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RESUMO:

INTRODUGAO: A obesidade é uma doenca de abrangéncia mundial, sendo
implicada comprovadamente com inumeras condi¢des clinicas. Entre elas destaca-
se a doenga hepatica gordurosa néo-alcoolica (DHGNA), presente em cerca de 80%
dos obesos e em até 95% dos obesos morbidos. Atualmente, essa doenga vem
sendo compreendida como um estado inflamatério crbénico, sendo associado a
producdo de inumeras citocinas, conhecidas como adipocinas. O objetivo do
presente estudo foi analisar os niveis de adipocinas no soro, na gordura visceral e
na subcuténea, sendo comparados com os achados histopatolégicos hepaticos em
uma populacéo de pacientes obesos mérbidos. METODOS: foi realizado um estudo
observacional descritivo retrospectivo, onde foram analisados os achados da bidpsia
hepatica em pacientes submetidos a cirurgia bariatrica e que haviam realizado
analise dos niveis de adipocinas (adiponectina, leptina e resistina) no tecido
subcutaneo, visceral e no soro. Na avaliacdo das bidpsias hepaticas realizadas
durante o procedimento cirurgico os espécimes obtidos foram avaliados conforme a
classificagdo de Kleiner. RESULTADOS: foram analisados 25 pacientes obesos
morbidos submetidos a cirurgia bariatrica. Houve correlagdo estatisticamente
significativa da idade e dos niveis de hemoglobina glicada com a esteatohepatite
ndo-alcoolica (EHNA), bem como uma correlagdo inversa dos niveis séricos de
leptina e resistina com os graus de esteatose e da resistina com a presenca de
fibrose. Nao houve correlagao entre expressao de adipocinas no tecido subcutaneo
e visceral com os achados histopatolégicos. CONCLUSAO: nessa populagéo de
obesos morbidos, os niveis de leptina se apresentaram reduzidos com o aumento do
conteudo hepatico de gordura e os niveis séricos de resistina se mostraram
diminuidos na presenga, tanto de esteatose simples, como de EHNA. A idade
avancada mostrou relagdo com EHNA e os niveis da hemoglobina glicada se
mostraram elevados quando associados com a DHGNA, refletindo a resisténcia

insulinica de forma indireta.



ABSTRACT:

INTRODUCTION: obesity is a worldwide disease, involved with many conditions.
Among them there is non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD), present in about 80%
of obese and up to 95% of morbidly obese individuals. Nowadays, this disease is
being understood as a chronic inflammatory state, associated with the production of
several cytokines, known as adipokines. These are probably involved in the whole
spectrum of NAFLD. The aim of the present study was to evaluate the serum levels
of adipokines and their expression in the visceral and subcutaneous fat of morbidly
obese patients undergoing bariatric surgery and to correlate this data with hepatic
histopathology. METHODS: this is a retrospective descriptive observational study,
which analyzed the liver biopsy in patients undergoing bariatric surgery and who had
already performed analysis of adipokines (adiponectin, leptin and resistin) in
subcutaneous, visceral tissue and serum. The hepatic specimens, obtained during
surgery, were evaluated according to Kliener's classification. RESULTS: there was a
statistically significant relationship between age and glycated hemoglobin levels and
NAFLD and an inverse correlation between serum leptin and resistin with the degree
of steatosis and between resistin and fibrosis in the histopathological analysis. There
was no correlation between the adipokines expression in the visceral and
subcutaneous tissue and the histopathologic findings. CONCLUSION: morbidly
obese serum levels of leptin was diminished in the presence of high levels of
steatosis and serum levels of resistin were diminished in the presence of both simple
steatosis and nonalcoholic steatohepatitis (NASH). The age was related to NASH.
The levels of glycate hemoglobin became higher in the presence of NAFLD, indirectly

reflecting insulin resistance.
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1. INTRODUCAO

A obesidade é uma doenca de abrangéncia mundial, sendo implicada
comprovadamente em inumeras condi¢des clinicas, mais frequentemente na
hipertensdo arterial sistémica, no diabetes mellitus tipo 2, na dislipidemia, na
doenga coronariana e no acidente vascular cerebral, atingindo proporgbes
epidémicas tanto em paises desenvolvidos como em paises em desenvolvimento
(1). A doencga hepatica gordurosa nao-alcéolica (DHGNA) também esta associada a
obesidade, com presenca estimada em cerca de 80% dos obesos e em até 95% dos
obesos moérbidos (2,3). Seu espectro € constituido por esteatose hepatica simples,
esteatohepatite ndo-alcodlica (EHNA), cirrose e carcinoma hepatocelular (CHC) (4).

O tratamento da obesidade tem objetivos mais amplos que a simples reducéo
do peso, mas também a reducao de riscos associados e melhora nos parametros de
saude (5). Apesar da ampla gama de tratamentos disponiveis atualmente para
obesidade (medicamentos, dietas altamente restritivas e diferentes técnicas
cirurgicas), sua terapéutica ainda é desafiadora e a mudanga no estilo de vida e as
técnicas cognitivo-comportamentais continuam sendo fundamentais. A cirurgia
bariatrica surge como alternativa em pacientes com obesidade severa com indice de
massa corporal (IMC) igual ou superior a 40,0 kg/m? ou com IMC igual ou superior a
35,0 kg/m2 associado a fatores de risco, quando nao responderam a outros métodos
de tratamento (6). Pela frequéncia do comprometimento hepatico em pacientes
obesos, a bidpsia hepatica tem sido proposta de forma assistencial nestes pacientes
por ocasido da realizagdo da cirurgia bariatrica, embora esse tema ainda seja
controverso (7,8).

O tecido adiposo, além de sua funcdo basica e reconhecida de
armazenamento de triglicerideos, vem sendo reconhecido também como um o6rgéo
endocrino ativo atuando de forma determinante na homeostase energética do
organismo, tanto na organizagdo e fracionamento de lipideos, mas também
modulando a fungdo de outros orgaos, centrais ou periféricos, pela sintese e
secrecao de moléculas proprias, chamadas adipocinas (9).

Individuos obesos ou portadores de sindrome metabdlica podem apresentar
disturbios na producao de adipocinas, acarretando em mudancas na sensibilidade a

insulina e outras alteragdes bioquimicas e metabdlicas, aumentando a
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suscetibilidade a desordens metabdlicas, tais como: resisténcia insulinica, diabetes
do tipo I, hipertensao arterial sistémica e doengas cardiovasculares entre outras (9).

A DHGNA é considerada a tradugao da sindrome metabdlica no figado, com
um estado de inflamacéao crénica e producdo de mediadores pro-inflamatérios como
fator de necrose tumoral alfa (TNFa), interleucina (IL) 1, alfa/beta, IL-6, dentre
outros(10).

No presente estudo, pretendemos avaliar o comportamento das adipocinas
leptina (LEP), adiponectina (ADIPOQ) e resistina (RETN) no sangue, tecido adiposo
subcutdneo e visceral, em comparagcdo com as alteragdes histopatoldgicas

encontradas nas biopsias hepaticas realizadas no transcurso da cirurgia bariatrica.
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2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 OBESIDADE

A obesidade €, atualmente, a doenca metabdlica mais prevalente em todo
mundo, atingindo proporgdes epidémicas, afetando ndo somente adultos, mas
criangas e adolescentes, tanto em paises desenvolvidos, como em paises em
desenvolvimento. Nas ultimas duas décadas, a obesidade se tornou o problema de
saude mais prevalente no mundo, superando inclusive a desnutricdo e as doencas
infecciosas (1,5).

Essa doencga tem sido considerada um problema de saude grave, tendo em vista
seu amplo espectro de doencgas relacionadas como o diabetes mellitus tipo 2, a
hipertensao arterial sistémica, a doenga arterial coronariana e o acidente vascular
cerebral, além de algumas formas de cancer como o de endométrio, de mama, de
préstata e do colon (1). Nos Estados Unidos da América (EUA), é estimado que
existam cerca de 97 milhdes de pessoas com sobrepeso ou obesidade, sendo
considerada pelo National Institutes of Health (NIH) como a causa de morte evitavel
mais prevalente (11). No Canada, por exemplo, é estimado que 1 em cada 10
mortes prematuras em adultos (entre 20 e 64 anos de idade) esteja diretamente
relacionada a obesidade, e o custo relacionado a obesidade também vem crescendo
nesse pais, sendo estimado em 2 bilhdes de ddlares/ano, em 1997 (1). Na Europa, o
sobrepeso e obesidade sao responsaveis por 80% dos casos de diabetes, 35% dos
casos de cardiopatia isquémica e 55% dos casos de hipertensdo arterial sistémica
(5). Essa tendéncia mundial ndo se modifica no Brasil onde, conforme estimativa de
2010, 29% dos adultos apresentam sobrepeso e 11% obesidade, totalizando cerca
de 40% da populacdo adulta com excesso de peso. Dentre todas as regides
estudadas, a regido sul apresenta a maior taxa de prevaléncia de excesso de peso,
em cerca de 36% da populagdo (12). O estudo VIGITEL (13), realizado em 2013,
entrevistou mais de 50.000 pessoas, através de contato telefénico e analisou, entre
outros aspectos, a presencga de sobrepeso e obesidade. Constatou que 50,3% dos
entrevistados, todos com mais de 18 anos, apresentavam sobrepeso (IMC maior ou
igual a 25) e 17,5% apresentavam obesidade (IMC maior ou igual a 30).

As causas da obesidade sdo complexas e multifatoriais, envolvendo fatores

ambientais, sociais e genéticos. Em uma visdo mais simplista, seria relacionada a



14

um balango energético positivo (interagdo de energia consumida e energia gasta)
por um periodo prolongado. Na verdade, interagcdes entre fatores bioldgicos,
comportamentais, sociais e ambientais estdo envolvidas na regulagdo do balango
energético e reservas de gordura (5,14). Sdo considerados fatores de risco para
obesidade: a ingestao de alimentos com alto teor caldrico, o aumento das porgdes
ofertadas por refeicdo e o sedentarismo. Essas alteracbes comportamentais e
ambientais acarretam em alteragbes na estrutura do tecido adiposo (hipertrofia e
hiperplasia de adipocitos) e na secrecdo de substéncias proprias desse tecido
(adipocinas) (5). No contexto atual, de uma sociedade pautada em um modo de vida
sedentario com alto consumo energético, a obesidade vem crescendo em escala
mundial, tanto em jovens como em adultos.

A obesidade pode ser avaliada de diversas formas, sendo o IMC o parédmetro
mais utilizado, que avalia peso e altura do paciente, sendo definida a obesidade
quando o paciente possui IMC acima de 30,0 kg/m? e sobrepeso quando o IMC esta
entre 25,0 e 29,9 kg/mz. Entretanto, esse método possui uma série de limitagoes,
entre elas a incapacidade da diferenciar massa magra da massa gorda e o fato de
nao refletir necessariamente a distribuicdo da gordura corporal nem a proporgao de
gordura nas diferentes populagbes. Dessa forma, a combinagdo do IMC com
medidas de distribuicdo de gordura corporal € util para a avaliagcdo global do
paciente (6).

Dentre os métodos para avaliar a distribuicdo de gordura corporal, destaca-se
a medida da circunferéncia abdominal que reflete de forma mais acurada a gordura
visceral e possui associagéo direta com morbidade e mortalidade cardiovascular (6).
Essa, conforme a | Diretriz Brasileira de Diagnostico e Tratamento da Sindrome
Metabdlica (15), deve ser medida no ponto médio entre a crista iliaca e o rebordo
costal inferior. A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) considera que existe risco
cardiovascular aumentado quando a circunferéncia abdominal € maior que 80,0 cm
nas mulheres e 94,0 cm nos homens. Outros métodos de afericdo da distribuicdo de
gordura corporal sdo a bioimpedéancia, a medigdo de pregas cuténeas, a relagao
circunferéncia abdominal/quadril, entre outros (6,16).

O tratamento da obesidade é complexo e multidisciplinar. Diversos avancgos
tém sido realizados em relacgao a dieta, exercicios fisicos, medidas comportamentais
e medidas farmacoldgicas, além da cirurgia bariatrica. Porém, mudancgas no estilo de

vida continuam sendo a base do tratamento(5).
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O tratamento da obesidade tem objetivos mais amplos que a simples redugéo
do peso, como a redugao de riscos associados e melhora nos parametros de saude.
(5). Esse é complexo e deve ser multidisciplinar. Apesar da ampla gama de
tratamentos disponiveis para a obesidade (medicamentos, dietas altamente
restritivas e diferentes técnicas cirurgicas), a mudancga no estilo de vida e as técnicas
cognitivo-comportamentais continuam sendo fundamentais. Apos a avaliagao inicial,
os pacientes sao classificados, conforme o IMC. Assim, a obesidade é dividida em:
grau |, individuos com IMC entre 30 e 34,9 kg/m?; grau I, individuos com IMC entre
35 e 39,9 kg/m? e grau llI, individuos com IMC maior que 40 kg/m? (6).

No tratamento da obesidade ou do sobrepeso, inicialmente, deve-se instituir
uma dieta com redugdo moderada de calorias (déficit de 500-1000 kcal/dia), em
torno de 1000 a 1200 kcal/dia para mulheres e 1400-1600 kcal/dia para homens,
buscando perda de 0,5 a 1,0 kg/semana, sempre associada ao aumento do gasto
energético através de atividade fisica moderada a regular, de pelo menos 30
minutos, em 3 a 5 dias da semana (6,11,16). Para pacientes com IMC igual ou
superior a 30,0 kg/m? ou com IMC igual ou superior a 27,0 kg/m? com fatores de
risco associados, esta autorizado o uso de farmacos (Ex: Sibutramina, Orlistat) como
tratamento adjuvante a dieta e exercicio fisico. A cirurgia bariatrica surge como
alternativa em pacientes com obesidade severa com IMC igual ou superior a 40,0
kg/m? ou com IMC igual ou superior a 35,0 kg/m? associado a fatores de risco que
ndo responderam a outros métodos de tratamento (5,6,16).

Considera-se sucesso no tratamento da obesidade a obtencdo e manutengao de
uma perda de peso que resulte em efeitos benéficos sobre doengas associadas,
como diabetes tipo 2, hipertensao arterial sistémica e dislipidemia (17). Essas metas
podem ser alcangadas com redugcdes moderadas de peso (5 a 10% do peso inicial),
alteracdes nos habitos alimentares e aumento moderado de atividade fisica (17,18).

2.2 DOENGA HEPATICA GORDUROSA NAO-ALCOOLICA

A DHGNA ¢é a causa mais comum de doenga hepatica no mundo, com
prevaléncia estimada entre 25 e 45%, sendo seu aumento observado em paralelo ao
crescimento da obesidade e do diabetes. Nos EUA, € estimado que 68% dos adultos
apresentem sobrepeso ou obesidade. Dessa forma, podemos estimar que entre 75 e
100 milhdes de pessoas apresentem DHGNA naquele pais (4,19). No Brasil,
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conforme dados do Ministério da Saude, estima-se que cerca de 50,1% da
populagdo apresente sobrepeso ou obesidade e cerca de 11% da populacdo com
diagndstico de diabetes, evidenciando a dimensao desse problema de saude publica
em nosso pais (12). Em nosso meio, quando avaliada uma populagcdo de obesos
morbidos candidatos a cirurgia bariatrica, foi observada alta prevaléncia de
esteatose simples (90,4%) e EHNA (70,4%)(20,21).

O diagnostico da doenga hepatica gordurosa € estabelecido através de
métodos nao-invasivos (exames laboratoriais ou de imagem) ou através da
histologia hepatica, apos exclusdo de causas secundarias (22). A DHGNA foi pela
primeira vez descrita em 1980, por Ludwig et al(23), que descreveram a doenga em
cerca de 20 pacientes através de analise histopatoldogica hepatica, achados
relacionados mais fortemente a obesidade com doencgas associadas e ao sexo
feminino. Posteriormente, Kleiner et al (24) elaboraram um escore avaliando
achados histologicos, dividindo a DHGNA em duas categorias histologicas: a
esteatose hepatica ndo-alcodlica simples e a EHNA.

A EHNA é considerada a forma progressiva da DHGNA, com evolugdo mais
rapida quando comparada a esteatose hepatica simples. Em estudo recente, uma
metanalise publicada por Singh et al.(25), estimou a taxa de progressdo de um
estagio de fibrose, conforme classificagdo de METAVIR, em cerca de 7,1 anos para
pacientes com EHNA e de 14,3 anos para pacientes com esteatose hepatica
simples. Outro estudo, conduzido por Pais et al.(26), fez o seguimento de 70
pacientes com diagnostico de DHGNA, através de duas bidpsias hepaticas seriadas
no intervalo de um ano, demonstrando uma progresséo bem definida da esteatose
hepatica simples até EHNA, principalmente quando os fatores de risco metabdlicos
nao eram controlados e uma evolugdo mais rapida em pacientes portadores de
esteatohepatite, progredindo para estagios avangados de fibrose.

A fibrose hepatica é o mais importante marcador de progressdo da DHGNA.
Conforme estudo de Matteoni et al.(27), a presencga de fibrose, corpusculos de
Mallory ou balonizagdo hepatocitaria no espécime hepatico, apresentam risco de
progressdo para graus avangados de fibrose, estimado em torno de 20%. Por outro
lado, aqueles com esteatose hepatica simples, sem lesdo hepatocelular, possuem
risco de 4% de evolugédo para cirrose. Entretanto, mesmo com a progressao da
doenga hepatica, a mortalidade esta relacionada com o sistema cardiovascular e as

consequéncias da sindrome metabdlica, do que propriamente com as causas
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hepaticas. Em estudo realizado por Adams et al. (28), foram analisados 420
pacientes retrospectivamente, sendo a mortalidade associada a malignidade (28%),
doengas cardiovasculares (25%) e causas hepaticas (13%). Outro estudo, também
retrospectivo, comparou a mortalidade entre pacientes com EHNA, com estagios
avancgados de fibrose ou cirrose, com outro grupo de pacientes portadores de
hepatite C cronica, também com estagios avangados de fibrose, demonstrando
menor mortalidade por causas hepaticas e incidéncia de CHC entre pacientes com
doenga hepatica gordurosa, embora a mortalidade geral tenha sido igual entre os
dois grupos (29).

A patogénese da DHGNA ainda nao foi totalmente elucidada. Atualmente, a
teoria mais aceita é a “two-hit hypotesis”, na qual o primeiro evento seria a
resisténcia insulinica promovendo o acumulo intra-hepatico de lipideos e o segundo
evento a inducdo da inflamacgao e lesdo hepatocelular, atribuido tradicionalmente as
espécies reativas de oxigénio (30). Inumeros fatores parecem contribuir para a lesao
hepatocelular (“second hit”), como a peroxidagéao lipidica, redugédo de antioxidantes,
supercrescimento bacteriano, excesso de ferro e disfungdo mitocondrial, entre outros
(31). Assim, devemos entender a DHGNA como um processo de multiplas etapas,
sendo o acumulo hepatico de gordura o primeiro passo, seguido do desenvolvimento
de necroinflamacéo e fibrose (32).

O tecido adiposo € considerado um érgéo endocrino, possuindo papel central
na homeostase energética do organismo. Esse tecido, através de um adipdcito
funcional produz citocinas, chamadas adipocinas, que tem efeito local, periférico e
central (32). Em obesos, devido ao influxo aumentado de lipideos, essa gordura
passa a ser acumulada em adipécitos ectopicos (viscerais) que se tornam
disfuncionais. A gordura ectOpica visceral, mais do que a subcutanea, esta
associada a resisténcia insulinica e DHGNA (33). O adipdcito disfuncional é
caracterizado pelo aumento em seu didametro (até 20 vezes), pela secregdo de
citocinas proé-inflamatérias (IL-1, 1I-6 e TNF alfa) e pela reducdo na produgédo de
citocinas anti-inflamatorias e sensibilizadores de insulina (34). Dessa forma, essa
perda de funcdo pelo tecido adiposo esta relacionada a um estado inflamatorio
cronico sistémico, relacionado, ndo somente a progressdo da DHGNA, tendo em
vista que esses adipdcitos ectdpicos estao distribuidos em todos orgaos e tecidos

de nosso organismo, mas também ao risco cardiovascular aumentado(33).
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A DHGNA é geralmente assintomatica ou associada a sintomas inespecificos
como fadiga ou dor em hipocdndrio direito, sendo geralmente um achado incidental
durante realizagdo de um exame de imagem. Nao existe nenhum achado
caracteristico no exame fisico, mas é geralmente associada a obesidade central e
hepatomegalia. A acantose nigricans é outra manifestagéo relacionada a resisténcia
insulinica, encontrada em pacientes portadores de DHGNA (4). Em estudo realizado
por Cheung et al. (35), avaliando a distribuigdo de gordura corporal e a severidade
da EHNA, o unico preditor de severidade da doenga hepatica foi a deposi¢cao de
gordura em regido dorsocervical (giba costal). Com a progressdo da doenga, o
paciente passa a apresentar estigmas da hepatopatia crénica como eritema palmar,
telengectasias, ginecomastia e circulagdo abdominal proeminente.

As enzimas hepaticas, especialmente a alanina aminotransferase (ALT), ndo
sdo marcadores seguros na avaliacdo de severidade e do risco de progresséo da
doenga hepatica gordurosa, possuindo uma especificidade e sensibilidade estimada
em 45% e 85%, respectivamente no diagnéstico de EHNA (4). A doenga hepatica
gordurosa pode manifestar todas as graduagdes de alteragcdes histopatologicas de
sua progressao, mesmo com niveis normais de ALT(36). A elevagédo dessa enzima,
conforme Maximos et al.(37) esta mais relacionada a concentragdo de lipideos no
parénquima hepatico e a resisténcia insulinica. Nesse estudo, cerca de 30 a 60%
dos pacientes com diagnostico histologico de EHNA, possuiam niveis normais de
ALT.

A ultrassonografia € o método de imagem mais utilizado na avaliagdo da
esteatose hepatica, devido ao seu custo, disponibilidade e seguranga. Possui boa
sensibilidade no diagndstico quando o conteudo hepatico de gordura é de até 30%.
Abaixo desse valor, sua acuracia diminui. Em estudo realizado por Dasarathy et al.
(38), foi demonstrada a alta especificidade da ecografia abdominal na deteccéo de
esteatose hepatica, entretanto essa € subestimada quando o conteudo de gordura é
menor que 20%. Dessa forma, a ultrassonografia € um bom método para avaliagéao
inicial de esteatose hepatica, além de ser importante na quantificagdo de gordura no
parénquima hepatico, que € um marcador da sindrome metabdlica, independente da
presenca de EHNA (39).

A avaliacdo nado invasiva da esteatose hepatica também pode ser feita
através da tomografia computadorizada, baseada na atenuag&o do raio-X que pode

ser medida objetivamente com alta precisdo. Entretanto, existem outros fatores que
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podem alterar atenuagao do parénquima hepatico, como o conteudo de ferro, cobre,
glicogénio ou mesmo o uso de amiodarona, interferindo na analise. Além disso,
assim como a ultrassonografia, tem a desvantagem de n&o avaliar de forma
adequada acumulos leve e moderado de gordura no parénquima hepatico, além de
ser um exame de alto custo que utiliza radiagdo. A ressonancia magnética, utilizando
a espectroscopia, também pode ser utilizada e possui boa acuracia diagnosticando
quantidades de gordura hepatica tdo baixas quanto 5,56%, entretanto possui
utilizagdo limitada devido ao seu alto custo e acesso restrito (40).

Em relagcdo a evolugdo da DHGNA, Angulo et al. (41) demonstraram que a
fiborose foi o unico preditor de descompensacdo e morte relacionado a doenca
hepatica. Dessa forma, foram desenvolvidos inumeros escores nao-invasivos para
avaliar fibrose. Dentre esses, o NAFLD fibrosis score (NAS) € um modelo validado e
que pode predizer desfechos relacionados a doencga hepatica. O NAS é calculado
utilizando dados clinicos e laboratoriais (idade, IMC, presenca ou auséncia de
hiperglicemia, contagem de plaquetas, albumina e razdo ALT/Aspartato
Aminotransferase [AST]), identificando os pacientes com doenga mais severa e que,
portanto, devem realizar biopsia hepatica (42). No intuito de avaliagdo nao-invasiva
de fibrose, os exames de imagem também podem ser utilizados, sendo a
elastografia hepatica transitéria (Fibroscan®) e a elastografia por ressonancia
magnética (MRE) os mais estudados. Ambos os métodos s&o validos na
diferenciagao de graus avangados e leves de fibrose, mas falham na identificagdo de
graus intermediarios (43,44).

A esteatose hepatica simples esta relacionada com uma evolugdo benigna,
ao passo que a EHNA esta associada com evolugao para fibrose hepatica, cirrose e
carcinoma hepatocelular, sendo importante identificar esses pacientes. A biopsia
hepatica é considerada o padr&o-ouro para o diagnostico, porém € um procedimento
invasivo que apresenta riscos associados, além de estar sujeita a erro amostral (4).
Dessa forma, a avaliagcdo nao-invasiva da EHNA tem gerado interesse no
desenvolvimento de escores clinico-laboratoriais e biomarcadores para identificar
esses pacientes, dentre os portadores de DHGNA.

A citoqueratina 18 (CK18), dentre os biomarcadores, tem sido o mais
estudado. A CK18 consiste em um produto da degradagdo do hepatdcito, sendo
parte constituinte do citoesqueleto do hepatdcito. Na EHNA, o hepatdcito, devido ao
estresse oxidativo associado a outros fatores agressores, sofre balonizagdo com
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ruptura de seu citoesqueleto e formagéo dos corpusculos de Mallory, que séo ricos
em citoqueratina. Essas células, ao sofrerem apoptose, mediada por enzimas como
a caspase 3, liberam fragmentos proteicos na corrente sanguinea, dentre eles a
CK18. Dessa forma, a dosagem desse constituinte € um marcador de lesao celular
(45). Em estudo de Maher et al. (45), avaliando 90 pacientes, foi encontrada uma
especificidade de 95% e uma sensibilidade de 76%, utilizando como ponto de corte
um nivel de CK18 de 240 U/mL. Outro estudo de Cusi et al. (46), também verificou
uma boa especificidade da CK18 para EHNA, mas uma sensibilidade entre 54 e
58% para EHNA e fibrose, respectivamente. Entretanto, mesmo com resultados
promissores, esse biomarcador ainda se encontra restrito ao meio académico,
necessitando de mais estudos para definicdo do ponto de corte mais adequado (19).

O papel da genética é outra area de interesse no campo da DHGNA. Essa
hipétese surgiu a partir da observacéo de forte associagdo da DHGNA com historia
familiar de resisténcia insulinica e diabetes (44,47). Posteriormente, em estudo de
Schiwirmer et al. (48), foi também observada a presenga de DHGNA em irméos e
pais de criancas acometidas pela doencga, sendo entdo levantada a hipétese da
hereditariedade. A mutacdo do gene PNPLA3, descrita por Romeo et al. (49), foi a
primeira identificada e esta fortemente associada a DHGNA, sendo inclusive
relacionada a variagao da manifestacao, entre diferentes populagdes. Nesse estudo,
0os autores observaram uma alta prevaléncia dessa mutagdo entre mexicanos
quando comparados a americanos negros que, sabidamente, possuem uma menor
incidéncia dessa doengca. Em outro estudo, Chalasani et al. (50) encontraram
associagado entre o NAS e cinco genes, a saber: FDFT1, COL13A1, SNP, LTBP3 e
EFCA4B4. Assim, o papel dos genes na DHGNA vém sendo demonstrado, sendo o
PNPLA3 aquele que tem mutagdo com associagao mais forte. O entendimento dos
fatores genéticos associados a DHGNA possibilitara identificar a populagdo em risco
e, talvez no futuro, possibilitar o desenvolvimento de novas terapéuticas (51).

A biopsia hepatica € um método invasivo, sujeito a erro amostral e associado
a raras, mas potencialmente graves, complicagdes. Estudo realizado em nosso
meio, analisando 1995 bidpsias hepaticas percutdneas sem o auxilio de
ultrassonografia observou morbidade de apenas 0,3%, sem mortalidade, o que
reforca a ideia de ser um procedimento seguro (52). Assim, mesmo com riscos
associados, tendo em vista sua importéncia no diagndstico da EHNA e da fibrose
hepatica, a biopsia desempenha ainda um papel fundamental no manejo da
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DHGNA(25,53). Dessa forma, conforme Chalasani et al. (19), independentemente da
elevacdo de aminotransferases, qualquer paciente com esteatose hepatica e
diagndstico de sindrome metabdlica apresenta alto risco para EHNA e graus
avancados de fibrose hepatica, devendo ser considerada a realizacdo de biopsia
hepatica nesse grupo de pacientes. Como alternativa, na selegédo de pacientes para
realizacao de bidpsia hepatica, pode ser utilizado o NAS para identificar pacientes
em risco de EHNA e fibrose avangada.

O tratamento da DHGNA continua sendo, fundamentalmente, baseado na
dieta e perda ponderal. A perda ponderal é benéfica e o grau de melhora histologica
é diretamente proporcional a quantidade de peso perdida (54). Em estudo realizado
por Gomez-Vilar et al. (55), foi avaliado o efeito da mudancga de estilo de vida em
293 pacientes, mostrando uma melhora dos padrbes histologicos (inflamagéao e
fibrose) e reducdo do NAS quando houve uma redugdo maior que 10% do peso
corporal. Outros autores (54) avaliando 159 pacientes, comparam um grupo com
mudanca de estilo de vida associado a atividade fisica com outro grupo controle, que
recebia orientagdes dietéticas gerais, mostraram resolugdo da DHGNA em 64% dos
pacientes no grupo da intervengcdo contra 20% nos pacientes que receberam
orientagdes gerais. Evidéncias apontam para a dieta mediterranea como uma opgao
no tratamento, embora ainda faltem estudos que corroborem essa hipdtese (56).
Com relacdo ao padrdo de atividade fisica, as atividades aerdbicas vém se
mostrando superiores as atividades de resisténcia na redugédo na gordura visceral e
hepatica, independentes da perda de peso (57,58). No caso de pacientes incapazes
de atingir a redugéo de peso, a cirurgia bariatrica deve ser aventada como possivel
terapéutica. Um estudo realizado por Taitano et al.(59), no seguimento de 5 anos,
demonstrou reducao ou resolucdo da EHNA ou mesmo da fibrose.

O tratamento farmacoldégico da DHGNA ainda n&o esta bem definido,
havendo muitas drogas em estudo, mas ainda nenhuma droga especifica aprovada
pelo Food and Drug Administration (FDA) (4). A pioglitazona, como medicagao
sensibilizadora a insulina, encontra um racional no seu uso em pacientes com
DHGNA, pois a resisténcia insulinica € uma peca chave. O estudo PIVENS avaliou a
resposta a pioglitazona e vitamina E, ambos contra placebo, e foi o primeiro estudo
randomizado a mostrar uma melhora histolégica convincente em pacientes com
DHGNA. Nesse estudo, cujo desfecho primario era a resolugdo da balonizagéo
hepatica, apenas a vitamina E atingiu o desfecho primario, mas a pioglitazona
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mostrou melhora na esteatose hepatica, inflamagao, resisténcia insulinica e nos
niveis de enzimas hepaticas (60).

Outro estudo randomizado demonstrou melhora histologica, inclusive na
fibrose, em pacientes nao-diabéticos (61). Entretanto, nenhum desses estudos foi
desenhado para avaliagdo de fibrose, limitando as conclusdes. Dessa forma, a
pioglitazona pode ser usada em pacientes com EHNA diabéticos ou ndo, mas sua
eficacia ndo foi testada em pacientes portadores de cirrose hepatica (4,60).

A vitamina E, devido a suas propriedades antioxidantes, vem sendo estudada
no tratamento da DHGNA, pois as espécies reativas do oxigénio, ou radicais livres,
sdo consideradas determinantes na progressdao da mesma, gerando lesdo no
hepatécito. Tem sido demonstrado que seu uso estda associado a redugdo de
aminotransferases, melhora do padrdo histologico (esteatose, inflamagdo) até
mesmo com resolugcao da esteatohepatite, embora ndo possua efeito sobre a fibrose
(60). Conforme metanalise de Musso et al. (62) analisando o tratamento da DHGNA,
os estudos que embasam seu uso sao heterogéneos, utilizando critérios de inclusao
distintos, associagdes com outras medicagdes, além de dosagens e formulagbes
distintas da vitamina E. Embora considerada uma droga segura, a vitamina E vem
sendo associada ao cancer de prostata (63). Na dose de 800mg/dia, é considerada
como tratamento de primeira linha em pacientes com EHNA comprovada por biopsia
em nao-diabéticos (19).

As estatinas parecem ter um efeito benéfico na EHNA, sendo associadas a
melhora dos niveis de transaminases e da histologia. Entretanto, esses achados séo
baseados em estudos pequenos e ndao desenhados para avaliar esses desfechos
(64). Assim, essas drogas ndo devem ser usadas para o tratamento especifico da
DHGNA (19).

Recentemente, novos farmacos, como o acido obeticolico e a liraglutida, vém
sendo testados na terapéutica da DHGNA. O acido obeticdlico, um potente
modulador da sensibilidade insulinica, demonstrou melhora em parametros
histologicos e laboratoriais (65). Demonstrou também melhora na fibrose e
balonizagdo hepatocitaria, em metanalise recente (66). A liraglutida € um analogo
humano do glucagon-like peptide-1 (GLP-1) com potente efeito hipoglicemiante,
através do estimulo a secregdo de insulina que demonstrou sua seguranga e
melhora, tanto de padrdes laboratoriais como histologicos hepaticos, em estudo
recente (67).



23

O tratamento das doencas cardiovasculares e de fatores que conferem
aumento do risco cardiovascular devem ser enfatizados e tratados de forma
agressiva, tendo em vista serem a principal causa de mortalidade nos pacientes
portadores de DHGNA (4).

2.3 ADIPOCINAS

A obesidade é considerada um estado de inflamacado sistémica
crbnica. O tecido adiposo, além de sua funcdo basica e reconhecida de
fracionamento e armazenamento de triglicerideos, apresenta uma fungdo central na
homeostase energética do organismo, sendo considerado um 6rgéo enddcrino ativo,
exercendo seu papel através da secrecdo de citocinas pelos adipécitos,
denominadas adipocinas (68). Essas substancias possuem atuagdo central,
periférica e local, modulando a funcdo dos tecidos alvo. Individuos obesos ou
portadores de sindrome metabdlica apresentam, sabidamente, uma disfungcdo do
tecido adiposo, com producédo de adipocinas que estdo diretamente relacionadas a
resisténcia insulinica e a outras alteragbes metabdlicas (9). Essa alteragdo da
funcdo do tecido adiposo decorre de adipécitos hipertrofiados, disfuncionais,
infiltrados por macroéfagos, promovendo inflamagdo e produgdo de citocinas pro-
inflamatorias (69). Ao passo que, apds reducao do aporte caldrico e consequente
reducdo ponderal, € observada a normalizacao de parametros metabdlicos, assim
como dos niveis séricos de adipocinas, como verificaram Thrakhtenbroit et al. (70)
apos a realizagao de cirurgia bariatrica e Monzilo et al. (71) apdés modificagdo do
estilo de vida em obesos.

As adipocinas representam um grupo heterogéneo de mediadores
inflamatdrios, dentre os quais podemos citar a leptina, a resistina, a adiponectina, o
TNFa, a IL-6, a visfatina e a proteina carreadora do retinol 4 (RBP4), entre
outras(32).

2.3.1 ADIPONECTINA
A adiponectina € uma proteina com cerca de 30-kDa, abundante no plasma,

representando cerca de 0,01% das proteinas plasmaticas, sendo rapidamente
eliminada, através do figado, possuindo uma meia-vida de cerca de 75



24

minutos(72,73). Essa adipocina é secretada exclusivamente por adipocitos em
condi¢des normais, sendo, no entanto, observada em modelos animais a expressao
de mRNAs de adiponectina em hepatdcitos, em determinadas situagdes (74).

A sintese e a secregcdo da adiponectina sao reguladas por diversos
mecanismos. Entre eles, podemos citar a insulina e o insuline-like growth factor 1
(IGF-1) como estimulantes, conforme demonstrado por Halleux et al.(75), em tecido
adiposo humano isolado. O mesmo estudo também demonstrou sua redugao
associada a administracdo de corticoides. As tiazolidinedionas, farmacos
antidiabéticos, também tém parte de seu efeito hipoglicemiante mediado pelo
estimulo da secrec¢ao de adiponectina (76). Em contrapartida, o TNFa, cujo aumento
esta associado a obesidade, possui efeito inibitério sobre a secrecdo de
adiponectina no tecido adiposo, reduzindo seus niveis circulantes (76).

A adiponectina, ao contrario da grande parte das citocinas produzidas pelo
tecido adiposo, apresenta niveis séricos reduzidos em estados de sobrepeso e
obesidade. Essa, dentre as adipocinas, € a molécula que possui 0 mais potente
papel como sensibilizador da insulina, além de possuir atividade antiinflamatéria,
anti-apoptética e pro-angiogénica (77). Conforme Pagano et al. (78), seus niveis
séricos foram encontrados em uma concentracédo entre 20 e 60% abaixo do normal
em pacientes portadores de DHGNA, quando comparados a controles saudaveis.

Essa adipocina esta relacionada a reducdo da concentracdo plasmatica de
acidos graxos e triglicerideos, sendo associada a oxidagdo dessas substancias no
tecido muscular, efeitos demonstrados em modelos animais por Fruebis et al.(79).
Além disso, também possui um efeito protetor contra o desenvolvimento de
esteatose hepatica, sendo negativamente correlacionada com niveis séricos de
lipoproteinas de alta densidade (HDL), além de estar relacionada a niveis mais
baixos de triglicerideos e de apolipoproteina B (apoB) (80).

Existem evidéncias de que a adiponectina esta associada ao catabolismo de
acidos graxos e melhora na resisténcia insulinica, sendo inclusive relacionada como
um fator de protecédo contra o desenvolvimento do diabetes (81,82). Outra agéo da
adiponectina, através da porcao terminal de sua molécula, é estimular a fungao de
receptores de insulina em musculos esqueléticos (83) e de reduzir a gliconeogénese
hepatica (84). Tem sido também associada a redugéo dos niveis de TNFa. (85).

A ocorréncia de hipoglicemia, ndo acompanhada de alteragdo dos niveis de

insulina ou glucagon, tem sido relacionada com o aumento de sensibilidade a
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insulina. Esse efeito pode ser explicado por, pelo menos, quatro mecanismos
diferentes a oxidacado elevada de lipideos, a melhora da sinalizacdo no nivel dos
receptores, a inibicdo da gliconeogénese e a inibicdo do TNFa (85).

O indice de massa corporal e o0 nivel sérico de adiponectina, e ndo a
resisténcia insulinica, s&o preditores da elevacdo dos niveis de ALT e
gamaglutamiltransferase (GGT) em individuos caucasianos (86). Outro estudo,
através de regressdo multivariada, identificou a adiponectina isoladamente como
preditor independente de esteatose hepatica e elevagao de ALT e GGT (87). Assim,
seus niveis, na DHGNA, estdo intimamente relacionados ao acumulo de gordura no
parénquima hepatico e necro-inflamacéo e fibrose (88).

Duas proteinas transmembrana foram identificadas, a AdipoR1 e AdipoR2,
como receptoras da adiponectina. Esses receptores foram encontrados, de forma
mais abundante, no tecido muscular esquelético e moderadamente no tecido
hepatico (83). Embora exista uma correlagao direta, bem documentada, entre niveis
séricos reduzidos de adiponectina e doenca hepatica, uma associagao entre a
DHGNA e os niveis de receptores ainda ndo esta bem estabelecida, com dados
conflitantes na literatura (88).

2.3.2 LEPTINA

A leptina € um horménio peptidico constituido de 167 aminoacidos de 16kDa,
produto do gene ob, descoberto Zhang et al. (89). Esse horménio & secretado,
principalmente, pelo tecido adiposo, podendo circular em sua forma livre no plasma
ou ligada a proteinas. Em individuos obesos, esse circula predominantemente em
sua forma livre, enquanto em pacientes magros circula ligado a proteinas (90). Os
niveis séricos de leptina e sua concentracdo no tecido adiposo sdo proporcionais a
quantidade de gordura corporal e ao balango energético, possuindo niveis elevados
em obesos e que aumentam na ingesta calorica excessiva (91). As mulheres,
independente da massa de gordura, possuem niveis circulantes de leptina
superiores ao dos homens, o que pode ser resultado de um estimulo estrogénico ou
mesmo resultado do papel supressor dos horménios androgenos sobre a produgao
de leptina (92).

A leptina possui multiplos efeitos sobre o metabolismo energético do
organismo, sendo implicada na génese da EHNA e na sua progresséo para fibrose
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hepatica. Inicialmente, foi descrito seu papel como anorexigénico, atuando
diretamente no sistema nervoso central, diminuindo a ingestdo calorica, além de
aumentar o gasto energético (93). Entretanto, em obesos seus niveis s&o elevados,
provavelmente secundarios a um estado de “resisténcia a leptina”. Além dessas
funcdes, essa citocina também modula a composicdo da gordura corporal, a
atividade da insulina, a termogénese e a atividade do sistema imunoldgico (32).
Outra agao da leptina € a reducgéo da transcrigdao do gene codificador da insulina e
reducao da sua excregao plasmatica, contribuindo para a resisténcia insulinica (94).

Esse horménio € implicado na génese da EHNA e em sua progressao,
inicialmente contribuindo para o desenvolvimento da resisténcia insulinica e
esteatose hepatica e posteriormente para a injuria hepatica através de seu efeito
pré-inflamatério, promovendo a fibrose hepatica (95). A ativacdo das células
estreladas é fundamental para o desenvolvimento da fibrose, pois essas se tornam
responsivas a inumeras citocinas, produzindo componentes da matriz celular que no
seu ultimo estagio levam a fibrose. Essas células, quando ativadas, expressam
leptina, que se comporta como uma citocina pro-fibrogénica. Além disso, a leptina
esta associada ao aumento do transforming growth factor beta (TGF-), uma citocina
sabidamente relacionada a fibrose, e também ao aumento da produgédo de TNFa,
outra citocina sabidamente proé-inflamatoéria, também contribuindo para a progressao
a fibrose (96). lkejima et al (97) identificaram as células endoteliais sinusoidais e as
células de Kupfer como os principais alvos do estimulo a fibrose relacionado a
leptina. Além disso, demonstraram, em estudos animais, uma resposta fibrogénica
menor, na auséncia ou em estados de resisténcia a leptina (98).

Embora tenham sido observados inicialmente niveis elevados de leptina em
pacientes portadores de EHNA, quando comparados a controles sadios, isso nao se
confirmou em dados mais recentes. Portanto, atualmente, a leptina ndo pode ser
usada, de forma inequivoca, como marcador nao-invasivo de atividade da DHGNA
(68).

2.3.3 RESISTINA
A resistina € uma proteina de baixo peso molecular, com cerca de 12,5 kDa,

rica em cisteina, secretada pelo tecido adiposo e macrofagos, sendo associada a
resisténcia insulinica e intolerancia & glicose (99). E expressa por praticamente
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todas células adiposas, embora niveis maiores sejam expressos em leucocitos
mononucleares, macréfagos, medula éssea e bago. Sua produgado € estimulada por
citocinas pro-inflamatérias (IL-1, IL-6 e TNFa) (100). Possui sua agao
fundamentalmente sobre o parénquima hepatico e os hepatdcitos, mas também
possui efeitos sobre as células musculares esqueléticas e tecido adiposo (101).

Em estudo experimental, Rangwalaet al. (102) demonstraram aumento da
glicemia em jejum e resisténcia insulinica associadas a hiperresistinemia. Atribuiram
essa elevagdo ao aumento da gliconeogénese hepatica, através das enzimas
PEPCK e G6Pase. No tecido muscular esquelético, parece reduzir a captagao e
metabolismo de acidos graxos, contribuindo para resisténcia insulinica, através da
indugdo da proteina SOCS-3, conhecida por inibir a sinalizagado da insulina (103).
Essa citocina possui efeito pré-inflamatério, estimulando a producédo de TNFa e IL-
12 em macroéfagos e regula a secregao do IL-6 e TGF- (68). Além disso, também é
implicada na fibrose hepatica, através de seu estimulo sobre as células hepaticas
estreladas (104).

2.3.4. ADIPOCINAS E ATIVIDADE DA DOENGA HEPATICA GORDUROSA NAO
ALCOOLICA

O diagnéstico da DHGNA ainda é baseado em critérios histopatologicos, onde
observa-se a ocorréncia de esteatose hepatocelular, em pacientes sem histérico de
consumo excessivo de alcool (> 210 gramas/semana em homens / > 140
gramas/semana em mulheres) (19). A presenca de esteatose, balonizagdo
hepatocelular e inflamac&o lobular sdo os critérios minimos para o diagnostico de
EHNA (24). Métodos nao-invasivos possuem baixa especificidade e sensibilidade
para o diagndstico, permanecendo a bidpsia hepatica como o “padrao-ouro”.

O tecido adiposo visceral € fonte de inumeras proteinas ativas, as adipocinas,
que contribuem para o desenvolvimento da DHGNA e EHNA. Dentre elas podemos
destacar a adiponectina, leptina, resistina, TNFa e o IL-6. Essas citocinas tem um
papel importante, ndo apenas na resisténcia insulinica, mas também na regulagéo e
mediag¢ao do processo inflamatorio e progressdo da DHGNA (95).

A relagao da adiponectina com a DHGNA, inicialmente verificada em modelos

animais, foi também observada em humanos. Inicialmente, Hui et al. (105),
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analisando 109 pacientes obesos com DHGNA, compararam os achados
histopatolégicos com os niveis de adiponectina e TNFa. Os dados implicaram a
hipoadiponectinemia como fator de risco independente para esteatose hepatica e
atividade necroinflamatéria, ndo encontrando correlagcédo entre os niveis de TNFa e
0s niveis de seu receptor tumor necrosis factor receptor 2 (TNFR2) com achados
histopatoldgicos. Posteriormente esses dados foram corroborados por Targher et al.
(87) em estudo que analisou o perfil dessa proteina em 60 pacientes com DHGNA,
comparando com outros 60 controles sadios. Os resultados demonstraram niveis
reduzidos de adiponectina em portadores de DHGNA e EHNA, além dessa proteina
ser um preditor independente da severidade da esteatose e atividade
necroinflamatoéria, mas, assim como em Hui et al. (105), também nao houve relagéo
com fibrose.

A populagdo pediatrica também foi estudada por Manco et al. (106), que
avaliaram 72 pacientes pediatricos, todos com DHGNA comprovada por biépsia, e
seus niveis séricos de leptina e TNFa associados aos achados histopatologicos e
com a atividade da DHGNA. Esse estudo verificou uma forte correlacdo entre os
niveis de TNFa e os achados na bidpsia e mostrou que a combinagao da leptina e
fator de necrose tumoral alfa podem também ser usados como marcadores de
atividade da DHGNA.

Argentou et al. (107) avaliaram 50 pacientes submetidos a cirurgia bariatrica,
comparando o resultado de biopsias hepaticas transoperatorias com os niveis
séricos de leptina, adiponectina e resistina. Como resultado encontraram uma
relagao inversa entre os niveis de adiponectina e a atividade da doenga, inflamacao
lobular e grau de fibrose. A resistina apresentou uma relagdo inversa com o
percentual de parénquima acometido pela esteatose, mas nao com outros
parametros histopatologicos. A leptina ndo foi correlacionada com quaisquer
parametros histolégicos. A relagao leptina/adiponectina foi relacionada positivamente
com o estagio da fibrose. Dessa forma, concluiram que a adiponectina, em niveis
diminuidos, é indicador de doencga hepatica avancada. Além disso, niveis reduzidos
de resistina indicam esteatose hepatica mais extensa.

Dessa forma, o papel das adipocinas no desenvolvimento e progressao da
DHGNA parece relevante, reforcando a possibilidade do seu uso como marcador
nao-invasivo na DHGNA.
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3. JUSTIFICATIVA

A obesidade é uma epidemia de propor¢gdes mundiais, motivando um grande
numero de estudos que investigam os fatores associados a sua etiologia. As
adipocinas vém sendo estudadas de forma crescente, recebendo destaque pela
repercussao na resisténcia insulinica e no desenvolvimento e progressdo da
DHGNA.

O presente estudo avalia os niveis de adipocinas, ndo somente no sangue,
mas também sua expressao nos tecidos subcutaneo e visceral, comparando suas
concentragbes com os achados histopatolégicos hepaticos, provendo dados que
futuramente poderdo ser uteis no estabelecimento de métodos n&o-invasivos para
avaliacao da atividade da DHGNA.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO PRINCIPAL

O presente estudo pretende investigar os niveis de adipocinas em pacientes
obesos modrbidos submetidos a cirurgia bariatrica em comparagédo com diferentes
graus de DHGNA, avaliando o potencial destes parametros como marcadores de

sua evolucao.

4.2 0BJETIVOS SECUNDARIOS

- Avaliar os niveis de adipocinas (adiponectina, leptina e resistina) no sangue e
sua expressdao no tecido subcutdaneo e visceral na populacdo de obesos

morbidos submetidos a cirurgia bariatrica;

- Verificar a relagdo entre os niveis de adipocinas (adiponectina, leptina e

resistina) e os achados histopatoldgicos hepaticos.
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RESUMO:

INTRODUCAO: A obesidade é uma doenca de abrangéncia mundial, sendo implicada
comprovadamente com intimeras condigdes clinicas. Entre elas destaca-se a doenga hepatica
gordurosa nao-alcoolica (DHGNA), presente em cerca de 80% dos obesos e em até 95% dos
obesos morbidos. Atualmente, essa doenga vem sendo compreendida como um estado
inflamatorio cronico, sendo associado a producdo de inumeras citocinas, conhecidas como
adipocinas. O objetivo do presente estudo foi analisar os niveis de adipocinas no soro, na
gordura visceral e na subcutanea, sendo comparados com os achados histopatolégicos
hepaticos em uma populagdo de pacientes obesos morbidos. METODOS: foi realizado um
estudo observacional descritivo retrospectivo, onde foram analisados os achados da biopsia
hepatica em pacientes submetidos a cirurgia bariatrica e que haviam realizado analise dos
niveis de adipocinas (adiponectina, leptina e resistina) no tecido subcutaneo, visceral e no
soro. Na avaliagdo das bidpsias hepaticas realizadas durante o procedimento cirurgico os
espécimes obtidos foram avaliados conforme a classificacdo de Kleiner. RESULTADOS:
foram analisados 25 pacientes obesos morbidos submetidos a cirurgia baridtrica. Houve
correlacdo estatisticamente significativa da idade e dos niveis de hemoglobina glicada com a
esteatohepatite ndo-alcdolica (EHNA), bem como uma correlagdo inversa dos niveis séricos
de leptina e resistina com os graus de esteatose e da resistina com a presenca de fibrose. Nao
houve correlagdo entre expressdo de adipocinas no tecido subcutineo e visceral com os
achados histopatologicos. CONCLUSAO: nessa populagio de obesos morbidos, os niveis de
leptina se apresentaram reduzidos com o aumento do conteudo hepdtico de gordura e os niveis
séricos de resistina se mostraram diminuidos na presenca, tanto de esteatose simples, como de
EHNA. A idade avangada mostrou relacdo com EHNA e os niveis da hemoglobina glicada se
mostraram elevados quando associados com a DHGNA, refletindo a resisténcia insulinica de

forma indireta.
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ABSTRACT:

INTRODUCTION: obesity is a worldwide disease, involved with many conditions. Among
them there is non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD), present in about 80% of obese and
up to 95% of morbidly obese individuals. Nowadays, this disease is being understood as a
chronic inflammatory state, associated with the production of several cytokines, known as
adipokines. These are probably involved in the whole spectrum of NAFLD. The aim of the
present study was to evaluate the serum levels of adipokines and their expression in the
visceral and subcutaneous fat of morbidly obese patients undergoing bariatric surgery and to
correlate this data with hepatic histopathology. METHODS: this is a retrospective descriptive
observational study, which analyzed the liver biopsy in patients undergoing bariatric surgery
and who had already performed analysis of adipokines (adiponectin, leptin and resistin) in
subcutaneous, visceral tissue and serum. The hepatic specimens, obtained during surgery,
were evaluated according to Kliener's classification. RESULTS: there was a statistically
significant relationship between age and glycated hemoglobin levels and NAFLD and an
inverse correlation between serum leptin and resistin with the degree of steatosis and between
resistin and fibrosis in the histopathological analysis. There was no correlation between the
adipokines expression in the visceral and subcutaneous tissue and the histopathologic
findings. CONCLUSION: morbidly obese serum levels of leptin was diminished in the
presence of high levels of steatosis and serum levels of resistin were diminished in the
presence of both simple steatosis and nonalcoholic steatohepatitis (NASH). The age was
related to NASH. The levels of glycate hemoglobin became higher in the presence of

NAFLD, indirectly reflecting insulin resistance.
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INTRODUCAO

A obesidade ¢ uma doenca de abrangéncia mundial, sendo implicada
comprovadamente em inimeras condig¢des clinicas, mais frequentemente na hipertensdo
arterial sistémica, no diabetes mellitus tipo 2, na dislipidemia, na doenga coronariana e no
acidente vascular cerebral, atingindo proporcdes epidémicas tanto em paises desenvolvidos
como em paises em desenvolvimento (1). A doenga hepatica gordurosa ndo-alcoolica
(DHGNA) também esté associada a obesidade, com presenca estimada em cerca de 80% dos
obesos e até 95% dos obesos morbidos (2,3). Em nosso meio, quando avaliada uma populacdo
de obesos morbidos candidatos a cirurgia bariatrica, foi observada alta prevaléncia de
esteatose simples (90,4%) e esteatohepatite ndo-alcodlica (EHNA) (70,4%) (4,5). Seu
espectro ¢ constituido por esteatose hepatica simples, EHNA, cirrose e carcinoma
hepatocelular (CHC) (6).

O tratamento da obesidade tem objetivos mais amplos que a simples redu¢do do peso,
mas também a reducdo de riscos associados e melhora nos parametros de saude (7). Apesar da
ampla gama de tratamentos disponiveis atualmente para obesidade (medicamentos, dietas
altamente restritivas e diferentes técnicas cirirgicas), sua terapéutica ainda ¢ desafiadora e a
mudanga no estilo de vida e as técnicas cognitivo-comportamentais continuam sendo
fundamentais (8). A cirurgia bariatrica surge como alternativa em pacientes com obesidade
severa com indice de massa corporal (IMC) igual ou superior a 40,0 kg/m* ou com IMC igual
ou superior a 35,0 kg/m” associado a fatores de risco, quando ndo responderam a outros
métodos de tratamento (8). Pela frequéncia do comprometimento hepatico em pacientes
obesos, a bidpsia hepdatica tem sido proposta de forma assistencial nestes pacientes por

ocasido da realizacdo da cirurgia bariatrica , embora esse tema ainda seja controverso (9,10).
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O tecido adiposo, além de sua func¢do basica e reconhecida de armazenamento de
triglicerideos, vem sendo reconhecido também como um 6rgao endocrino ativo atuando de
forma determinante na homeostase energética do individuo, tanto na organizagcdo e
fracionamento de lipideos, mas também modulando a fun¢do de outros 6rgdos, centrais ou
periféricos, pela sintese e secre¢do de moléculas proprias, chamadas adipocinas (11).

Individuos obesos ou portadores de sindrome metabolica podem apresentar distirbios
na produ¢do de adipocinas, acarretando em mudangas na sensibilidade a insulina e outras
alteracdes bioquimicas e metabodlicas, aumentando a suscetibilidade a desordens metabdlicas
como resisténcia insulinica, diabetes do tipo II, hipertensdo arterial sistémica e doencas
cardiovasculares entre outras (11). A DHGNA ¢ considerada a tradugao da sindrome
metabolica no figado, com um estado de inflamagdo cronica e produ¢do de mediadores pro-
inflamatorios como fator de necrose tumoral alfa (TNFa), interleucina (IL) 1 alfa/beta, IL-6,
dentre outros (12). No entanto, a relagdo entre a produ¢do de adipocinas pelo tecido adiposo e
o surgimento da DHGNA, bem como a sua evolu¢do para EHNA, ainda sdo motivos de
controvérsia (13—16).

O presente estudo pretende investigar os niveis de adipocinas em pacientes obesos
morbidos submetidos a cirurgia bariatrica com diferentes graus de DHGNA, avaliando o

potencial destes pardmetros como marcadores de sua evolugao.

MATERIAIS E METODOS

O presente estudo tem delineamento observacional descritivo retrospectivo onde
foram analisados os niveis de adipocinas (adiponectina, leptina e resistina) em pacientes com

obesidade morbida submetidos a cirurgia bariatrica, em hospital de referéncia no sul do
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Brasil, e comparados com os achados histopatoldgicos em espécimes hepaticos obtidos no
transoperatorio.

Os individuos participantes do presente estudo foram recrutados no Ambulatorio de
Atencdo ao Obeso Classe III do Hospital Nossa Senhora da Conceicdo (HNSC) em Porto
Alegre, hospital publico de nivel terciario, submetidos a cirurgia bariatrica entre os anos de
2011 e 2012. Os critérios de inclusdo foram: pacientes com IMC maior ou igual a 40 kg/m” ou
IMC maior que 35 kg/m® com comorbidades associadas. Os critérios de exclusio para a
realizacdo de cirurgia baridtrica foram: cirrose descompensada, além de distarbios de
coagulagcdo e doengas gastricas. Além disso, também foram excluidos os pacientes quando
ndo realizavam bidpsia hepatica no transoperatdrio. Para participacdo no estudo as amostras
de tecido adiposo visceral e subcutaneo, além de sangue total, foram coletadas durante a
cirurgia bariatrica.

No transoperatorio, foram excisadas, pelo cirurgido, amostras frescas do tecido
adiposo subcutaneo e do tecido adiposo omental, sendo imediatamente imersas no Allprotect
Tissue Reagent® (Qiagen, Courtabouef, France) e transportadas ao laboratdrio, sendo
mantidas a -20°C, até que a extragdo do RNA fosse realizada. A extracdo foi realizada
utilizando o RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen, Courtabouef, France), seguindo as
orientacdes do fabricante. A integridade e qualidade do RNA foram medidas e confirmadas,
utilizando a espectofotometria, sendo o RNA armazenado a - 80°C.

O cDNA foi obtido com 8uL do RNA extraido, utilizando o Superscript™ First-
Strand Synthesis System for RT-PCR® (Invitrogen; California; USA). Apo6s, 25ng do cDNA
foram utilizados para quantificar a expressao dos genes que codificam a leptina, a resistina e
a adiponectina através da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real associada a

deteccdo com sondas de hidrdlise utilizando Tagman Gene Expression Assays e analisados no
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equipamento Step one Plus™ Real-Time PCR system (Life Technologies®, California, USA).
Como controles enddgenos foram validados previamente os genes B2M e FBXLI10.

As trés adipocinas foram quantificadas nas amostras de soro coletadas no momento da
cirurgia utilizando-se a técnica de enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) empregando
os reagentes contidos nos Human Leptin, Resistin e Adiponectin Elisa Kit (EMD Millipore
Corporation, Missouri, USA).

Foram coletadas variaveis relativas a idade (em anos), género, massa corporal (em
quilos), altura (em metros) e a medida do paniculo adiposo (em cm), feita durante a cirurgia.
Além disso, também foram coletados dados laboratoriais como colesterol total, LDL-
colesterol, HDL-colesterol, triglicerideos, glicemia e hemoglobina glicada (HbAlc).

As biopsias hepaticas ja preparadas e coradas foram analisadas por dois patologistas
independentes com experiéncia na area de patologia hepatica, ambos cegos para o diagndstico
do paciente, abrangendo as classifica¢cdes histopatoldgicas pertinentes para avaliagdo da
DHGNA. As analises histopatologicas utilizaram o NAFLD activity score (NAS), validado
por Kleiner et al. na avaliagdo da DHGNA em paciente obesos morbidos (17). Quando havia
discordancia entre os dois patologistas, era realizada uma revisdo com reclassificacdo dos
achados histopatologicos, quando necessario.

As caracteristicas histologicas foram agrupadas em cinco categorias, conforme Kleiner
et al. (17). A esteatose foi classificada conforme a extensdo de comprometimento do
parénquima hepatico (inferior a 5%; 5 a 33%; 33 a 66%; igual ou superior a 66%), localiza¢ao
predominante (Zona 3, Zona 1, Azonal e Panacinar) e avaliacdo da esteatose microvesicular
(presente; ausente). A fibrose foi classificada conforme seu estagio (0 a 4). Com relagdo a

atividade inflamatdria, foi avaliada conforme a presenca de inflamacao lobular e portal (17).

ANALISE ESTATISTICA
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Os dados foram armazenados em planilha do programa Windows Microsoft Excel e
transcritos para o programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versao 20.0. A
distribuicdo dos dados foi avaliada quanto a normalidade por meio do teste de Kolmogorov—
Smirnov. Foi utilizada a estatistica descritiva, com determina¢do das médias e desvio-padrao
para as variaveis quantitativas. Varidveis que apresentaram distribui¢do assimétrica
(triglicerideos, niveis de adiponectina e resistina) foram transformadas em logaritmo natural
para a obtencdo de uma distribuicdo normal. Frequéncias simples e relativa foram calculadas
para as variaveis categoricas.

Para comparar os grupos, foram utilizados a andlise de variancias (ANOVA) para
variaveis com distribui¢do normal. Para os niveis de triglicerideos, adiponectina e resistina a
ANOVA foi realizada com as variaveis transformadas em logaritmo. Os niveis de mRNA das
trés adipocinas nos tecidos adiposo visceral e subcutdneo ndo apresentaram distribui¢do
normal, nem mesmo apds transformacgdo, portanto foram comparados através do teste de

Kruskal-Wallis. O nivel de significancia utilizado foi de 5%.

ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade
Federal de Ciéncias da Satde de Porto Alegre (UFCSPA), como Instituicdo proponente, e
também ao CEP do HNSC, como Instituicdo coparticipe, e aprovado sob parecer 885.039,
deferido em 19/11/2014 (Anexo 1).

Os dados foram obtidos de banco de dados preexistente, sendo que o projeto foi
aprovado nos Comités de ética e pesquisa da UFCSPA (n° 11-772) e do HNSC sob o parecer

namero 1347/11 (11-705).
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Foi solicitada a dispensa de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), ja
que se trata de estudo retrospectivo, que nao envolveu nova coleta de material bioldégico nem
novo contato com os pacientes. No TCLE do estudo prévio os participantes concordaram com
o armazenamento do material bioldgico coletado, podendo ser utilizado para posteriores

estudos por 5 anos, mediante aprovagdo do novo projeto pelos Comités de Etica envolvidos.

RESULTADOS

Dos 60 pacientes inicialmente incluidos 25 foram excluidos por ndo terem realizado
biopsia hepatica no transoperatdrio ou por apresentarem espécimes de tecido hepatico de ma
qualidade, inadequados para avalia¢do histopatoldgica. Dentre os 35 pacientes restantes, 25
pacientes tiveram aferidos seus niveis séricos de adipocinas, constituindo a amostra do
presente estudo.

A amostra foi constituida exclusivamente de mulheres, com média de idade de 43 anos
e IMC médio de 50 kg/mz. Na Tabela 1, contendo dados antropométricos e laboratoriais,
também podemos observar os niveis médios de adipocinas no soro (ADIPOQ, LEP e RETN).
Dezoito pacientes (72%) apresentaram diagndstico de sindrome metabdlica.

Na avaliacdo da histopatologia, houve predominio da DHGNA, sendo que 21 (84%)
pacientes apresentavam acimulo intra-hepético de gordura. Dentro desse grupo, 12 (48%)
pacientes apresentaram EHNA e 9 (36%) pacientes apresentaram esteatose simples. Apenas 4
(16%) pacientes nao apresentavam quaisquer alteracdes histologicas nos espécimes coletados,
ou apenas parénquima hepatico com padrdo reacional (Tabela 2).

Na andlise do estagio de fibrose, 22 (88%) pacientes apresentavam estagios mais leves

(0, 1 e 2) e apenas 3 (12%) pacientes estagios mais avangados (3 e 4) de fibrose. Com relagio
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ao acimulo hepatico de gordura, houve um predominio dos graus mais leves de esteatose (até
33%), sendo que apenas 4 (16%) pacientes apresentaram acimulo mais acentuado (> 33%)).

Os pacientes portadores de EHNA eram significantemente mais velhos que os demais
grupos (p=0,007) (Tabela 2), com média de idade de 49,5 anos (DP=6,4). Os niveis de
hemoglobina glicada (HbA1C) apresentaram-se mais elevados nos pacientes com EHNA
(Tabela 2) (p=0,045). A glicemia de jejum apresentou-se mais elevada nos pacientes com
EHNA, com significancia limitrofe (p=0,054). As demais varidveis ndo demonstraram
diferengas com relacdo a presenca ou nao de EHNA (Tabela 2).

Na dosagem de adiponectina plasmatica (Tabela 1) foi observada uma concentragdo
plasmatica média de 14,9 ug/mL (DP=6,9 ug/mL). Quando comparados os niveis séricos de
ADIPOQ com o espectro da DHGNA (Tabela 3), ndo houve uma diferenca significativa entre
os grupos (p=0,505). Da mesma forma, quando comparada com os diferentes graus de
esteatose simples e fibrose (Figura 1) ndo diferenga entre os grupos (p=0,413 e p=0,207
respectivamente).

O nivel sérico médio de leptina 37,9 ng/mL (DP=12,7 ng/mL) (Tabela 1). Quando
comparados os niveis de LEP com relacdo a presenca de DHGNA (Tabela 3), ndo foi
observada diferenca significativa (p = 0,114). Quando comparados os niveis séricos da LEP
com os diferentes graus de esteatose (Figura 2), foram observados niveis decrescentes dessa
adipocina quanto maior o grau de esteatose, atingindo significancia estatistica (p=0,009).
Quanto aos diferentes estagios de fibrose (Figura 2), ndo foi encontrada diferenca
significativa com relagdo aos niveis de leptina (p=0,175).

A resistina apresentou uma concentracdo média de 0,63 ng/mL (DP=0,3 ng/mL)
(Tabela 1). Nao houve diferenca quando comparado os niveis séricos de RETN com o
espectro da DHGNA (Tabela 3) (p=0,113). Com relagdo a RETN e os diferentes graus de

esteatose hepatica (Figura 3), foi verificada uma redu¢do progressiva de seus niveis quanto
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maior o grau de esteatose hepatica, apresentando diferenca significativa (p= 0,047). Na
andlise dos diferentes graus de fibrose (Figura 3), houve reducdo estatisticamente significativa
dos niveis de RETN nos graus mais avangados de fibrose (p=0,014).

Quando analisada a expressdo das adipocinas (ADIPOQ, RETN e LEP) nos tecidos
visceral e subcutaneo (Tabela 4), ndo houve diferenca entre os valores das adipocinas e as

diferentes manifestacdes da DHGNA (esteatose simples ou EHNA).

DISCUSSAO

A doenga hepatica gordurosa ndo-alcoolica ¢ uma manifestacdo hepatica da sindrome
metabolica e estd intimamente relacionada a resisténcia insulinica. As adipocinas sao
citocinas produzidas pelo tecido adiposo, com papel fundamental na homeostase energética
do organismo. O desequilibrio em sua producdo leva ao acumulo ectdpico de gordura, sendo o
parénquima hepéatico um dos sitios de deposito (11).

No presente trabalho, em uma amostra de pacientes com obesidade moérbida
submetidos a cirurgia bariatrica composta exclusivamente de mulheres, foi estudada a relagao
entre os niveis de trés adipocinas (leptina, adiponectina e resistina) nos tecidos adiposo
subcutaneo e visceral e no soro com dados histopatologicos hepaticos, laboratoriais e
antropométricos. Dentre os resultados se destacam a idade avancada nos portadores de
EHNA, a hemoglobina glicada com uma relac¢do direta com a presenca de EHNA e a relagao
inversa dos niveis séricos de resistina e leptina com os graus de esteatose e da resistina com
os estagios de fibrose.

A idade avangada em portadores de EHNA, verificada no presente estudo, também foi
observada em grupo de mulheres portadoras de EHNA quando comparado ao grupo com

esteatose simples no estudo de Hui ef al.(18). Outros trabalhos nio verificaram essa relagdo
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(19-22). Esse fato pode ser atribuido ao maior tempo de evolugdo da DHGNA nesse grupo de
pacientes.

O aumento do conteudo hepatico de gordura estd fortemente associado a sindrome
metabdlica e a resisténcia insulinica (23-25). No presente estudo ndo foi realizada dosagem
de insulina para o célculo de indices de resisténcia insulinica, portanto ndo foi possivel aferir
a resisténcia insulinica, mas foram realizadas dosagens de glicemia de jejum e hemoglobina
glicada, indicadores indiretos da resisténcia insulinica. Assim, foi possivel verificar niveis
elevados de glicemia de jejum na EHNA, com significincia limitrofe, e niveis de
hemoglobina glicada aumentados significativamente nos pacientes com esteatose simples e
EHNA.

As adipocinas vém sendo alvo de diversos estudos acerca de sua relacdo com os
achados histopatolégicos, varidveis antropométricas e laboratoriais na doenca hepatica
gordurosa nao-alcoolica, buscando marcadores ndo-invasivos de sua atividade e progressao.
Dentre essas, a ADIPOQ vém se mostrando como uma citocina protetora contra a progressao
da DHGNA, provavelmente devido a suas propriedades antinflamatorias e sensibilizadoras de
insulina (26), apresentando niveis séricos reduzidos na DHGNA (19-21,27). A associag¢ao da
ADIPOQ com os achados histopatoldgicos também foi analisada, buscando um marcador
ndo-invasivo para DHGNA. Bugianesi et al. (27), verificaram a associagdo inversa entre 0s
niveis de ADIPOQ com o grau de esteatose em espécimes hepaticos, enquanto outros
observaram a relacdo dessa citocina, ndo somente com o grau de esteatose, mas também com
a atividade de doenca e a presenca de fibrose hepatica (20,21,28).

Muito embora, no presente estudo, ndo tenha sido observada diferenca
estatisticamente significativa nos niveis da ADIPOQ quando comparada com achados
histopatologicos, os niveis séricos dessa citocina mostraram tendéncia a diminuicao, tanto em

graus mais acentuados de esteatose, como em estagios mais avangados de EHNA. O presente
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estudo avaliou uma amostra menor que outros (21,29), mas semelhante ao de Pagano et al.
(19), podendo ser esse um motivo pelo qual ndo se encontrou uma diferenga estatisticamente
significativa.

A leptina esta diretamente relacionada a massa de gordura corporal, apresentando-se
aumentada no sexo feminino e também na DHGNA (30). Em modelos animais, seu papel
como promotor de fibrose hepatica, muito provavelmente através do estimulo as células
estreladas hepaticas, ja foi demonstrado (31,32). J4 em humanos, um estudo realizado por
Chitturi et al. (33) demonstrou a correlagdo positiva da LEP com os graus mais avancados de
esteatose, muito embora ndo tenha verificado relacdo com fibrose, a qual foi descrita por
Tsochatzis et al. (34). O presente estudo, ao contrario dos trabalhos anteriores que mostraram
uma correlacdo direta dos niveis séricos de LEP com os graus de esteatose e estigios de
fibrose (33,34), encontrou uma correlagdo inversa com os graus de esteatose, questionando
quanto a fun¢do distinta dessa citocina nesse grupo de pacientes do sexo feminino, com
obesidade moérbida.

Com relagdo a associagdo da resistina, citocina relacionada diretamente a resisténcia
insulinica e a obesidade (35), grande parte dos estudos vem demonstrando uma correlagdo dos
niveis elevados séricos de RETN com graus elevados de esteatose (36) e com EHNA (37-39),
ao passo que um estudo demonstrou uma correlagdo negativa dos niveis de RETN com os
achados histologicos (21) e outro, avaliando conteido hepatico de gordura através de
espectroscopia por ressonancia magnética, também encontrou relagdo negativa com o
contetido intra-hepatico de gordura (25). No presente estudo, verificou-se uma relagdo
negativa dos niveis séricos de RETN, tanto com graus de esteatose hepatica como com a
progressao da fibrose. Esses resultados vao ao encontro do que foi observado no trabalho de

Argentou et al. (21) que demonstraram resultados semelhantes, levantando a hipotese de um
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funcionamento diferenciado dessa citocina em obesos mdrbidos, tendo em vista que ambos os
estudos avaliam essa populagdo especifica.

Alguns estudos (28,40,41) tém avaliado também os niveis de adipocinas no tecido
adiposo subcutaneo e visceral, buscando uma compreensao maior da atuacao dessas citocinas.
Em um dos estudos (28), foi demonstrado que a expressao da ADIPOQ no tecido visceral esta
reduzida em pacientes obesos com resisténcia insulinica. Outro comparou a expressao das
adipocinas ADIPOQ e LEP no tecido adiposo subcutaneo e visceral em obesos, encontrando
uma concentragdo maior dessas no tecido subcutaneo (40). Da mesma forma, a expressao de
receptores de adiponectina (Adiponectin receptor 2 - AdipoR2) no tecido adiposo se mostrou
reduzida em pacientes obesos, com aumento de seus niveis ap6s introdugdo de atividade fisica
e perda de peso (41). Na presente casuistica, ndo foi encontrada relacdo entre a expressdo das
adipocinas no tecido adiposo visceral e subcutdneo com esteatose hepatica simples ou EHNA.
Esse resultado talvez possa ser explicado devido ao tamanho da amostra. Devido a
controvérsia existente, novos estudos devem ser propostos, permitindo um entendimento mais

amplo da atuagdo e do metabolismo dessas substancias diretamente no tecido adiposo.

CONCLUSAO

O conhecimento sobre a doencga hepatica gordurosa nao-alcoolica vem evoluindo,
simultaneamente, em diversas areas, promovendo o conhecimento desta situacdo clinica
como uma manifestacdo hepatica da sindrome metabdlica. Além disso, ¢ importante
compreender que o tecido adiposo, além de sua funcdo basica de armazenamento de
triglicerideos, vem sendo reconhecido também como um 6rgao endocrino ativo atuando de

forma determinante na homeostase energética do organismo, tanto na organiza¢do e
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fracionamento de lipideos, mas também modulando a fun¢do de outros 6rgdos, centrais ou
periféricos, pela sintese e secre¢do de moléculas proprias.

No presente estudo, em uma populacao de obesos morbidos destacam-se a LEP e a
RETN tendo sido demonstrada uma relagdo inversa de ambas com a presenca de esteatose
hepatica e da RETN também com a EHNA. Além disso, foi verificada a relacdo direta da
idade e dos niveis da HbAlc com a progressdao da DHGNA, sendo esse ultimo um marcador
indireto da resisténcia insulinica, levantando a hipotese de sua utilizagdo como um marcador
de gravidade da DHGNA.

Embora ndo tenha sido observada a relacdo entre a expressdo dessas adipocinas no
tecido subcutaneo e visceral e os achados histopatoldgicos, essa analise devera ser revista em

novos estudos.
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Tabela 1 — Dados antropométricos e laboratoriais dos 25 pacientes incluidos
no presente estudo

Maximo Minimo Média Desvio Padrido
Idade (anos) 22,87 56,99 43,01 10,49
indice de Massa Corporal (IMC) 35,29 69,14 50,15 7,79
Colesterol total (mg/dL) 121 316 209 40,61
Triglicerideos (mg/dL) 59 333 159,16 74,07
LDL (mg/dL) 59 231 129 36,1
HDL (mg/dL) 32 72 49,4 9,32
Glicemia Jejum (mg/dL) 79 300 125,12 58,12
HbA1c (%) 47 12,9 6,7 2,17
Adipoenctina (ng/mL) 5,86 30,82 14,82 6,87
Leptina (ng/mL) 11,31 64,68 37,9 12,69
Resistina (ng/dL) 0,28 1,68 0,63 0,3

LDL, Low Density Lipoprotein; HDL, High density lipoprotein; HbA1c, Hemoglobina glicada;
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Tabela 2. Correlagao entre dados antropomeétricos e bioquimicos com achados

histolégicos hepaticos.

Total Sem DHGNA Esteatose simples EHNA p
n (%) 25 (100) 4 (16) 9 (36) 12 (48)

Idade (anos) 43,10 + 10,82 38,5 + 10,82 36,44 + 10,16 49,45 + 6,71 0,007°
IMC (Kg/m?) 50,15 + 7,79 49,00 + 6,73 54,16 + 9,00 47,53 6,33 0,148°
Espessura tecido adiposo subcutaneo (cm) 7,06 1,86 7,75 +2,21 7,72+1,71 6,33+1,73 0,177°
Colesterol total (mg/dL) 209,80 + 40,61 221,75 + 86,76 216,66 + 31,66 200,66 + 25,19 0,566°
LDL (mg/dL) 144,50 + 76,44 144,50 + 76,44 130,86 + 24,69 122,50 + 25,89 0,583°
HDL (mg/dL) 49,4 +9,32 53,50 + 7,18 50,11 + 11,85 47,50 7,93 0,536°
Triglicerideos (mg/dL) 157,16 + 74,07 118,50 + 52,75 178,88 + 72,98 153,75 + 23,08 0,398°
Glicemia Jejum (mg/dL) 125,12 + 58,12 85,00 6,33 106,00 + 20,70 152,83 + 72,98 0,054°
HbA1C (%) 6,74 +2,17 5,25+ 0,26 5,97 + 0,87 7,81+2,68 0,045°

Resultados expressos em média + desvio Padrao

IMC indice de massa corporal; LDL Low Density Lipoprotein; HDL High density lipoprotein; HbA1c Hemoglobina glicada;
DHGNA Doenca hepatica gordurosa nao-alcéolica; EHNA Esteatohepatite nao-alcoolica

? Analise de variancias (ANOVA)

® ANOVA com variavel transformada em In.
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Tabela 3. Correlagao dos niveis séricos
histopatolégicos hepaticos.

de adipocinas com os achados

n Total Sem DHGNA Esteatose simples EHNA 1]
Adiponectina (ng/mL) 24 14,82 + 6,87 19,47 £ 10,50 13,77+7,24 13,96 + 5,06 0,505°
Leptina (ng/mL) 25 37,90+ 12,69 44,91 + 15,07 41,96 + 10,07 32,57+ 12,35 0,114
Resistina (ng/mL) 25 0,63 +0,30 0,91+0,51 0,60+0,16 0,55+0,27 0,113°

Resultados expressos em média + desvio Padrao

DHGNA Doencga hepatica gordurosa néo-alcéolica; EHNA Esteatohepatite nao-alcoolica
2Utilizado o teste de analise de variancias (ANOVA)

®ANOVA com variavel transformada em In
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Tabela 4. Correlagao dos niveis de RNA mensageiro das adipocinas no tecido

subcuténeo e visceral com os achados histopatolégicos hepaticos.

n Total Sem DHGNA Esteatose simples EHNA p
Adiponectina Subcutaneo 24 7,43 £9,04 3,06 +2,13 13,48 £ 13,75 4,86 2,93 0,057
Adiponectina Visceral 24 4,57 6,39 1,77 £0,83 8,00 + 10,30 3,22+2,09 0,167
Leptina Subcutaneo 24 2,21+5,21 0,75+ 0,88 4,40+ 8,78 1,24 +1,44 0,357
Leptina Visceral 24 0,34+0,30 0,38+0,36 0,27 +0,34 0,38+0,27 0,728
Resistina Subcutaneo 19 0,0142 +0,0386 0,0059 + 0,0081 0,0088 + 0,0145 0,0187 + 0,0502 0,851
Resistina Visceral 19 0,0067 + 0,0205 0,0014 + 0,0019 0,0023 +0,0015 0,0101 + 0,0270 0,725

Resultados expressos como média + desvio padrédo

DHGNA Doencga hepatica gordurosa nao-alcéolica; EHNA Esteatohepatite nao-alcoolica

® Teste de Kruskal-Wallis entre os grupos sem DHGNA, com esteatose simples e com EHNA
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Figura 1 - Niveis plasmaticos de adiponectina de acordo com as

caracteristicas histopatologicas observadas nas amostras hepaticas
Dados apresentados como medianas, boxes indicam intervalos entre o primeiro e 0
terceiro quartil e barras indicam valores minimos e maximos.

@ Valor de P referente ao Teste de Kruskal-Wallis realizado com os valores de adiponectina entre os
grupos.

® Valor de P referente 8 ANOVA realizada com os valores de adiponectina transformados em In entre
0S grupos.
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Figura 2 — Niveis plasmaticos de leptina de acordo com as caracteristicas
histopatolégicas observadas nas amostras hepaticas.

Dados apresentados como medianas, boxes indicam intervalos entre o primeiro e 0
terceiro quartil e barras indicam valores minimos e maximos.

*Valores de P referentes 8 ANOVA entre 0s grupos.



67

2,00

1,50

1,00

Niveis plasmaticos de resistina (ng/mL)

-

0o T T T T
0 1 2 3

GRAU DE ESTEATOSE

p=0,047*

2,00
jry
E s
=)
£
E 1,50
&
"
< 7
2 o
"
‘g 1,00
k=
E
s
=
"
@
= 50
=

e —
; ! ! ;
FIBROSE
p=0,014*

Figura 3 — Niveis plasmaticos de resistina de acordo com as caracteristicas
histopatolégicas observadas nas amostras hepaticas
Dados apresentados como medianas, boxes indicam intervalos entre o primeiro e 0

terceiro quartil e barras indicam valores minimos e maximos.
*Valores de P referentes a ANOVA realizada com os valores de resistina transformados em In entre

OS grupos.
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7. CONCLUSAO:

- Nao se verificou relacdo dos niveis séricos de adiponectina com achados
histopatoldgicos;

- A leptina sérica se mostrou diminuida, quanto maior o grau de esteatose
hepatica;

- A resistina sérica se mostrou diminuida quanto maior o graude esteatose e
guanto mais avangado oestagio de fibrose hepatica;

- Os pacientes com EHNA apresentaram idade mais avancgada.

- A hemoglobina glicada apresentou niveis elevados em pacientes portadores de
DHGNA e EHNA.

- N&o houve relagéo entre os niveis de RNA mensageiro das adipocinas no tecido
adiposo visceral e subcutdneo (ADIPOQ, LEP e RETN) com os achados

histopatoldgicos hepaticos.
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RevisSo bibliogréfica, objetives, materal ¢ métodos, cronograma e parle &ice contempladas.
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Consideragfes sobre os Termos de apresentagdo obrigatdria:
Todos os lermos necessiros foram enviados

Recomendagfes:

Aprovagiio

Conclusdes ou Pendénclas e Lista de Inadequagbes:
Aprovagiio

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nfo

Consideragdes Finals a critério do CEP:
Término do projelo dez/2015.

Cornuaio 3 Pawcar 305 005

POATO ALEGRE, 26 de Novembro de 2014

Assinado por:
Julia Fernanda Semmelmann Pereira Lima
(Coordenador)

Enderego:  Fus Samento Lelle 245
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O Comké de Etica em Pesquisa do Grupo Hospitalar Concsicha (CEP/GHC), que € reconheddo pela
Comissio Nacornal de Etica em Pesquisa (CONEPYMS dasde 31/10/1997, pelo Office For Human Research
Protections (OHRPVUSDHHS, como Institional Review Board (IRBOO01105) e pelo FWA - Federalwide
Assurance (FWA 00000378), em reun@o ordindnia realizada em 11 de fevereiro de 2015, avaliou o seguinte
projeto de pesquisa:

Projeto: 14248 Versio do Projeto: Versao do TCLE:

Pesquisadores:
RAFAEL BERGESOM OTINCAC
VANESSA SURE MATTEVI
CRISTIANE VALLE TOMO

Titulo: Corredagho entre achados histopatolégicos hepaticos e nivels de adipedicinas e interleucinas
em pacientes submetidos a drurgla bariitrica,

: Aprovada
Aspectos Metodologicos: Adeguadas
Aspectos Eticos: Adequados
Parecer final: Este projeto de pesguisa, bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (se
aplcived), por estar de acordo com as Diretrizes @ Normas [ntermacionals @ Nackonais @ complementares do
Corselho Nacional de Sadde, especiaimente a Resolucio 466/12, obteve 0 parecer de APROVADO(S) neste
CEP.

O Pesquisador responsdvel deve encaminhar dentro dos prazos estipulados, ofs) relatdrio( ) parcialais) e/ou
final ao Comité de ética em Pesquisa do GHC e o Centro de Resultados onde foi desenvalvida a pesquisa.

Porto Aleare, 11 de fevereiro de 2015,

Dan Wiheims

Vice-coordenadora do CEP-GHC
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