two important pediatric metabolic
disorders, NAFLD and obesity.

NONALCOHOLIC FATTY LIVER DISEASE
(NAFLD) PATHOPHYSIOLOGICAL ASPECTS
RELATED TO OBESITY IN CHILDREN AND
ADOLESCENTS

The exact mechanism that determines NAFLD remains
unknown, although evidence shows that this disorder develops
from primary metabolic abnormalities determined by inflamma-
tory cytokines, insulin resistance and oxidative stress commonly
found in obese patients (18). In a broader approach, obesi-
ty alters hepatic metabolism triggering one histopathological
sequence of events characterized by the death of steatotics
liver cells and release of enzymes that culminate in focal and
non-specific inflammation (19). Additionally, in NAFLD, an accu-
mulation of lipids in the cytoplasm of hepatocytes in the form of
vacuoles which are organized by determining the fatty infiltration
of the liver known as steatosis occurs, which in turn progresses
to an inflammatory frame (steatohepatitis), with resulting fibrosis
and liver cirrhosis (20). In the long run, NAFLD may progress to
hepatocellular carcinoma (21).

According to the consensus published by the European Society
of Paediatric Gastroenterology, Hepatology and Nutrition 2012
(22), NAFLD is defined as follows:

— NAFLD: the simplest form of steatosis, with moderate levels

of inflammation.

— Nonalcoholic steatohepatitis (NASH): accumulation of mac-
rovacuolar intra hepatocyte with periportal inflammation,
hepatocellular ballooning and perisinusoidal fibrosis.

— Cirrhosis: fibrosis in advanced stage with loss of liver struc-
ture.

The natural history of NAFLD shows that different mechanisms

contribute in parallel to the development of NAFLD and its evolu-
tion to inflammation and fibrosis (23). Basically, the disease is the

[Nutr Hosp 2017;34(3):727-730]
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result of the imbalance between supply and use of triglycerides
and free fatty acids (FFA) in the liver and impairment of beta-oxi-
dation of free fatty acids, which causes lipid deposits in the cyto-
plasm of hepatocytes (24).

Below, we summarize some of these mechanisms.

OBESITY

Obesity, especially central obesity, often progresses to hepatic
steatosis. In obese individuals we see a chronic, low grade, inflam-
matory condition mediated by inflammatory cytokines, including
interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor-alpha (TNF-cx), as
well as leptin and adiponectin, which add a significant contribution
(25). Fatty liver impairment disrupts homeostasis by increasing
in release of inflammatory and non-inflammatory cytokines (26).
This triggers a cascade of hepatocyte injury, with production of
more inflammatory mediators that leads to an impairment of liver
metabolic capacity.

INSULIN RESISTANCE

Insulin resistance is a key mechanism for the development of
NAFLD in both adults and children. It is observed that in children,
insulin resistance is associated with compensatory hyperinsulin-
emia. The association of hepatic insulin resistance with hyper-
insulinemia impairs the mitochondrial oxidation process of free
fatty acids and lipid peroxidation, and results in the formation and
accumulation of toxic lipid metabolites such as reactive oxygen
species (ROS), which causes oxidative stress and hepatocellular
injury (27). Dietary factors such as high glycemic index intake and
high intake of fatty meals that would jeopardize the metabolism
of carbohydrates are theories proposed to explain the complex
mechanism by which insulin resistance could cause the appear-
ance of fatty liver in obesity. This diet elicits insulin release, result-
ing in increased plasma and hepatocellular concentrations of free
fatty acids (FFA) (28). NAFLD in children would be aggravated
by decreased plasma adiponectin. Adiponectin attenuates insulin
action on insulin receptors through its anti-inflammatory action,
preventing hepatocellular damage by free fatty acids. On the other
hand, the high TNF-c: leads to increased insulin resistance and
mitochondrial production of reactive oxygen species (R0S), as well
as decreased plasma levels of antioxidants such as glutathione
peroxidase (29).

GUT MICROBIOTA (INTESTINAL FLORA)

The normal intestinal flora is made up of a multitude of bac-
teria living in balance, performing important functions, including
the immune defense. Disruption of this balance (dysbiosis) would
increase the passage of toxins into the portal circulation, causing
local inflammation, with release of inflammatory markers (30). The
intestinal microbiota also influences the secretion of biliary acids,

[Nutr Hosp 2017:34(3):727-730)]

which have a regulatory function in the digestion and metabolism
of nutrients such as carbohydrates and lipids (31,32). Some avail-
able evidence suggests that alterations in the intestinal flora can
lead to the development of NAFLD, and that the expression of the
disease would be influenced by biliary acids (33). Studies indicate
that dysbiosis secondary to obesity could act as a determinant
of the pathophysiology of NAFLD in children and adults (34-36).

GENETIC FACTORS

The influence of genetic factors determining NAFLD is not well
elucidated, although the role of interaction between genes and
environment on the onset of metabolic diseases is recognized.
Genetic polimorfirms (PAI-I 6754G/5G and PPAR-y2 Pro12Ala,
among others) indicate a potential association with insulin resis-
tance and obesity in children (37). Genetics plays a key role in
Wilson’s disease, an inherited disorder of copper metabolism in
which children present predominantly hepatic manifestations
(38). Ethnic background explains the variable predisposition to
the development of NAFLD, which has a clearly greater frequency
among Hispanics and Asians while it is lower among children of
African origin (39).

OTHER NAFLD MECHANISMS
Hereditary hemochromatosis, autoimmune hepatitis, and

al-antitrypsin deficiency are also implicated in the pathogenesis
of NAFLD (40).
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RESUMO

Objetivo. A obesidade esta associada ao metabolismo anormal da glicose que precede o
diabetes mellitus tipo 2. Assim, investigacGes sobre a previsdo deste resultado letal devem ser
antecipadas. O objetivo desse estudo foi avaliar o perfil glicémico de criancas e adolescentes
obesos assintomaticos em Salvador, Brasil. Método. Uma amostra de sangue venoso em jejum
foi obtida de 90 individuos obesos com idade entre 8 e 18 anos, de ambos 0s sexos, para
determinacdo laboratorial de glicemia de jejum, hemoglobina glicada, insulina basal e
Homeostasis Model Assessment Insulin-Resistance Index. A avaliag¢do clinica incluiu peso,
altura, circunferéncia da cintura, avaliacdo do desenvolvimento puberal e pesquisa de acanthose
nigricans. O indice de massa corporal / idade e sexo foi utilizado para avaliagdo da gravidade
da obesidade. As varidveis quantitativas e qualitativas foram expressas por medidas de
tendéncia central / dispersdo e frequéncia simples / relativa, respectivamente, utilizando o
Statistical Program for Social Sciences, versdo 20.0. Um valor de p <0,05 foi considerado
significante. Resultados. Alteragdes glicémicas clinicas e bioquimicas foram evidenciadas,
embora estes individuos ndo apresentassem queixas ou sintomas relacionados aos niveis de
acucar no sangue. Conclusao. Observamos alta prevaléncia de distdrbios de glicose e insulina
em criancas e adolescentes obesos assintomaticos.

Palavras-chave: Obesidade. Diabetes Mellitus. Hiperglicemia. Glicemia.

INTRODUCAO

A obesidade é uma grande alteracdo do metabolismo nutricional, caracterizada pela
deposicédo excessiva de gordura no corpo, frequentemente observada em criancas e adolescentes
em todo o mundo. Como conseqiiéncia, esta populacdo pode desenvolver efeitos adversos a
salude favorecendo distdrbios metabdlicos como dislipidemia, hipertensdo, resisténcia a
insulina, intolerancia a glicose e diabetes mellitus tipo 2 (DM2)%.

Embora as alteracBes glicémicas em obesos sejam esperadas, a DM2 é uma
comorbidade infrequente em criancas e adolescentes 2. Esta possibilidade estd fortemente
associada a ocorréncia de eventos prévios como hiperinsulinemia e resisténcia a insulina 3,
mesmo considerando incomum a resisténcia a insulina em criancas pré-puberes . Estudos
relatam a ocorréncia de picos de insulina durante o periodo puberal, que se tornam normais na
idade adulta®. De fato, em estudo realizado com criangas e adolescentes brasileiros sem excesso
de peso, foi demonstrada a variacao dos niveis de insulina e do indicador HOMA-IR com a
idade®. Além disso, estas situacOes em determinados pacientes pediatricos obesos requerem
terapia medicamentosa antes do diagndstico de DM2 ser estabelecido, em caso de falha na
modificagéo do estilo de vida.

Neste estudo foram utilizados testes laboratoriais que ndo fazem parte da rotina de

investigacdo padrdo nos cuidados primarios de saude, visando detectar anormalidades que



precedem o diagnostico de DM2 na obesidade. Assim, este estudo teve como objetivo
apresentar a avaliacdo do perfil glicémico de criancas e adolescentes obesos assintomaticos.

CASUISTICA E METODOS

Foi realizado um estudo transversal envolvendo 90 pacientes consecutivos com
obesidade, na faixa etaria compreendida entre 8 e 18 anos, de ambos 0s sexos, procedentes de
uma triagem semanal realizada no ambulatorio do Servico de Nutrologia Pediatrica da
Universidade Federal da Bahia, no periodo de janeiro a dezembro de 2015. Todos 0s
participantes incluidos apresentavam-se nos estagios de Tanner considerados normais para a
sua idade (estadios de Tanner | a IV) 8 O indice de massa corporal (IMC) foi calculado
dividindo o peso (kg) pelo quadrado de altura (m?). O indicador indice de massa corporal / idade
(IMC/i) e sexo do escore z ’ foi utilizado para classificar o estado antropométrico dos
participantes como obesos (escore-z > +2) ou obesos graves (escore z > +3). A dermatose
acanthosis nigricans (indicativa de resisténcia insulinica) foi pesquisada no pescogo, axilas,
espaco interfalangeano e superficies flexoras dos membros®. A circunferéncia da cintura foi
obtida com fita métrica macia e inelastica, no ponto médio entre a ultima costela e a crista iliaca
anterior®. Foram excluidos aqueles que estivessem usando drogas que poderiam interferir com
0 metabolismo da glicose e pacientes com condic¢des que predispusessem a obesidade (sindrome
de Cushing, deficiéncia de hormdnio de crescimento, hipotireoidismo, obesidade sindromica e
padrdo anormal da puberdade). Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade
Federal da Bahia. A participacao no estudo se deu através do assentimento verbal das criancas

bem como do consentimento por escrito de seus representantes legais.

Andlises laboratoriais

Uma amostra de sangue venoso em jejum foi obtida de todos os participantes para
determinac@es laboratoriais, em um Unico momento. A glicemia de jejum foi determinada pelo
método da hexoquinase (Wiener lab.). Os niveis de glicose entre 100-125 mg/dl ¢ > 126 mg/dI
foram, respectivamente, classificados por intolerdncia a glicose e DM2. Os niveis de
hemoglobina glicada (HbA1C) foram determinados pelo método da turbidimetria (HbA1C
TURBITEST AA, Wiener lab.). Os valores de referéncia normais foram 4,8% -5,9%. Os
valores de HbAlc entre 5,7% e 6,4% foram considerados de alto risco para desenvolver diabetes
e>6,5% considerados como provaveis para diabetes mellitus (DM). Os critérios de diagnostico

da American Diabetes Association'® foram utilizados para ambos os parametros. Os niveis de



insulina foram avaliados por método imunoenzimatico (Enzyme-Linked immunosorbent assay-
ELISA). Valores maiores que 15,0 pU/ml foram considerados anormais*!. O indice HOMA-IR
(homeostasis model assessment — insulin resistance) = glicose em jejum (mg/dl) x insulina em
jejum (uU/mI) / 405 avaliou a resisténcia a insulina®?. Utilizamos os pontos de corte ajustados

para idade e sexo de acordo com Almeida et al.>, somando o valor médio a 2 desvios padrao.

Andlise estatistica

O SPSS (Statistical Program for Social Sciences ), versdo 20.0 foi utilizado. As variaveis
quantitativas e qualitativas foram expressas, respectivamente, por medidas de tendéncia central
/ disperséo e frequéncia simples / relativa. O teste do qui-quadrado comparou a frequéncia de
individuos em cada categoria. As varidveis continuas foram testadas quanto a normalidade da
distribuicdo pelo teste Kolmogorov-Smirnov. As diferencas para essas variaveis foram
analisadas pelo teste U de Mann-Whitney ou teste t de Student, de acordo com a distribuic&o.

Um valor p <0,05 foi considerado significante.

RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta as principais caracteristicas clinicas e laboratoriais desta amostra.
A glicemia em jejum variou de 70,7 a 128,0 mg/dl e foi elevada em 9 (10,0%) participantes.
Um paciente apresentou valor de glicose acima de 126 mg/dl. Os niveis de insulina variaram
de 2,5 a 52,9 uU/ml e estiveram alterados em 25 (27,8%) participantes. Quanto a HbAlc, os
niveis detectados variaram de 4,2 a 6,8% e 24 (26,6%) individuos apresentaram valores
anormais, sendo seis deles acima de 6,5%. O indice HOMA-IR foi anormal em 47 (52,2%)
participantes. Quando comparado o grupo de obesos graves ao de obesos, observou-se maior
prevaléncia de resisténcia a insulina no primeiro grupo (65,4%, p <0,003).



Tabela 1. Caracteristicas clinicas e laboratoriais de 90 criancas e adolescentes obesas

assintomaticas estudadas.

OBESOS OBESOS GRAVES p
n= 38 (42,2 %) n=52 (57,7 %)
Idade (anos) * 11.4 (2.3) 12.2 (2.9) 0.28
Género 0.23
masculino 17 (64.6%) 31 (35.4%)
feminino 10 (23.8%) 32 (76.2%)
Circunferéncia da cintura (cm) ! 87.7 (9.1) 98.3 (13.8) <0.001
Indice de Massa Corpérea 28.25 (3,5) 33.57 (6,5) <0.001
indice de Massa Corporea (escore z) 2.52 (0,2) 3.60 (0,8) <0.001
Acanthosis nigricans 0.04
leve 24 (63,1 %) 13 (25.0 %)
moderada 12 (31,5 %) 28 (53,8 %)
grave 02 (5.2 %) 11 (21,1 %)
Glicemia (mg/dl) * 87.3(8.4) 91.1 (10.1) 0.15
Insulina (uUI/ml ) ? 12.0 (7.3) 14.1 (9.5) 0.51
HbA1C 0.25
valor normal 18 (47,3 %) 39 (75,0 %)
alto risco para DM 09 (23.6 %) 18 (34,6 %)
provavel DM - 06 (11.5 %)
HOMA-IR! 2.6 (1.6) 3.1(2.1) 0.44

1 valores expressos em media (desvios padréo). IMC, indice de massa corpérea. HbA1C,
hemoglobina glicada; DM, diabetes mellitus; HOMA-IR, Homeostasis Model Assessment for

Insulin Resistance.

DISCUSSAO

Nossos resultados revelam uma alta prevaléncia de anormalidades no metabolismo da

glicose e da insulina neste grupo de criancas e adolescentes obesos, de forma similar aos
achados descritos por D'Adamo e Caprio®®. Observamos também que quase 80% das criancas
e adolescentes com obesidade grave apresentaram niveis alterados de glicose e insulina. Alem
disso, este grupo também apresentou as maiores medidas de circunferéncia da cintura, a
despeito da idade e do sexo. De acordo com Martins & Marinho**, a obesidade visceral € a
principal causa de distdrbios da homeostase da glicose / insulina. Neste estudo foi detectada

associacdo entre a dermatose acanthose nigricans grave ou moderada, a obesidade grave e 0



aumento da circunferéncia da cintura. Assim, esses achados reforgam o papel da circunferéncia
da cintura como marcador de resisténcia a insulina e preditor precoce do DM2%,

Verificamos também a glicemia em jejum acima do valor de referéncia em nove casos.
Surpreendentemente, em um caso observado em individuos obeso (escore z = +2,77), esta
medida foi de 126 mg/dl e a HbAlc estava na faixa de risco para DM2. Os valores de HbAlc
foram superiores a 6,5% em outros seis (9,5%) participantes com obesidade grave. Estes sete
pacientes, portanto, apresentam parametros diagnosticos de diabetes mellitus (prevaléncia de
7,8%). Estes testes ndo foram repetidos para confirmacao. A hemoglobina glicada reflete o grau
de exposicdo individual a niveis elevados de glicose nos ultimos 120 dias. Embora os valores
propostos de HbA1c em criangas e adolescentes ainda nédo estejam definidos, valores acima de
6,5% devem ser confirmados em outra amostra e dispensados no caso de sintomas ou niveis
aleatdrios de glicose no sangue acima de 200 mg/dl. Valores entre 5,7% e 6,4% sdo indicativos
de alto risco de desenvolver diabetes, de acordo com o American Diabetes Association?®,

Observamos hiperinsulinemia em quase 30% das criangas e adolescentes estudados.
Esses valores poderiam ter sido ainda maiores se fossem utilizados pontos de corte mais baixos,
como 0 parametro europeu estimado em 12,6 pU/ml. No entanto, este achado néo foi seguido
por aumento anormal na glicemia de jejum. Estes dados sdo compativeis com 0 processo
fisioldgico compensatério onde niveis elevados de glicose no sangue levam ao aumento da
producdo de insulina, secundaria a resisténcia a acdo da insulina em o6rgdos-alvo. Isso é
detectado por um aumento significativo do HOMA-IR, indicador dessa condi¢do. No entanto,
apos um determinado periodo, este aumento compensatorio na insulina é perdido, resultando
em hiperglicemia, intolerancia a glicose e, eventualmente, DM2'’. Um tratamento atual com
metformina para adolescentes com resisténcia a insulina documentada, sem a necessidade de
diagndstico laboratorial de DM é recomendada ® 1% 2°, No entanto, esta recomendagio ndo é
um consenso na literatura, utilizando-se experimentalmente em pacientes selecionados?..

N&o ha consenso sobre o ponto de corte para definir a resisténcia insulinica. Alguns
autores>?22 tentaram identificar esse gatilho através de medidas antropométricas e indicadores
metabolicos, entre outros, ajustados por idade e sexo. Valores de corte de aproximadamente 3
sdo recomendados para identificar Rl em criangas e adolescentes®* 28, Do mesmo modo, 0
método utilizado para determinar a resisténcia a insulina & também controverso. Neste estudo
0 HOMA-IR foi utilizado como método validado para uso em criancgas e adolescentes por ser
facil de calcular quando comparado com o QUICKI e por apresentar valores de medidas
semelhantes aos obtidos com o teste de tolerdncia oral a glicose (TTOG) e a bracadeira

hiperinsulinémica euglicémica®. Estes Gltimos, embora considerados padrdo-ouro, apresentam



limitagdes como o alto custo e a dificuldade de execucdo, tornando invidvel a sua utilizagdo
rotineira, sendo utilizados apenas em estudos clinicos?.

A resisténcia a insulina pode se tornar um importante preditor do desenvolvimento de
diabetes mellitus (DM) no futuro. Dois individuos obesos apresentaram niveis anormais de
glicose e HOMA-IR, com niveis normais de HbAlc e insulina. As outras alteracfes detectadas
foram mais prevalentes entre individuos gravemente obesos. Estes resultados demonstram uma
alta prevaléncia de glicose sanguinea anormal, insulina basal, HOMA-IR e HbAlc em criancgas
e adolescentes obesos. Quase 8% dos pacientes reuniram critérios estabelecidos para diabetes
mellitus. No entanto, o achado mais importante refere-se a alta prevaléncia de alteracfes que
precedem o DM, em individuos assintoméaticos com obesidade grave.

Uma limitacdo importante deste estudo refere-se a concepcdo transversal do estudo.
Assim, ndo podemos estabelecer uma relacdo de causa e efeito entre a obesidade e o
metabolismo anormal da glicose, apesar de termos observado uma correlacdo positiva e
estatisticamente significativa (0,456; 0,034) entre obesidade grave e resisténcia a insulina.

Nossos resultados, portanto, fornecem evidéncias sobre a necessidade de ampliar a
investigacdo laboratorial desses pacientes, com a inclusdo das medidas da insulina sérica,
hemoglobina glicada e determinacdo do HOMA-IR, além da glicemia. Finalmente, esses
achados reforcam a necessidade de desenvolver programas de prevencao e intervencéo eficazes
na obesidade infantil, considerando a diabetes uma doenca cronica e letal que pode ser detectada
pelo perfil glicémico / insulinémico adequado de individuos obesos assintomaticos, como parte

da rotina investigativa.
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RESUMO

Introducdo: A doenca hepética gordurosa ndo alcodlica se caracteriza pela deposicéo intra-
hepética de gordura. E a doenca hepética mais prevalente em todo o mundo, afetando criancas
e adolescentes obesos. Sua fisiopatologia ndo € totalmente conhecida, embora se relacione
frequentemente a resisténcia insulinica. Esta por sua vez seria decorrente de um estado
inflamatério comum a obesidade. Assim, o objetivo desse estudo foi descrever o
comportamento das citocinas pro-inflamatorias, em criangas e adolescentes obesos, com e sem
doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica. Método: Uma amostra de sangue em jejum foi obtida
de 90 participantes consecutivos, na faixa etaria de 8 a 18 anos, de ambos 0s sexos, para
determinacOes laboratoriais da glicemia, insulina basal, do Homeostasis Model Assessment
Insulin-Resistance Index e dos marcadores inflamatorios TNF-alfa, interleucinas 2 e 6,
interferon-gama e proteina C reativa ultrassensivel. A avaliacdo clinica incluiu peso, altura,
circunferéncia da cintura. O indicador indice de massa corporal para idade e sexo foi utilizado
para avaliar a gravidade da obesidade. Os graus de esteatose foram determinados pela
ultrassonografia. As varidveis quantitativas e qualitativas foram expressas respectivamente por
medidas de tendéncia central e dispersdo e frequéncias simples e relativas, usando o Statistical
Program for Social Sciences, version 20.0. Valores de p < 0,05 foram considerados
significantes. Resultado: Foram estudados 90 individuos, com média de idade 12,0 (2,7) anos,
sendo 48 (53%) do sexo masculino. O IMC para idade (IMC/i) e sexo (escore z) classificou 38
(42,2%) participantes como obesos e 52 (57,7%) como obesos graves. A esteatose hepatica foi
identificada em 56 (62,2%) participantes e aproximadamente 90% destes apresentaram
esteatose grau I. Os marcadores inflamatdrios TNF-alfa e PCR se apresentaram aumentados na
amostra estudada e se correlacionaram de forma positiva e estatisticamente significante com o
indice de massa corporal para idade e sexo. Conclusdo: A estatose hepatica foi prevalente no
grupo de criancas e adolescentes estudados, mas néo se relacionou com os graus de obesidade.
A resisténcia insulinica se correlacionou de forma positiva e estatisticamente significante com
a proteina C reativa nos portadores de doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica.

Palavras-chave: Hepatite gordurosa ndo alcodlica. Obesidade. Figado gorduroso. Criangas.
Adolescentes. Citocinas.
INTRODUCAO

A obesidade é uma doenca crénica que acomete a popula¢do em todo o mundo, sendo
mais prevalente que a desnutri¢io e as doencas infecciosas!. Estudos revelam que a obesidade
atinge ndo apenas adultos sendo também verificada em criancas e adolescentes® 3, quando as
alteracOes metabdlicas relacionadas podem ter seu inicio®. O tecido adiposo é caracterizado,
sobretudo por sua complexidade. Originariamente estaria relacionado a fonte energética e a
termogénese, conforme sua diferenciacdo em tecido adiposo branco (TAB) ou tecido adiposo
marrom (TAM), respectivamente. Entretanto, outras funcdes tém sido atribuidas ao tecido
adiposo, decorrentes do seu envolvimento ativo em processos imunes, hormonais e metabolicos
através da sintese e liberagdo de substancias denominadas adipocinas®. O tecido adiposo é
reconhecido como um 06rgao enddcrino, pela sua funcdo sintetizadora e secretora de leptina,

estroégenos, angiotensinogénio e adiponectina; pela capacidade de estabelecer conexdes com o



sistema nervoso central, aléem da liberacdo de proteinas de fase aguda e citocinas pro-
inflamatdrias como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), a interleucina-6 (IL-6) e o fator de
crescimento semelhante & insulina 1 (IGf-1)°. As citocinas TNF-o e IL-6 estdo relacionadas a
obesidade e a reducéo da sensibilidade & insulina’. A resisténcia a insulina levaria ao aumento
da sintese e armazenamento das triglicérides nos hepatdcitos e assim desempenharia um
importante papel na patogénese da doenga hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA), doenca
com alto potencial de evolucéo para cirrose e/ou carcinoma hepatocelular 8. Além disso, esta
populacédo poderia desenvolver outras alteracbes metabdlicas como dislipidemias, hipertenséo
e diabetes mellitus tipo 2, secundarias a um suposto estado inflamatério intrinseco a obesidade
que responderia pela expressdo dessas comorbidades, segundo estudos descritos em adultos °.
Considerando esses aspectos, 0 propoésito deste estudo foi descrever o comportamento das
citocinas pro-inflamatdrias em criancas e adolescentes obesos, com e sem doenca hepatica

gordurosa ndo alcodlica (DHGNA).

CASUISTICA E METODOS

Foi realizado um estudo transversal envolvendo 90 criancas e adolescentes obesos, de
ambos os sexos, com idade entre oito e 18 anos, avaliados consecutivamente no ambulatério do
Servico de Nutrologia Pediatrica do Hospital Universitario da Universidade Federal da Bahia,
no periodo de janeiro a dezembro de 2015, caracterizando uma amostra de conveniéncia. Foram
excluidos os portadores de condi¢fes que predispusessem ao excesso de peso como sindrome
de Cushing, deficiéncia de hormonio do crescimento, hipotireoidismo e obesidade sindrémica.
N&o houve relato de consumo de bebidas com teor alco6lico entre os participantes. O indice de
massa corpérea (IMC) foi calculado dividindo o peso (kg) pelo quadrado da altura (m) (Kg/m?).
O escore z do indicador IMC/idade e sexo foi utilizado para classificar o estado antropométrico
dos participantes como obesos (IMC/i > +2) e obesos graves (IMC/i > +3)*. A circunferéncia
da cintura foi obtida com fita métrica maleavel e ineléstica, no ponto médio entre o Gltimo arco
costal e a crista iliaca anterossuperior!. O ultrassom (US) GE LOGIC P6 com transdutor
convexo de 2 a 5 MHz foi usado para diagnostico e classificacdo da esteatose nos graus I, 1l e
I11, conforme alteragdo de ecogenicidade e identificacdo dos vasos intra-hepaticos e diafragma,
segundo Hamaguchi et al*?. Os exames de imagem foram realizados na instituicio da pesquisa
e pelo mesmo profissional. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da
Universidade Federal da Bahia. Houve um assentimento verbal dos participantes e um
consentimento escrito foi obtido dos seus representantes legais.

Analise laboratorial



Uma amostra de sangue ap6s jejum de doze horas foi obtida de todos os participantes
para determinagOes laboratoriais. As enzimas ALT (alanina transaminase), ALT (aspartato
transaminase) e Gama-GT (Gama-glutamyl transpeptidase), foram dosadas através do método
cinético colorimétrico e expressas em U/L. A glicemia em jejum foi avaliada pelo método
enzimatico da hexoquinase pelo equipamento de automagdo 60i (Wienner) e foi considerada
normal para valores de referéncia (VR) entre 70 e 99 mg/dL*3. O hiperinsulinismo foi avaliado
pelo equipamento de automacao Immulite, pelo método quimioluminescéncia e foi considerado
alterado quando os valores eram maiores que 15,0 pUI/mL**. O indice HOMA-IR (Homeostasis
Model Assessment Insulin-Resistance = glicemia [mg/dL] x insulina [uUl/mL] /405) foi
utilizado para identificar resisténcia insulinica, sendo utilizado os pontos de corte estratificados
por sexo e idade propostos Almeida et al. 1>, somando o valor da média a 2 desvios padrio 6.
A proteina C reativa ultrassensivel (PCR) foi determinada pelo método da imunoturbidimetria.
As Interleucina-2 (IL-2), Interleucina-6 (IL-6), Interferon-gama (IFN-y) e tumor necrosis
factor-o (TNF-a) foram determinado pelo ELISA DuoSet R&D Systems.

Anélise Estatistica

O SPSS (Statistical Program for Social Sciences), version 20.0 foi usado para as analises
estatisticas. As varidveis quantitativas e qualitativas foram respectivamente expressas por
medidas de tendéncia central e dispersdo e frequéncia simples e relativa. As variaveis continuas
foram testadas para normalidade de distribuicdo pelo Kolmogorov-Smirnov test. As diferencas
entre as variaveis foram analisadas usando o Mann-Whitney U-test ou Student's t-test, de acordo
com a distribuicdo. O chi-square test comparou a frequéncia dos individuos em cada categoria.
Um valor de p< 0,05 foi considerado significante.

RESULTADOS

Foram estudados 90 individuos, com média de idade 12,0 (2,7) anos, sendo 48 (53%)
do sexo masculino. O IMC para idade (IMC/i) e sexo (escore z) classificou 38 (42,2%)
participantes como obesos e 52 (57,7%) como obesos graves; sendo 3,14 (0,86) anos a média
(DP) e 2,02 e 8,52 os valores minimo e maximo de IMC/i, respectivamente. A esteatose
hepatica foi identificada em 56 (62,2%) participantes, sendo mais frequente nos meninos que
nas meninas (58,9 versus 41,1%, p>0,05). Entre esses, 50 (89,2%) apresentaram esteatose grau
I, 5(8,92%) grau Il e apenas 1 (1,78%) apresentou esteatose grau I11. Nenhum caso de esteato-
hepatite foi identificado, considerando que os niveis de enzimas hepaticas encontravam-se

dentro dos valores de referéncia. Os niveis pressoricos foram aferidos e encontraram-se dentro



dos limites de normalidade. A Tabela 1 apresenta 0s parametros bioquimicos e os marcadores

inflamatorios analisados considerando a presenca de DHGNA.

Tabela 1. Caracteristicas clinicas e laboratoriais de 90 criangas e adolescentes estudados de
acordo com a presenca de doenca hepatica gordurosa nao alcodlica.

DHGNA DHGNA Valor de P
Sim (n=56) N&o (n=34)
Idade (anos)** 12,00 (10-14) 11,00 (10-14) 0,687
Género (%) 58,9 44,1 0,172
IMC/idade (escore z)* 3,15 (0,61) 3,13 (1,18) 0,884
Obeso Grave 20 (35,7%) 18(52,9%) 0,109
Circunferéncia da cintura (cm)* 96,56 (12,67) 92,82 (14,54) 0,203
ALT (Ul)* 26,09 (10,97) 22,50 (6,17) 0,084
AST (Ul)** 23,00 (15,00-28,00) 20,00 (12,00-28,00) 0,237
G-GT (Ul)** 25,00 (20,00-35,00) 22,00 (17,00-28,00) 0,106
Colesterol (mg/dl)* 166,82 (34,79) 163,01 (34,58) 0,617
LDL (mg/dl)* 97,50 (31,61) 93,30 (33,80) 0,563
HDL (mg/dl)* 42,32 (7,17) 43,63 (9,69) 0,468
Triglicerides (mg/dl)** 117 (82-144) 95,35 (72,50-172,25) 0,659
Glicemia (mg/dl)* 91,39 (9,96) 87,64 (9,06) 0,077
HOMA-IR** 2,54 (1,55-3,26) 2,18 (1,36-3,89) 0,600
Insulina (mMUI)** 11,63(7,37-15,22) 10,12(6,94-17,84) 0,623
PCR-US (mg/L)** 4,05 (1,97-7,28) 3,88 (1,88-13,67) 0,519
Interleucina-2 (pg/mL)** 0,240 (0,097-0,425) 0,192 (0,069-0,351) 0,265
Interleucina-6 (pg/mL)** 0,287 (0,121-0,770) 0,206 (0,058-0,658) 0,222
TNF-a (pg/mL)** 0,269 (0,119-0,642) 0,235 (0,101-0,453) 0,268
IFN y (pg/mL)** 0,352 (0,103-0,721) 0,213 (0,075-0,535) 0,144

IMC: Indice de Massa Corp6rea, ALT: alanina aminotransferase, AST: aspartato aminotransferase, G-GT: gama-
glutamil transpeptidase, HDL.: high-density lipoprotein, LDL: low-density lipoprotein, HOMA-IR: homeostasis
model assessment-insulin resistance, PCR-US: proteina C reativa-ultra senssivel, TNF-a: tumor necrosis factor-a.
IFN y: interferon gama. *Valores expressos como média (SD) ** Valores expressos como mediana e intervalos
interquartilicos.

O perfil inflamatério de todos os participantes do estudo considerando os graus de obesidade

esta demonstrado na tabela 2.

Tabela 2. Comportamento dos marcadores inflamatorios de 90 criancas e adolescentes
estudados, segundo os graus de obesidade.

Obesos graves Obesos P
PCR-US (mg/L)* 2,52 (1,16-5,37) 5,16 (2,94-9,07) 0,009
Interleucina 2 (pg/mL)* 0,222 (0,104-0,456) 0,208 (0,085-0,400) 0,520
Interleucina 6 (pg/mL)* 0,515 (0,116-0,865) 0,212 (0,091-0,559) 0,088
TNF-o (pg/mL)* 0,315 (0,190-0,667) 0,204 (0,084-0,428) 0,024
IFN v (pg/mL)* 0,230 (0,072-0,693) 0,281 (0,084-0,609) 0,750

TNF-a: tumor necrosis factor-a, PCR-US: proteina C reativa-ultra senssivel, IFN y: Interferon gama. *Valores
expressos como mediana e intervalos interquartilicos.



Na tabela 3 estdo indicadas as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos obesos e obesos graves,

considerando a presenca de DHGNA.

Tabela 3. Caracteristicas clinicas e laboratoriais de 56 criangas e adolescentes portadoras de
doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica, segundo o grau de obesidade.

OBESOS GRAVES

OBESOS

(n= 20) (n= 36) Valor de p

Idade (anos)* 13,30 (2,55) 11,36 (2,58) 0,009
Género masculino (%) 58,9% 41,1% 0,909
IMCI/i (escore z)* 3,60 (0,87) 2,52 (0,25) 0,007
Graus de esteatose: 0,597

- grau | 18 (90,0%) 32 (88,9%)

-grau ll 2 (10,0%) 3(8,3%)

- grau Il 0 1(2,8%)
Circunferéncia da cintura (cm)* 98,01 (13,63) 93,67 (10,04) 0,049
ALT (UD)* 26,60 (12,17) 25,80 (10,40) 0,800
AST (Ul)** 21,00 (16,00-33,00) 18,50 (12,00-28,00) 0,782
GGT (Ul)*= 26,00 (22,00-38,00) 20,00 (17,00-28,00) 0,002
Colesterol total (mg/dl)* 173,42 (32,50) 155,80 (36,47) 0,069
LDL (mg/dl)* 103,55 (31,96) 87,20 (33,96) 0,066
HDL (mg/dl)* 47,97 (10,48) 40,84 (9,67) 0,220
Triglicérides (mg/dl)* 147,56 (86,75) 129,99 (78,18) 0,464
Glicemia (mg/dl)* 97,90 (9,45) 88,09 (10,51) 0,450
HOMA-IR** 2,56 (1,69-5,11) 2,03 (1,20-2,87) 0,009
Insulina (mUIl)** 14,01 (8,89-21,90) 8,66 (6,22-11,72) 0,001
PCR-US (mg/L)** 1,94 (0,80-2,28) 1,30 (0,71-2,00) 0,484
Interleucina 2 (pg/mL)** 0,279 (0,101-0,345) 0,231 (0,094-0,365) 0,430
Interleucina 6 (pg/mL)** 0,490 (0,109-0,754) 0,320 (0,085-0,487) 0,059
TNF-a (pg/mL)** 0,390 (0,187-0,695) 0,301 (0,074-0,328) 0,032
IFN y (pg/mL)** 0,340 (0,091-0,609) 0,233 (0,098-0,687) 0,670

IMC: Indice de Massa Corp6rea, ALT: alanina aminotransferase, AST: aspartato aminotransferase, G-GT: gama-
glutamil transpeptidase, HDL.: high-density lipoprotein, LDL: low-density lipoprotein, HOMA-IR: homeostasis
model assessment-insulin resistance, PCR-US: proteina C reativa-ultra senssivel, TNF-a: tumor necrosis factor-a.
IFN v: interferon gama. *Valores expressos como média (DP) ** Valores expressos como mediana e intervalos
interquartilicos.

A Tabela 4 mostra que houve uma correlacdo positiva e estatisticamente significativa entre o
HOMA-IR, a insulina e a PCR, diferente do que se verificou com o IFN-y, a IL-6, e a IL-2. O
IMC/i também influenciou o comportamento do TNF-a e da PCR.



Tabela 4. Analise de correlacdo dos marcadores inflamatorios e parametros clinicos e
laboratoriais de 56 criangas e adolescentes com doenca hepética gordurosa ndo alcodlica.

IL2 IL6 TNF- a IFN y FCR ,
ultrassensivel
Idade (anos)** 0,066; 0,631 -0,127; 0,072 -0,095; 0,485 -0,112;0,410 -0,182;0,457
Circunferénciacintura(cm)* 0,061; 0,656 -0,124; 0,362 0,073; 0,595 -0,072; 0,600 -0,134;0,584
BMI -0,119; 0,264  -0,078; 0,465 0,122; 0,251 0,011; 0,921 0,183; 0,084
BMl/age -0,131; 0,219 -0,111; 0,297 0,272; 0,009 0,062; 0,562 0,285; 0,006
ALT (UD)* -0,029; 0,834 -0,058;0,674 0,126; 0,359 0,012; 0,929 0,076; 0,756
AST (Ul)** - 0,029; 0,832 0,016; 0,905 0,016; 0,905 0,235; 0,084 -0,183; 0,454
GGT (Ul)** -0,029; 0,832 -0,181; 0,186 - 0,094; 0,510 0,156; 0,273 0,090; 0,613
Glicemia (mg/dl)* -0,237; 0,079 -0,090; 0,512 -0,134; 0,325 0,251; 0,062 -0,275; 0,254
HOMA-IR** 0,005; 0,969 0,045; 0,741 - 0,055; 0,685 0,109; 0,424 0,407; 0,034
Insulina (mUl)** - 0,083; 0,542 0,020; 0,886 - 0,036; 0,795 0,086; 0,527 0,484; 0,036
PCR-US (mg/L)** 0,078; 0,750 - 0,452; 0,050 0,356; 0,135 -0,257; 0,295 1
Interleucina 2 (pg/mL)** 1 - 0,305; 0,022 -0,163; 0,230  -0,377; 0,004 0,078; 0,750
Interleucina 6 (pg/mL)** - 0,305; 0,022 1 -0,113; 0,407 0,128; 0,349 -0,452; 0,052
TNF-a (pg/mL)** -0,163; 0,230  -0,113; 0,407 1 - 0,260; 0,053 0,356;
0,135
IFN y (pg/mL)** -0,377; 0,004 0,128; 0,349 - 0,260; 0,053 1 - 0,254; 0,295

IMC: Indice de Massa Corpdrea, ALT: alanine aminotransferase, AST: aspartate aminotransferase, G-GT: gama-
glutamil transpeptidase, HDL.: high-density lipoprotein, LDL: low-density lipoprotein, HOMA-IR: homeostasis
model assessment-insulin resistance, PCR-US: proteina C reativa-ultra senssivel, TNF-a: tumor necrosis factor-a,
IFN v: Interferon gama.

DISCUSSAO

A relevancia desse estudo deve- se ao fato dos achados considerados alterados serem
provenientes de uma amostra de 90 individuos obesos clinicamente assintomaticos. A esteatose
hepaética foi prevalente, confirmando dados da literatura que indicam a DHGNA como uma das
consequéncias adversas da obesidade, além da hiperlipidemia, hipertensdo e diabetes mellitus
tipo 2'7. A esteatose de grau | foi identificada em aproximadamente 90% das 56 criancas e
adolescentes diagnosticadas com DHGNA, refletindo um processo de instalacdo precoce e
incipiente do espectro que envolve a doenca.

Na tabela 1 os grupos com e sem doenga hepatica sdo comparados. Observamos que 0s
individuos com DHGNA néo apresentaram diferencas significativas nos parametros analisados.
Entretanto, na tabela 2, marcadores inflamatdérios como a adipocina TNF-o se apresentou
elevada nos obesos graves, enquanto a PCR, uma proteina de fase aguda da inflamacéo
secretada pelo figado quando estimulado pela IL-6 esteve mais aumentada nos obesos,
sugerindo a presenca de um estado inflamatorio subjacente a obesidade.

Adicionalmente, na tabela 3, os 56 individuos diagnosticados com esteatose hepatica

foram analisados considerando o grau de obesidade e alteragOes estatisticamente significativas



foram encontradas. Nos obesos graves, a circunferéncia da cintura foi mais elevada,
provavelmente devido ao padréo de distribui¢do central da adiposidade secundaria a resisténcia
insulinica. De igual modo, os obesos graves apresentaram as maiores taxas de G-GT. Em seu
estudo, Fishbein et al. analisaram a relacdo das transaminases com a gravidade da esteatose e
concluiram que as maiores alteracdes sdo esperadas em casos graves de figado gorduroso 18,
em oposi¢do aos nossos achados, tendo em vista a prevaléncia de esteatose em estagio inicial
ter sido similar entre obesos e obesos graves. Entretanto, ndo observamos associacao do perfil
inflamatorio com os valores séricos da G-GT.

Conforme citado anteriormente, a resisténcia insulinica (RI) é a principal determinante
da fisiopatologia da DHGNA®. Observamos que os indicadores de Rl (HOMA-IR e insulina
sérica) estiveram mais elevados nos obesos graves com DHGNA, mas ndo diferiram entre os
pacientes com e sem doenca hepatica. Paralelamente, a TNF-a, uma citocina inflamatéria
associada a obesidade e a resisténcia insulinica, apresentou comportamento semelhante. O
TNF-a apresenta um papel crucial na determinagio da resisténcia insulinica °, estimula a
sintese de outras citocinas e tem acdo direta no figado pelo incremento da lipogénese através
do aumento das enzimas catalizadoras 2. Além disso, suprime a expresso de genes envolvidos
na captacdo de glicose e metabolismo dos acidos graxos favorecendo seu actmulo?.
Finalmente, a cascata inflamatéria desencadeada pelo TNF-a. estaria relacionada a progressdo
da DHGNA a esteato-hepatite??. Desta forma, pode-se aventar que essas criangas e adolescentes
com DHGNA e obesidade grave devem ser monitorados com maior frequéncia no futuro, uma
vez que, no momento desse estudo, do ponto de vista laboratorial, ndo havia indicios de
hepatite.

Jovinge et al.? relatam um aumento de TNF-a em individuos do sexo masculino
relacionada com doenca aterosclerotica, embora o mesmo néo tenha sido verificado em relacao
a resisténcia insulinica. Entretanto, outros estudos 2% ?° realizados em adultos, descrevem uma
correlacdo significante entre 0 TNF-a, a insulina sérica e o indice de massa corporal. A esse
proposito, avaliamos o comportamento do TNF-a tendo em vista os casos em que 0o HOMA-IR
e a insulina sérica estiveram normais ou alterados e nao detectamos diferencas estatisticamente
significativas, embora este comportamento tenha se confirmado quando o IMC/i foi
considerado. Adicionalmente, uma analise de correlacdo envolvendo as 56 criancas e
adolescentes diagnosticadas com DHGNA foi realizada. Encontramos uma correlagéo positiva
e estatisticamente significativa entre 0o HOMA-IR e a insulina sérica e a PCR, uma proteina de
fase aguda da inflamacdo, que tem seus niveis séricos diretamente proporcionais ao indice de

massa corporea e, portanto, associados com a obesidade 2. Inversamente, a IL-6, uma citocina



inflamatoria associada a obesidade e a resisténcia insulinica, secretada pelos linfocitos T e B,
endotélio, fibroblastos e macréfagos; mostrou uma correlagdo negativa e significante com a
IL2, citocina que participa da resposta imune, secretada pelos linfécitos T; sugerindo um efeito
modulador entre as citocinas?’. Logo, no nosso estudo podemos sugerir que as alteragdes dos
marcadores inflamatérios podem ter influenciado os indicadores do metabolismo glicidico no
que diz respeito a resisténcia insulinica e a DHGNA nos individuos com obesidade grave.

Provaveis limitacGes do estudo referem-se ao seu desenho de corte transversal, que
por suas caracteristicas ndo possibilita estabelecer uma relacéo de causa e efeito. De igual modo,
as variagdes imunes individuais, a complexidade que envolve a caracterizacdo do status
inflamatorio e a verificacdo das dosagens das citocinas em um s6 momento, provavelmente
podem ter comprometido a verificacdo do quadro inflamatdrio intrinseco a obesidade.
Destacamos, ainda, limitacGes envolvendo o método de imagem (ultrassom) utilizado para o
diagnostico da DHGNA, que ndo permite determinar a gravidade da inflamagdo no que diz
respeito a presenca de esteato-hepatite ou fibrose, o que so6 seria permitido através da bidpsia
hepaética, considerado padrdo-ouro.

Estudos séo realizados na tentativa de elucidar um suposto processo inflamatério de
baixo grau, subjacente a obesidade, que responderia pela expressdo das comorbidades
associadas, tais como diabetes mellitus tipo 2, hipertensdo arterial sistémica, dislipidemias e
figado gorduroso 28 2°, Entretanto, o entendimento ndo é completo nem suficiente para definir
se a obesidade levara a um quadro inflamatério ou se a inflamacao levara a obesidade. Em nosso
estudo, ndo observamos diferencas no perfil de citocinas inflamatdrias entre os pacientes com
e sem DHGNA. Contudo, 0s obesos graves tiveram maiores niveis medianos de TNF-alfa e IL-
6, embora esta Gltima ndo tenha sido significante (p=0.059), mostrando, entretanto, uma
tendéncia de associacdo. Mesmo ndo sendo significante, do ponto de vista estatistico, a
proporcdo de obesos graves entre as criancas e adolescentes sem DHGNA foi bem superior
aqueles com essa alteracdo (52.9 vs 35.7%), sugerindo ser a gravidade da obesidade um
confundidor desta relagdo. De fato, encontramos que, apenas entre os doentes, o perfil de TNF-
alfa foi mais elevado e significante entre 0s obesos graves quando comparados aos obesos. Uma
possivel explicacdo para este achado corresponde a maior massa de adipocitos entre 0s obesos
graves, confirmada pelas maiores circunferéncias de cintura apresentadas por este grupo. De
fato, a adiposidade abdominal é associada a maior resisténcia a insulina e hiperinsulinismo.
Assim, esses pacientes produziriam uma maior quantidade de citocinas pro-inflamatérias.
Ademais, considerando apenas 0s obesos graves, observamos que esta condi¢cdo esteve

associada ao parametro mais sugestivo da DHGNA que € a resisténcia insulinica, variavel



relacionada a todo o espectro da doenca, desde a esteatose emergente até a progressao da doenca

para cirrose e hepatocarcinoma®.

Assim, nosso estudo sugere que a obesidade € uma condi¢do inflamatoria isoladamente.

Em alguns casos comorbidades como a DHGNA poderdo se expressar. Desta forma, sugerimos

a ampliacdo investigativa dessa populacdo tendo em vista o pressuposto da existéncia de um

quadro inflamatdrio incipiente, desde a instalagdo da obesidade. Finalmente, este estudo

pretende estabelecer referencial tedrico, considerando que a busca na literatura resultou em um

maior nimero de artigos de revisdo quando comparado aos artigos originais.
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5 DISCUSSAO

A obesidade € uma doenca cronica, de etiologia multifatorial, crescente e epidémica no mundo,
atingindo ndo apenas adultos, mas criangas e adolescentes *. Os individuos obesos apresentaréo
comorbidades, provavelmente determinadas por algum fator relacionado ao ganho de peso?.
Esta premissa motiva pesquisadores pelo entendimento de um mecanismo subjacente a
obesidade que determinaria estas comorbidades, tendo em vista sua gravidade. Este estudo
considerou os relatos de literatura acerca do estresse metabolico deflagrado inicialmente pela
ingestdo de alta carga cal6rica que caracteriza o habito alimentar do individuo obeso levando
a0 acumulo de gordura corporal 3. Este mecanismo reproduzido continuamente desencadearia
uma cascata inflamatdria caracterizada como de baixo grau, que cronicamente levaria as
comorbidades comuns a obesidade, como diabetes mellitus tipo 2, figado gorduroso,

dislipidemias e doencas cardiovasculares 2.

Assim, um grupo de 90 criancas e adolescentes obesos, sendo aproximadamente 58% obesos
graves foi avaliado clinica e laboratorialmente, tendo em vista a caracterizacdo do status
glicidico e hepatico, confrontado aos marcadores inflamatorios. Observamos uma alta
prevaléncia de alteracbes na glicose sanguinea, insulina basal, HOMA-IR e HbAlc e
encontramos que aproximadamente 8% dos pacientes reuniram critérios para o diagndstico de
diabetes mellitus. Esses achados similares aos achados descritos por D'Adamo e Caprio * foram
relevantes, considerando que esses pacientes eram clinicamente assintomaticos e que na
investigacao de rotina, a qual incluiria apenas a glicemia em jejum como parametro bioquimico

do metabolismo glicidico, estas alteracdes ndo teriam sido encontradas.

Verificamos ainda, que a severidade da obesidade determinou a frequéncia das alteracdes, de
forma que a hiperinsulinemia e a resisténcia insulinica foram mais observadas nos obesos
graves e nestes a TNF-o ¢ a PCR se apresentaram elevadas. A TNF-a ¢ uma citocina
inflamatdria associada a obesidade e apresenta um papel crucial na determinacéo da resisténcia
insulinica °. Os obesos graves também apresentaram uma maior circunferéncia da cintura
provavelmente devido ao padréo de distribuicao central da adiposidade secundéria a resisténcia
insulinica. Teoricamente, esse acumulo de tecido adiposo produziria, consequentemente, uma
maior quantidade de citocinas pré-inflamatorias, estabelecendo-se assim um mecanismo

inflamatdrio ciclico e continuo.



A doenca hepatica gordurosa néo alcodlica (DHGNA), outra comorbidade prevalente no grupo
estudado, foi verificada em 63% dos casos, sendo que em quase 90% destes a esteatose foi de
grau l. A esteato-hepatite ndo alcoolica (EHNA) foi questionada considerando o valor normal
das enzimas hepaticas e pelo fato desse diagndstico ser histoldgico, e assim sendo, enzimas
normais ndo afastariam o diagnostico. Embora os obesos graves tenham apresentado as maiores
taxas de Gama-GT, em seu estudo, Fishbein et al.® analisaram a relagéo das transaminases com
a gravidade da esteatose e concluiram que as maiores alteraces sao esperadas em casos graves
de figado gorduroso, em oposicao aos nossos achados, tendo em vista a prevaléncia de esteatose

em estagio inicial ter sido similar entre obesos e obesos graves.

N&o observamos associacao do perfil inflamatdrio com os valores séricos da Gama-GT, assim
como a bidpsia hepatica considerada padrao ouro para o diagndstico da esteato-hepatite ndo foi
realizada, tendo em vista obstaculos éticos. Ainda em relacdo a DHGNA, os individuos obesos
graves embora mais numerosos ndo foram os mais acometidos. Nestes, a circunferéncia da
cintura foi maior, as citocinas TNF-a ¢ PCR se apresentaram elevadas e a IL-6 apresentou uma
tendéncia de associacdo. Como esperado verificamos neste grupo relevante associacdo a

resisténcia insulinica (p<0,009), principal determinante da DHGNA.

Sumariamente, neste estudo, alteraces glicémicas determinando resisténcia insulinica
poderiam ter contribuido de forma determinante para a DHGNA e estiveram associados a um
processo inflamatério secundario a obesidade. Segundo estudo de Almeida et al’, achados
laboratoriais em individuos portadores de obesidade mostraram niveis aumentados de
marcadores inflamatdrios, proteinas de inflamacéo de fase aguda, horménios, radicais livres e
outros fatores de ativacdo endotelial, sugerindo a existéncia de uma condicdo inflamatoria
subjacente, determinando o inicio da DHGNA. Finalmente, o presente estudo envolvendo
criancas e adolescentes obesos cuja principal queixa era 0 ganho de peso descreve a presenca
de um processo inflamatério subjacente a obesidade e diretamente proporcional a sua
gravidade, que estaria associado ao desenvolvimento de pelo menos duas comorbidades
cronicas, de dificil controle e de evolugéo letal que sdo 0 DM2 e a DHGNA, cujas semelhancas
nos respectivos mecanismos fisiopatologicos se apoiam mutuamente levando ao seu

desenvolvimento.
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6 CONCLUSOES

O estudo conduzido em criancas e adolescentes obesos assintomaticos encontrou uma grande
prevaléncia de DHGNA entre os participantes, embora este quadro ndo estivesse associado a
niveis elevados de citocinas pro-inflamatorias, como ocorreu quando a varidvel obesidade e sua
gravidade foram avaliadas. Mesmo ndo sendo significante do ponto de vista estatistico, a
proporcéo de obesos graves entre as criancas e adolescentes sem DHGNA foi bem superior
aqueles com essa alteracdo (52.9 vs 35.7%), sugerindo ser a gravidade da obesidade um

confundidor desta relagéo.

Outro achado relevante refere-se a elevada prevaléncia de alteracdes glicémicas laboratorias na
glicose sanguinea, insulina basal, HbAlc e por conseguinte no HOMA-IR, resultando no

diagnostico de diabetes mellitus em aproximadamente 8% dos participantes.

A interpretacdo para este fato sugere que o processo inflamatdrio existente e inerente a
obesidade é incipiente, e por tratar-se de individuos muito jovens ainda ndo tenha se
manifestado em sua plenitude, impedindo a expressao clinica. Assim, este estudo recomenda
peremptoriamente, em pacientes pediatricos obesos, a ampliacdo da investigacdo de rotina
através da inclusdo das medidas dos marcadores inflamatorios, tendo em vista o pressuposto da
existéncia de um quadro inflamatorio incipiente, além de outros relacionados a inspecao da
funcdo hepatica e glicémica, de forma a permitir ac6es preventivas de controle de doengas com

alta morbimortalidade associadas.

Finalmente, este estudo pretende estabelecer referencial tedrico, considerando que a busca na
literatura resultou em um maior numero de artigos de revisao quando comparado aos artigos
originais. Adicionalmente, sugere que a obesidade é uma condigdo inflamatdria isoladamente e
que em alguns casos, comorbidades como a DHGNA e DM2 poderéo se expressar.
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ANEXOS

ANEXO 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo da Pesquisa— Contribuicdo das Citocinas Pré-Inflamatdrias na Doenca Hepéatica em
Criancas e Adolescentes com Excesso Ponderal.
Nome do Pesquisador — Dr? Silvana Neves Ferraz de Assungéo
Nome do Orientador — Dr* Luciana Rodrigues Silva
Nome dos Co-Orientadores — Dr. Crésio Alves, Dr. Ney Boa Sorte
Prezado Senhor (a),

Seu filho (a) esta sendo convidado (a) a participar desta pesquisa que tem como
finalidade investigar a influéncia das citocinas pro-inflamatérias na doenca hepatica de criancas
com idade entre oito e 18 anos, com obesidade n&o relacionada a outra doenga conhecida. Ao
participar deste estudo, vocé permitira que a pesquisadora Silvana Assuncdo o examine, solicite
exames, bem como tenha acesso a esses resultados e faca anotacdes. Vocé tem liberdade de se
recusar a participar agora ou em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer prejuizo para vocé e
para seu filho. Sempre que quiser podera pedir mais informagdes sobre a pesquisa atravées do
telefone da pesquisadora do projeto e se necessario através do telefone do Comité de Etica e
Pesquisa. A participacdo nesta pesquisa nao traz complicacgdes legais e os riscos e desconfortos
sdo minimos. Sera obtido de 10-15 mL de sangue (quantidade menor ou igual a que cabe em
uma colher das de sopa) em uma veia do braco, através de seringa e agulha esterilizadas, e que
depois do uso serdo jogadas no lixo em caixas de papeldo. O sangue poderéa ser obtido de uma
Unica vez ou mais e 0s riscos associados a esse procedimento sdo minimos. Entretanto, esteja
ciente que podera ocorrer dor e/ou manchas roxas (equimoses) no local da punc¢édo quando for
feita a coleta de sangue. A sensacdo de dor durante o ato de colher sangue na veia do braco
varia de pessoa para pessoa, e criangas pequenas podem chorar devido a dor. Tenha certeza que
a coleta sera feita por uma pessoa treinada e habilitada para que o desconforto seja 0 menor
possivel. Uma parte do sangue obtido sera testada imediatamente para 0s exames bioquimicos
e a outra parte sera armazenada a uma temperatura de -80°C no Laborat6rio de Imunologia do
Hospital das Clinicas até a realizacdo das dosagens das citocinas. As amostras de sangue ndo
utilizadas nesse estudo serdo descartadas seguindo as normas de descarte hospitalar. A Dr?.
Silvana ou alguém da sua equipe ird lhe informar sobre os resultados dos exames laboratoriais

assim que a pesquisa esteja concluida. Seu filho (a) também sera submetido(a) a um exame de



ultrassom do abdome, o qual ndo lhe traz nenhum risco, a ndo ser uma sensagéo de frio
passageira quando da aplicacdo do gel em sua pele.

Os procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos critérios do Comité de Etica
em Pesquisa envolvendo Seres Humanos, conforme Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional
de Saude. Nenhum dos procedimentos usados oferece riscos a sua dignidade. Todas as
informagdes coletadas neste estudo s&o estritamente confidenciais e vocé terd acesso aos
resultados atraveés de uma clpia que sera anexada ao seu prontuario. Ao participar desta
pesquisa, vocé ndo tera nenhum beneficio direto. Entretanto, esperamos que este estudo forneca
informagdes importantes, de forma que o conhecimento que sera constituido a partir desta
pesquisa possa ajudar na prevencdo e tratamento dessas alteragdes, onde o pesquisador se
compromete a divulgar os resultados obtidos. Vocé ndo terd nenhum tipo de despesa para
participar desta pesquisa, bem como nada sera pago por sua participacao.

ApoGs estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para

participar desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, os itens que se seguem.

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Tendo em vista os itens acima apresentados, eu, de forma livre e esclarecida, confirmo
que recebi copia deste termo de consentimento, e autorizo a execucdo do trabalho de pesquisa

e a divulgacao dos dados obtidos neste estudo.

Nome / Assinatura do responsavel pelo participante da pesquisa

Nome/Assinatura do pesquisador



ANEXO 2 - Parecer do Comité de Etica e Pesquisa n°. 326.132

HOSPITAL UNIVERSITARIO
PROF. EDGARD SANTOS-
UFBA - HUPES

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: INFLUENCIA DAS CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS NA DETERMINAGAO DA
DOENCA HEPATICA EM CRIANCAS E ADOLESCENTES COM EXCESSO
PONDERAL.

Pesquisador: Silvana Neves Ferraz de Assuncéo

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 15741813.3.0000.0049

Instituigdo Proponente: Hospital Universitario Prof. Edgard Santos-UFBA
Patrocinador Principal: Hospital Universitario Prof. Edgard Santos-UFBA

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 326.132
Data da Relatoria: 19/06/2013

Apresentagdo do Projeto:

Resumo:

O presente projeto de pesquisa pretende selecionar individuos entre 5 e 18 anos,de ambos os sexos,
portadores de obesidade exdgena e medir os marcadores de estresse inflamatério (citocina, radicais livres,
TNF-alfa,ETC.)e verificar a existéncia de influéncias sobre os perfis laboratoriais hepaticos,glicidicos e
lipidicos. y

Introduc&o:

A obesidade é uma doenca crénica e epidémica no mundo. Possui caracteristicas inflamatérias que
determinam o aparecimento de comorbidades como diabetes melitus, hepatopatias,dislipidemias, entre
outras.O conhecimento desse estado inflamatério crénico, bem como a maneira como ele atuaria na
determinagdo dessas comorbidades, ainda ndo sdo bem conhecidas.

Hipdtese:

A pesquisa da presenga e a quantificagdo de determinados marcadores desse estado inflamatério quando
projetados sobre os perfis hepatico, glicidico e lipidico; podem revelar a influéncia desses marcadores sobre
as desordens comuns em individuos obesos.

Metodologia Proposta:
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Continuagao do Parecer: 326.132

4- METODOLOGIA 4.1 Desenho do estudo- Estudo de Prevaléncia. 4.2 Populag&o de referéncia- Individuos
com excesso ponderal, atendidos no ambulatério de obesidade da Unidade Metabdlica Fima Lifshitz,
localizado no Centro Pediatrico Professor Hosannah Oliveira (CPPHO), que integra o Complexo Hospitalar
Universitario Professor Edgard Santos (COM-HUPES). 4.3 Caracteristica do local do estudo- O referido
ambulatério atende pacientes do SUS provenientes de Salvador e de outras cidades do interior da Bahia,
em um turno de atendimento semanal, onde s&o atendidos em média 20 pacientes. A equipe responséavel
pelo atendimento é composta por um pediatra especializado em nutrologia pediatrica, duas nutricionistas
especializadas em nutrigéo infantil, uma psicéloga e uma enfermeira. O servigo é composto também pelo
Laboratério de Analises Clinicas e pelo Servigo de Diagnostico por imagem do Complexo do Hospital
Universitario Professor Edgar Santos (COM-HUPES). Essa rede laboratorial realiza exames |laboratoriais
bioquimicos, hormonais e de ultra-sonografia. Atualmente, o ambulatério conta com cerca de 180 pacientes
atendidos, dos quais cerca de 80% mantém acompanhamento regular (pelo menos duas consultas por ano).
4.4 Critérios de Incluséo: ¢ Individuos com obesidade exdgena; ¢, Faixa etaria compreendida entre 5 a 18
anos; ;, Ambos os sexos; ¢, Provenientes da cidade de Salvador e regido metropolitana. 4.5 Critérios de
Exclusdo: Uso de medicamentos que interfiram no metabolismo hepatico e glicidico, tais como corticoides,
sulfas, antipsicéticos, anfetaminas, etc; Antecedentes médicos de doenca autoimune e transfusao de
sangue; Vigéncia de processo infeccioso sistémico cronico e/ou agudo, nos Ultimos dez dias que antecedem
os exames de laboratorio; Sorologia positiva para Hepatites A, B e C; Relato de ingestdo de alcool e
exposicdo a toxinas ambientais. 4.6 Definicdo da Amostra: Amostra de conveniéncia. Seréo convidados a
participar do estudo, os pacientes que compareceram ao ambulatério semanal de obesidade no periodo de
1 (um) ano. 4.7 Técnica e Instrumentos utilizados: Todos os pacientes que preencherem os critérios de
inclusdo, e assinarem o termo de consentimento livre e esclarecido serdo avaliados como segue:
Preenchimento de questionario com dados do paciente: nome, endereco, telefone, idade, género, ocupagéo,
antecedentes médicos, ingestdo de alcool, uso de medicamentos (quais), exposi¢édo a toxinas ambientais.
Exame clinico: palpagéo e percuss&o do abdémen, medida do peso, altura, IMC, circunferéncia da cintura e
presséo arterial (PA). Exames laboratoriais: 1- Perfil hepatico: TGO, TGP, Gama-GT, proteinas totais e
fragdes, tempo de protrombina, tromboelastograma. 2- Perfil glicidico: glicemia em jejum e insulina sérica,
hemoglobina glicada. 3- Perfil lipidico: colesterol total e fragdes e triglicérides. 4- Ultrassonografia abdominal.
5- Atividade inflamatéria: VHS, PCR ultrassensivel, alfa-1 glicoproteina &cida, citocinas e TNF- alfa. 6-
Outros: marcadores virais para virus A, B e C da hepatite. O peso serd medido usando balanca portatil
Filizola, com
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sensibilidade de 100g, com o individuo portando apenas roupas intimas. Um estadiometro de base plana,
com escala graduada em centimetros (cm), com intervalos de 0,1 cm sera usado para mensurar a altura. O
IMC seré calculado dividindo o peso (kg) pelo quadrado da altura (m) (Kg/m2), e o indicador IMC/idade e
sexo do escore z sera utilizado para classificar o estado antropométrico dos participantes nas categorias
sobrepeso, obeso e obeso grave se, respectivamente, acima de 1,2 ou 3 desvios padréo (DP) da populagéo
de referéncia, baseado na curva da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) (9). A circunferéncia da cintura
sera medida com fita métrica maleavel e inelastica, no ponto médio entre o Ultimo arco costal e a crista iliaca
anterossuperior (10). Serdo realizadas duas medidas e a média entre as duas sera adotada e avaliada

segundo os valores.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Descrever a influéncia das citocinas pré-inflamatérias na determinagéo da doenga hepatica em criangas e
adolescentes com excesso ponderal.

Objetivo Secundario:

1- Investigar as alteragdes no metabolismo glicidico. 2- Estudar as alteragdes lipidicas relacionadas as

citocinas inflamatorias.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: s

Apenas os resultantes de pungdo venosa, descrito em detalhes no TCLE.

Beneficios:

N&o sera assegurado nenhum beneficio pecunidrio ou outro de qualquer natureza, que ndo sejam aqueles
resultantes da ampliagdo do conhecimento proposto pela pesquisa e aumento das possibilidade
diagnésticas e de tratamento para os pacientes.

Comentarios e Consideracées sobre a Pesquisa:

Vide detalhamento das conclusdes.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:
Vide detalhamento das conclustes.

Recomendagdes:
Vide detalhamento das conclusdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgées:
A pesquisadora cumpriu as recomendagoes do CEP.
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Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideracdes Finais a critério do CEP:

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Resolucéo 466/12 que
substitui 2 196/96 do Conselho Nacional de Salde) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado.

O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apo6s analise das razées da descontinuidade pelo CEP que o aprovou, aguardando seu
parecer, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito participante ou quando constatar a
superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa que requeiram acédo imediata.

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificacio ao CEP e a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagbes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente em / / e ao

término do estudo.
Situacao: Projeto Aprovado.
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SALVADOR, 04 de Julho de 2013

CA e .

Assinador por:
Roberto José d
(Coordgnador)
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ANEXO 3 - Questionario de coleta de dados

COMPLEXO UNIVERSITARIO PROF. EDGARD SANTOS
Centro Pediatrico Prof. Hosannah de Oliveira-Unidade Metabdlica

Coleta de dados n° , em / /

IDENTIFICACAO DO SUJEITO

Nome- NUmero do prontuario-
Data de nascimento- Idade- Sexo- Cor —

Nome da mé&e ou responsavel-

Endereco-

Telefone-

Peso ao nascer-

Quando ocorreu a percepcao de que seu filho era gordo?

Uso de leite materno exclusivo: sim () ndo () quanto tempo?
Uso de leite materno com outros alimentos: S ( ) N ()

Pais obesos? S( )N ()
Peso e altura? Pai Mée

Doenca hepética / DM na familia: S ( ) N ( ) ambos ( )
Nivel de instrucdo dos pais-

Frequentaescola? S( )N ()

DADOS CLINICOS

Altura (cm)- Peso (Kg)- IMC (Kg/m2)- Circunferéncia da cintura (cm)-

Pressdo arterial- (mmHg) IMC/i (escore 2)-

Obesidade exdgena: S ()N ()

Presenca de doengas concomitantes (HAS, DM, Hepatites): S ( ) N ()

Exame do abddmen: Hepatomegalia? Esplenomegalia?

Uso de medicamentos: S ( )N ()

Queixas abdominais: S ( )N ()

Refere etilismo: S( )N ()

Padrao de atividade fisica = Frequente ( ): leve ( ) moderada ( ) intensa ( )
Eventual ( )

DADOS LABORATORIAIS
Hemograma= Hg (gdl)- Ht (%) -  Leuco (milimm?)- Plaquetas (milmm?)-

Perfil Glicidico= Glicemia- Insulina sérica- Hg glicada- HOMA-IR-
Perfil lipidico= CT- LDL- HDL- VLDL- TG-
Perfil hepatico= TGO (UL)- TGP (UL)- Gama-GT (UL)-
F. Alcalina- Proteinas totais- Albumina/globulina-
AntiVHA IgG- Anti-VHB- Anti-VHC- AgHBs-
Atividade inflamatéria= VHS- PCR - Alfa-1 glicoproteina acida-
Citocinas:
US abdominal -

Assinatura do responsavel pelo atendimento




