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CAVALLARI, KA. Influéncia da vitamina D sérica na adiponectina, visfatina e resistina nas
alteragdes histolégicas no figado de pacientes com doenga hepatica gordurosa nao
alcodlica. 2016. 140f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2016.

A doenga hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) é um conjunto de desordens
caracterizado pela esteatose macrovesicular no consumo de dalcool insuficiente para causar
lesdo hepatica. A disfuncdo do tecido adiposo e a alteragdo no padrao de citocinas tém de
destacado no desenvolvimento da doenca, especialmente a adiponectina, visfatina e
resistina. Além disso, a vitamina D parece modular a expressdo de citocinas, podendo
influenciar o desenvolvimento da doenga. O objetivo do presente estudo foi avaliar a
associacao das alteracdes histoldgica com a concentracdo sérica de adiponectina, visfatina,
resistina e vitamina D em pacientes com DHGNA. Foram recrutados 82 pacientes com
DHGNA. Foi realizada anamnese clinica e nutricional, avaliacdo antropométrica e de
composi¢dao corporal, consumo alimentar, biomarcadores da DHGNA, dosagens séricas de
adiponectina, visfatina, resistina, 25hidrovitamina D e bidpsia hepdatica em todos os
pacientes no intervalo de no maximo 3 meses. Foi observado na amostra 83% dos pacientes
do sexo feminino, maioria branco,s 79% sedentdrios e 96% obesos. Verificamos associacdo
da adiponectina como fator protetor para fibrose (OR:0,88; 95% Cl0,78-1; p=0,05) e da
visfatina como fator de risco para fibrose perisinusoidal (OR:2,66; 95% Cl:1,3-5,44; p=0,007)
e fibrose (OR:2,96; 95% Cl1,19-7,35; p=0,02). Em relacdo a VD, observamos a presenca de
hipovitaminose D em 60% dos pacientes; com influéncia da concentragdo sérica de VD na
visfatina como fator de protecdo para apresentar EHNA (OR: 0,84; 95% Cl:0,73-0,979;
p=0,025) e na resistina como risco para apresentar inflamagdo lobular (OR:1,13; 95% Cl:1-
1,28; p=0,051). As adipocinas estdo associadas as diferentes alteracBes histoldgicas que
caracterizam a DHGNA. O aumento da concentragao sérica de adiponectina esta associado a
reducdo de fibrose na biopsia hepdtica. O aumento da concentracao sérica de visfatina esta

associado ao aumento da fibrose perisinusoidal e fibrose na bidpsia hepatica. A vitamina D



influencia a visfatina de modo a proteger o aparecimento de EHNA. Com relacdo a resistina,
a vitamina D influenciou maior aparecimento de inflamacdo lobular. Desta forma, a

vitamina D influencia de modo diferente as adipocinas nos achados histolégicos da DHGNA.

Palavras chave: doenga hepdtica gordurosa nao alcodlica, esteatose hepatica, esteato-

hepatite, adiponectina, visfatina, resistina, vitamina D.



Abstract



CAVALLARI, KA. Influence of serum vitamin D in adiponectin, resistin or visfatin in liver
histological changes of non-alcoholic fatty liver disease patients. 2016. 140f. Thesis

(Master) — Faculty of Medicine of Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2016.

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is a spectrum of disorders characterized by
macrovesicular steatosis without enough alcohol to cause liver damage. The adipose tissue
dysfunction and the adipokines pattern changes have been emphasized in non-alcoholic
fatty liver disease development, especially adiponectin, resistin and visfatin. In addition,
vitamin D may modulate the expression of adipokines, therefore influencing the disease
development. The aim of the study was to evaluate the association of serum adiponectin,
visfatin, resistin and vitamin D with histological changes in NAFLD patients. Thus, 82 NAFLD
patients were enrolled. Nutritional and clinical anamneses, diet, physical activity,
anthropometric parameters, a set of biomarkers related to NAFLD were evaluated within a
range of 3 months. Out of the 82 patients, 83% were female, most of then whites, 79%
sedentary and 96% obese. Adiponectin has been associated as a protective factor for fibrosis
(OR: 0.88; 95% CI0,78-1; p = 0.05); while visfatin as a risk factor for perisinusoidal fibrosis
(OR: 2.66; 95% Cl : 1.3 to 5.44; p = 0.007) and fibrosis (OR: 2.96; 95% CI1,19-7,35; p = 0.02).
Vitamin D deficiency was observed in 60% of patients. Vitamin D influences visfatin as a
protective factor for non-alcoholic steato-hepatitis (NASH) (OR: 0.84; 95% Cl: 0.73 to 0.979;
p = 0.025) and resistin as a risk factor for lobular inflammation (OR: 1 13, 95% Cl: 1-1.28; p =
0.051). Adipokines are associated with NAFLD hepatic histological changes. Incresead
adiponectin reduces hepatic fibroses. Incresead visfatin increases hepatic perisinusoidal
fibrosis and fibrosis. Vitamin D influences visfatin protectin NASH and influences resistin
inducing lobular inflammation. Therefore, Vitamin D influences adipokines modulating

NAFLD histological changes.



Key words: non-alcoholic fatty liver disease, steatosis, steatohepatitis, adiponectin,

visfatin, resistin, vitamin D.



Listo de abreviatuwras



ug Micrograma

ug/ dL Micrograma por decilitro

ug/d Micrograma por dia

1,25VD 1,25-hidroxivitamina D

25VD 25-hidroxivitamina D

AdipoR1 Receptor de Adiponectipo tipo 1

AdipoR2 Receptor de Adiponectina tipo 2

AGL Acidos graxos livres

AGS Acido graxo saturado

akt Proteina kinase B

ALT Alanina amino transferase

AMPc Monofosfato ciclico de adenosina

AST Aspartato amino transferase

BALL Balonizagao

BX Bidpsia

CT Colesterol total

DCNT Doenca crénica ndo transmissivel

DHGNA Doenca Hepatica Gordurosa Nao Alcodlica
dL Decilitro

DM Diabetes melittus

dnLP de novo lipogénese

EHNA Esteato-hepatite ndo alcodlica

ES Esteatose simples

ESTEAT Esteatose

F Feminino

F PERIS Fibrose perisinusoidal

FA Fosfatase alcalina

FIBR Fibrose

g Grama

g/kgP Grama por quilograma de massa corporal
GGT Gama glutamil transferase

HAS Hipertensao

HB Hepatite B

HC - FMB Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu
HDL Lipoproteina de alta densidade

HOMA-IR Homeostasis Model Assessment Insulin Resistense
IMC indice de Massa Corporal

IMG indice de Massa Gorda

IMM indice de Massa Magra

kcal/kgP Quilocaloria por quilograma de massa corporal

kg Quilograma



L

Litro

LDL Lipoproteina de baixa densidade

LOB Atividade necro-inflamatdria lobular

M Masculino

MALL Corpusculo de Mallory

MEC Matrix extra celular

MedHepatox Medicamentos hepatotdxicos

MG Massa gorda

min Minuto

mL Mililitro

MM Massa magra

MUFA Acidos graxos mono-insaturados

N BALL Auséncia de balonizagao

N EHNA Auséncia de esteato-hepatite ndo alcodlica

N ESTEAT Auséncia de esteatose significativa

N F PERIS Auséncia de fibrose perisinusoidal

N FIBR Auséncia de fibrose

N LOB Auséncia de inflamacao lobular

N MALL Auséncia de corpusculo de Mallory

NAD Nicotinamina adenina dinucleotideo

NAMPT Fosforibosiltransferase nicotinamida

NFk - B Fator de necrose kappa B

ng Nanograma

ng/dL Nanograma por decilitro

NO Oxido nitrico

OSsT Osteoporose

P Peso: massa corporal em quilograma

PBEF Fator de estimulacdo de col6nias de células pré-B
PDX-1 Pancreatix duodenal homeoboc-1

pM Picomolar

PPAR-a Receptor Ativado por Proliferador de Peroxissoma-a
PPAR-y Receptores Ativados por Proliferadores de Peroxissoma -y
PPREs Elementos Responsivos aos Proliferadores de Peroxissoma
PUFA Acidos graxos poli-insaturados

QFA Questionario de Frequéncia Alimentar

QSol Questionadrio de Exposicdo Solar

RE Reticulo endoplasmatico

RI Resisténcia a Insulina

RXR Receptor X retindide

s Segundo

SM Sindrome metabdlica



TAV
TCLE
TIMP
TLR-3
TLR-4
TNF - a
UBS
Ul

us
VD
VDR
VDRE
VHC

Tecido adiposo visceral

Termo de consentimento livre e esclarecido
Inibidor de metaloproteinase tecidual
Toll like receptor-3

Toll like receptor-4

Fator de necrose tumoral a

Unidade Basica de Saude

Unidade internacional
Ultrassonografia

Vitamina D

Receptor de vitamina D

Elemento de resposta a vitamina D
Hepatite viral C



Sumawrio-



Ta T o T 1ok T TSR 28

[ [T 1 =T T SSP 39
(0] o114 1o TP U PRUPPPRRPPPR 41
(O T V11 oF I =N 1 0 T=1 o o [ 1P 43
(07| (U] (o -T2 0 [ 1 i - | SRS 44
DEIINEAMENTO ..eeiiiiieee ettt e e e e st e e e s ate e e e s saateeeessaeeeeennseneesensraeeeanns 44
Critérios de INCIUSA0 c..uviiiiieieiie ettt e s sbe e e sabe e ssaaeesnnaeeen 46
Criterios de EXCIUST0....uuiiiiiiiieeeiiiiie ettt e e e st e e e s seabae e e e enraeeeenns 46
(60111 = o [ 1o - T [0 -3 PO UPOPPPPROI 46
Anamnese e avaliagdo NULMICIONAL.......ccuiiieiiii e 47
D0sagens 1aboratoriais ......ccuuviiiieee e 48

B3 Te] o1 = g =] o X 1 [oF- FO RO UUPPPN 49
ANALISE ESTALISTICA ..vveiieiiiieieiiiee e s e s rae e e 53
T U] 1 - o [o L PSP PPPRPPPRTPPO 55
Caracterizagdo da @amMOSEra ..o e e e e aaaaas 56

Varia¢do da chance de apresentar os achados histoldgicos .........ccevvvecciiiiieeeeeieeccnee, 72



Ry =T 10 1Y 72

Tl 4 Y00 F= Yot [ I o] o U1 - RS 73

2] (oY T4 Tot- [o SRR 79
Fibrose perisinusoidal.........c.uuviiiiiiii i e e e 80
FIDIOSE .. e s 83
EHN A ettt ettt e b e s a b e bt e st e e bt e at e e be e et e e beesateebeeeaeas 87
DISCUSSE0 ettt ettt e s e s s r e s s e s a e s anas 90
(670 3 Tol (1= o T O TSP PPTRTPPN 102
RETEIBNCIAS ..ttt ettt ettt et e s st e et e sar e e b e e s aneeneens 104
LAY 1= (o 1 PP PRSPPI 127
Anexo 1 - Aprovagdao Comité de ética em PesquisSa......ccccccvrrereeeeeeeeccciiireee e 128
Anexo 2 — Recrutamento pacientes do ambulatério/ Unidades Basicas de Saude......130
Anexo 3 - Aprovacgao secretaria da Salde ........ccuvvveeeieeeieicciiiieeeee e 132
Anexo 4 — Termo de consentimento livre e esclarecido. .........ccoceeeviiiiiniiieiniecinieennne 133

ANEXO 5 - ProtOCOIO DHGINA ....coeeeieeeieeeeeteee ettt e e ettt treaeeeseeeesessaraesssseeerenns 135



Introducdo-



Introducdo

A doenga hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA) é o conjunto de desordens
metabdlicas caracterizado pela esteatose macrovesicular na auséncia de consumo de dlcool
suficiente para causar lesdo hepdtica, ou seja, no maximo 20g de alcool por dia para
mulheres ou 30g de dalcool por dia para homens (Ludwig et at, 1980; Duvnjak et al, 2007). A
prevaléncia da DHGNA pode variar de acordo com a amostra selecionada e com o método
diagnodstico. Na populagdo em geral pode ter variagdo de 6,3 a 33% (Vernon et al, 2011;
Chalassani et al, 2012). Além disso, pode atingir 87% dos diabéticos (DM) (Leite et al, 2009) e
50% dos portadores de dislipidemia (DLP) (Assy et al, 2000; Chalassani et al, 2012).

A compreensdo da anatomia hepatica é essencial no entendimento e classificacao
dos achados histoldgicos da DHGNA. A unidade funcional do figado é o I6bulo metabdlico. O
I6bulo metabdlico esta organizado na forma de um hexagono, com a veia centro lobular no
centro e a triade composta pela veia porta hepatica, ducto biliar e artéria hepatica em cada
vértice. Cada lébulo hepatico é dividido em zonas de acordo com o fluxo de sangue e
oxigénio: a Zona 3 envolve a veia centro lobular, a Zona 2 é intermedidria e aZona 1l é a
parte mais externa, proxima ao inicio do fluxo sanguineo (Colnot & Perret, 2011). Uma
particularidade da DHGNA é o inicio da lesdo préximo a Zona 3, o final do fluxo de oxigénio e

nutrientes (Skoien et al, 2013, Takahashi & Fukusato,2014).

Inicialmente, o mecanismo de desenvolvimento da DHGNA foi colocado com a
hipétese dos “dois gatilhos” ou “two hits” (Day & James, 1998; Than & Newsome, 2015). O
primeiro gatilho é a esteatose simples (ES): o acimulo de triglicérides (TG) e acidos graxos
livres (AGL) nos hepatécitos. A ES ocorre devido ao desequilibrio entre captacdo e
metabolizacdo de AGL via B-oxidacdo, e pode estar acompanhada de inflamacdo lobular
discreta (LOB) (Day & James, 1998; Than & Newsome, 2015). O segundo gatilho é a esteato-
hepatite ndo alcodlica (EHNA): lesdo hepatica pelo aumento da peroxidacdo lipidica e

disfuncdo mitocondrial. Na EHNA, a presenca de inflamacdo lobular é mais evidente, com
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Introducdo

possivel balonizagdo dos hepatdcitos com ou sem corpusculos de Mallory (MALL) e fibrose
(FIBR) (Day & James, 1998; Brunt & Tiniakos, 2009; Takahashi & Fukusato, 2014; Than &
Newsome, 2015). No entanto, recentemente a hipdtese de “multiplos gatilhos” ou “multiple
hits” coloca a inflamacdo como chave para a esteatose e ndo necessariamente consequéncia

para alguns pacientes (Tilg & Moschen, 2010; La Tijera et al, 2015; Than & Newsome, 2015).

Cada achado histolégico tem caracteristicas especificas. A inflamagao lobular é o
infiltrado de células inflamatdrias diversas: linfocitos, neutrdfilos, eosindfilos e células de
Kupffer (Brunt, 2002, Takahashi & Fukusato, 2014). A baloniza¢do ou degeneracao hidrdpica
é o reflexo da lesdo hepatica: a alteracdo nos filamentos do citoplasma confere um aspecto
rarefeito (Brunt et al, 2010, Takahashi & Fukusato, 2014). O corpusculo de Mallory é a
condensacdo de proteinas no citoplasma, visualizado como pequenas manchas de coloracao
mais densa (Takahashi & Fukusato, 2014). A fibrose, por sua vez é decorrente do
desequilibrio entre sintese e degradacdo da matriz extra-celular (MEC), com acumulo de

tecido fibroso e alteracao da arquitetura hepatica (Bataller & Brenner, 2005).

A evolucdao da DHGNA é regulada pelo cross-talk celular via mediadores e horménios
gue controlam a atividade e funcdo celular (Than & Newsome, 2015). O acumulo de TG nos
hepatdcitos ativa as células de Kupffer via receptores toll-like-3 (TLR-3) e receptores toll-like-
4 (TLR-4); com aumento de mediadores inflamatérios (Stienstra et al, 2010; Than &
Newsome, 2015). Como consequéncia, a oxidacdo lipidica e a sensibilidade a insulina
diminuem; o que ativa a cascata de depdsito de colageno e a liberacdo de fatores de
crescimento de tecido conjuntivo e da MEC pelas células estreladas (Svegliati-Baroni et al,
1999; Malaguarnera et al, 2009; Angulo et al, 2015). Além disso, o hepatdcito com esteatose
libera mediadores soluveis que também ativam as células estreladas (Wobser et al, 2009).
Esses fatores caracterizam o inicio do processo de fibrose (Svegliati-Baroni et al, 1999;
Malaguarnera et al, 2009; Angulo et al, 2015). A deposicdo da MEC na fibrose é reversivel

até certo ponto, no entanto a cirrose é tecido cicatricial irreversivel (Angulo et al, 2015).
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Dentre os pacientes com ES, 10-20% evoluem para EHNA e 20% desses individuos evoluem

para cirrose (Duvnjar et al, 2007).

O desenvolvimento e piora do quadro de pacientes com DHGNA parece ser devido a
disfuncdo do refinado sistema de reparo do tecido hepdtico, a autofagia (Kotoulas et al,
2006; Cui et al, 2013; Koliaki & Roden, 2013; Schneider & Cuervo, 2014). A autofagia
controla o balango energético e a qualidade das células, protegendo contra o estresse do
reticulo endoplasmatico (RE), inflamacdo e prevenindo a lesdo hepdtica (Kotoulas et al,
2006; Jiang et al, 2010; Cui et al, 2013; Koliaki & Roden, 2013; Schneider & Cuervo, 2014). A
regulacdo da autofagia é complexa e dependente de diversos fatores, dentre eles a idade
(Cuervo & Dice, 2000; Schneider & Cuervo, 2014), o fluxo e tipo de acidos graxos (AG)
circulantes (Koga e Cuervo, 2010; Mei et al, 2011; Schneider & Cuervo, 2014), a insulina e o
glucagon (Koliaki & Roden, 2013; Schneider & Cuervo, 2014). Com o avancgo da idade (Cuervo
& Dice, 2000; Schneider & Cuervo, 2014) e na resisténcia a insulina (Rl), a autofagia é inibida
(Liu et al, 2009; Schneider & Cuervo, 2014). A Rl esta em destaque no desenvolvimento da
DHGNA (Marchesini et al, 1999; Sanyal et al, 2001; Pagano et al, 2002; Duvnjar et al, 2007;
La Tijera et al, 2015; Than & Newsome, 2015), e talvez a regulacdo da autofagia seja um dos

mecanismos.

Outro mecanismo que envolve a Rl no metabolismo hepdtico é devido ao fato de o
figado ser o mediador entre consumo e distribuicao de substrato. A captacado e utilizagao da
glicose pelos hepatécitos sdo reguladas pelo sistema nervoso, pelo sistema porta, pela
glicose e por hormoénios (Bugianese et al, 2005). Especialmente pela insulina e o glucagon,
gue regulam as enzimas das vias metabdlicas de utilizacdo da glicose: glicélise, sintese de
glicogénio e de novo lipogénese (dnLP) (Eissing et al, 2013; Bugianese et al, 2005). O
desequilibrio nesse processo leva ao aumento de TG na corrente sanguinea, aumentando a
sintese e secrecdo de VLDL, hipertrigliceridemia hepatica e ES (Postic & Girard, 2008; Tilg &

Moschen, 2010; Berlanga et al, 2014). A desregulacdo da dnLP é observada em individuos
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obesos e com DHGNA (Shulman, 2014; Than & Newsome, 2015). Inclusive, 60-95% dos
pacientes com DHGNA sdo obesos e nos portadores de obesidade grau Il a frequéncia de

DHGNA pode atingir 95% dos pacientes (Vernon et al, 2011; Chalassani et al, 2012).

A obesidade é consequéncia do desequilibrio energético e tem como consequéncia
disfungao do tecido adiposo (Bugianese et al, 2005; Sun et al, 2011; Codofier-Franch &
Alonso-Iglesias, 2015; Laforest et al, 2015). A disfung¢do do tecido adiposo aumenta a Rl, a
dnLP e altera o perfil de sintese e secrecdo de adipocinas em todos os tipos celulares, de
forma proporcional ao nivel de disfungdo do adipdcito (Silha et al, 2003; Bugianese et al,
2005; Pagano et al, 2006; Duvnjak et al, 2007; Aller et al, 2008; Berlanga et al, 2014;

Codofier-Franch & Alonso-Iglesias, 2015).

Por definicdo, adipocinas sdo substancias produzidas e secretadas pelo tecido
adiposo, especialmente o tecido adiposo visceral (TAV), com ag¢do autdcrina, paracrina ou
enddcrina (Lehr et al, 2012; Fasshaler & Bluher, 2015). Individuos magros sintetizam
preferencialmente adipocinas anti-inflamatérias e individuos obesos sintetizam
especialmente adipocinas inflamatérias (Jarrar et al, 2007; Bluher & Mantzoros, 2015;
Fasshaler & Bluher, 2015; Travers et al, 2015). Algumas adipocinas tém se destacado como
potencial link entre o tecido adiposo, a inflamacdao e comorbidades metabdlicas e
cardiovasculares em individuos com excesso de peso e DHGNA. Dentre elas a adiponectina,

visfatina e resistina.

A adiponectina é sintetizada exclusivamente pelos adipécitos (Fisher et al, 2002; Piya
et al, 2013), com concentragdo sérica inversamente associada com a obesidade, adiposidade
visceral, DM e outras desordens metabdlicas do excesso de peso (Spranger et al, 2003;
Whitehead et al, 2006; Piya et al, 2013). A adiponectina parece agir basicamente por dois

mecanismos: melhora da sensibilidade a insulina e da oxidacdo lipidica.
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A atuacgdo da adiponectina pode ser via ativacdo direta do receptor ativado por
proliferador de peroxissoma- y (PPAR-y) (Zhu et al, 2008; Ghoshal & Bhattacharyya, 2015) e
por vias indiretas, pela ativacdao dos seus receptores AdipoR1 e AdipoR2, presentes no
musculo esquelético e no figado, respectivamente (Yamauchi et al, 2003; Neumeier et al,
2005; Stojsavljevic et al, 2014). A ativagdao do PPAR-y melhora a sensibilidade a insulina pelo
aumento da captacao de acidos graxos pelo tecido adiposo, com aumento da captacdo de
glicose pelo musculo (Zhu et al, 2008; Ghoshal & Bhattacharyya, 2015). A acdo via receptores
AdipoR1 e AdipoR2 aumenta a expressao do receptor ativado pelo proliferador de
peroxissoma-a (PPAR-a) e ativa o fator de necrose kappa B (NFk-B) e a proteina quinase
ativada por mitégeno (AMPK). Esses fatores influenciam a funcdo endotelial, a captacdo de
glicose e a gravidade da DHGNA (Yamauchi et al, 2002; Yamauchi et al, 2003; Kadowaki &
Yamauchi, 2005; Zhu et al, 2008; Xu et al, 2011; Ghoshal & Bhattacharyya, 2015).

A adiponectina é o principal modulador da expressao hepatica do PPAR-a, que por
sua vez modula a B-oxidagdo hepatica e do musculo esquelético e a expressao das proteinas
de transporte de AG. Além disso, a baixa atividade do PPAR-a parece influenciar a secrec¢do
de citocinas inflamatdrias (Yamauchi et al, 2001; Yamauchi et al, 2002). No entanto, outros
estudos sao necessarios para o entendimento do mecanismo de agao do PPAR-a no
desenvolvimento e progressdao da DHGNA. Apesar da menor concentracdao de adiponectina
em individuos obesos em compara¢dao a magros, a regulacao da expressao ainda nao esta
completamente entendida. Especialmente na DHGNA, a concentragdo de adiponectina
parece estar menor nos pacientes em comparac¢do aos controles (Barrar et al, 2007; Jiang et

al, 2009; Dong et al, 2015).

A regulacdo da sintese e expressao e os mecanismos da visfatina ainda sdo recentes e
contraditdrios. Inicialmente a visfatina foi identificada como fator de estimulacdo de
colbnias de células pré-B (PBEF) de expressdao na medula dssea, musculos e figado (Samal et

al, 1994; Dahal et al, 2012) e posteriormente foi identificada como o andlogo
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fosforibosiltransferase nicotinamida (NAMPT) no metabolismo da nicotinamina adenina
dinucleotideo (NAD) (Martin & Mulks, 2001; Rongvaux et al, 2002; Dahal et al, 2012).
Porém, foi a associagao da visfatina com o tecido adiposo que fez com que fosse classificada

como adipocina alguns anos depois (Fukuhara et al, 2005).

Recentemente a expressao da visfatina também foi observada em outros tecidos
além do TAV (Fukuhara et al, 2005); como macréfagos, células dendriticas e hepatdcitos
(Dahl et al, 2010; Garten et al, 2015). Apesar de a visfatina estar expressa preferencialmente
nos adipdcitos da gordura visceral, a expressdao no tecido hepatico (Fukuhara et al, 2005;
Chen et al, 2007; Revollo et al, 2007; Dahal et al, 2012) esta associada com o
desenvolvimento da obesidade, diabetes melitus (DM) e sindrome metabdlica (SM)

(Fukuhara et al, 2005; Chang et al, 2011; Garten et al, 2015).

A via da atuacgdo da visfatina pode ser intracelular ou extracelular (Fukuhara et al,
2005; Dahal et al, 2012; Garten et al, 2015), com correlacdo positiva entre as concentracoes
(Dahal et al, 2012; Mori et al, 2014; Yang et al, 2014; Garten et al, 2015). No entanto, ainda
ndo se sabe como a mesma molécula tem acdes tdo abrangentes (Fukuhara et al, 2005;

Dahal et al, 2012; Garten et al, 2015).

A visfatina intracelular é essencial para o metabolismo e sobrevivéncia da célula pela
atuacdo como catalizadora do NAD. O desequilibrio desse mecanismo pode levar ao estresse
oxidativo (EO), disfuncdo mitocondrial e apoptose (Dahal et al, 2012; Mori et al, 2014; Yang
et al, 2014; Garten et al, 2015). Em relacdo a atividade extracelular, a visfatina parece
mimetizar a insulina, induzindo a captagao de glicose e diminui¢dao da glicemia com a mesma
eficiéncia que a insulina, porém sem alteracdo da concentracdo ao longo do dia. A visfatina
parece compartilhar propriedades com a insulina tanto in vitro quanto in vivo, com papel

importante na manutencdo da homeostase da glicose. No entanto, o aumento da glicemia
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parece diminuir a expressao hepatica de visfatina (Fukuhara et al, 2005), um dos fatores que

poderia explicar a baixa concentracdo sérica em pacientes com DHGNA em alguns estudos.

No entanto, a visfatina também apresentou efeito pré-inflamatério pela ativagdo do
NFk-B e aumento da sintese de fator de necrose tumoral a (TNF-a), fatores indutores de EO
e disfungcdao mitocondrial (Romacho et al, 2009; Moschen et al, 2010; Garten et al, 2015)
importantes no desenvolvimento de fibrose (Kukla et al, 2010). Em pacientes com DHGNA, a
concentracdo de visfatina ainda é incoerente, alguns estudos observaram associagdo como
fator de risco (Aller et al, 2009; Akbal et al, 2012, Bekaert et al, 2015) e outros como fator

protetor (Dahl et al, 2010, Genc et al, 2013, Bekaert et al, 2015).

A resistina é um polipepitideo sintetizado no humano pelas células mononucleadas
do tecido adiposo e presente no plasma em duas formas. A isoforma de menor peso
molecular esta presente na circulagdo em menor concentracdo, porém é mais bioativa
(Steppan et al, 2001; Patel et al, 2004; Pagano et al, 2006; Stojsavljevi¢ et al, 2014). A
concentracdo da resistina parece ser diretamente proporcional a gordura corporal em
individuos com excesso de peso, aumentada na DHGNA e maior nos individuos com EHNA

do que naqueles com ES (Shilha et al, 2003; Jarrar et al, 2007; Jiang et al, 2009).

A resistina foi colocada por alguns autores como elo entre a obesidade e a inflamacao,
com aumento do EO, estresse RE e disfungdo mitocondrial (Azuma et al, 2003; Degawa-
Yamauchi et al, 2003; Lehrke et al, 2004; Zhou et al, 2013; Hsieh et al, 2014). Além disso, a
resistina parece induzir a disfuncdo mitocondrial diretamente, diminuindo a efetividade da
cadeia transportadora de elétrons e a liberacdo de ATP. Essa disfungdo mitocondrial
decorrente do aumento de resistina parece induzir o acimulo de TG hepatico (Zhou et al,

2013).

Apesar do nome resistina ter sido originado de “resistente a insulina”, o mecanismo de

acdo da resistina na Rl ainda ndo esta bem elucidado (Steppan et al, 2001). A resistina
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parece estar associada com a Rl apenas em situagdes especificas, por exemplo, apenas no
inicio do desenvolvimento da SM ativando a dnLP hepatica e controlando o metabolismo
lipidico periférico; sem interferéncia na SM estabelecida (Vazquez et al, 2008; Meshkani et
al, 2009; Makni et al, 2013; Fuentes et al, 2013; Asterholm et al, 2014; Codofier-Franch &
Alonso-Iglesias, 2015). Ainda que os mecanismos nao estejam totalmente elucidados, a
resistina parece ter agao oposta ao da adiponectina, apesar de ambas apresentarem

estruturas quimicas parecidas (Codofier-Franch & Alonso-Iglesias, 2015).

A expressdao e secrecao de adipocinas parecem estar associadas com a atividade
imunomoduladora da vitamina D (VD) (Cohen-Lahav et al, 2006; Sadeghi et al 2006; White,
2008; Baeke et al, 2010; Borges et al, 2011; Trochoutsou et al, 2015), porém os mecanismos
envolvidos na DHGNA ainda ndo estdo completamente elucidados. A VD é um hormonio
esteroide presente na natureza em duas formas que se diferenciam apenas pela cadeia
lateral: (I) ergocalciferol (VD,), sintetizado pelas plantas e (Il) colecalciferol (VD3) sintetizado
na pele de mamiferos; encontrado em peixes e seus 6leos, figado bovino e ovos. Apesar das
fontes alimentares, apenas 10-20% da necessidade de VD é obtida via alimentagao; a
principal fonte de VD é a exposicdo ao sol ou o uso de suplementos (Holick, 1996; Borges et

al, 2011; Kwok et al, 2013; Trochoutsou et al, 2015).

O estimulo dos raios-ultravioleta na pele induzem a fotdlise do 7-dehidroxicolesterol em
VD3, que é entdo carreada por proteinas ligantes de VD até o figado. No figado, a VD3 sofre
uma hidroxilagdo no carbono 25 pela enzima 25-hidroxilase, tornando-se 25-hidroxivitamina
D (25VD), o precursor imediato da VD ativa e marcador do estado nutricional da VD. A forma
25VD é transferida para inumeras células, nas quais é hidroxilada sob acdo da 1-a
hidroxilase, formando a 1,25-hidroxivitamina D (1,25VD), a forma metabolicamente ativa.
Essa segunda hidroxilagdo acontece especialmente nos rins, regulada por feedback negativo

na modulacdo da 24-hidroxilase. A 24-hidroxilase promove a hidroxilacdo em
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24,25hidroxivitamina D, um metabdlito inativo que é catabolizado (Holick, 1996; Borges et

al, 2011; Kwok et al, 2013; Trochoutsou et al, 2015).

Na célula, a VD pode ter agdao gendmica ou nao-gendmica (Haussler et al, 2011). A
acdo ndo-gendmica é mais rapida do que a acdo gendmica, por ser mediada por proteinas de
membrana e segundo mensageiros, como a AMPK e a monofosfato ciclico de adenosina
(AMPc) (Haussler et al, 2011; Trochoutsou et al, 2015). A agdo gendmica da VD é mediada
por transcricdo génica; a 1,25VD liga-se com o receptor de vitamina D (VDR), um receptor da
superfamilia de receptores nucleares dos fatores reguladores da transcricdo dos hormdnios
esteroides, acido retindico, hormoénio tiroidiano e vitamina D. O VDR interage com o
receptor X retindde (RXR) formando o complexo heterodimero VDR-RXR, que por sua vez se
liga ao elemento de resposta a vitamina D (VDRE); compondo um complexo que modula a
transcricdo de mais de 200 genes (Haussler et al, 1997; Dilworth & Chambon, 2001;
McKenna & O'Malley, 2002; Kwok et al, 2013; Trochoutsou et al, 2015).

A VD modula a diferenciacdo de mondcitos (Baeke et al, 2010; Borges et al, 2011), a
diferenciacao de linfécitos (Zhu et al, 2006; Borges et al, 2011), diminui a expressdo de TLR-2
e TLR-4 (Sadeghi et al 2006; Borges et al, 2011) e inibe a ativacdo do NFk-B (Cohen-Lahav et
al, 2006; Borges et al, 2011). Dessa forma, a VD modula a resposta imune e sintese de
citocinas (Borges et al, 2011). Além da atuacdo sistémica modulando a inflamac¢do, a VD
também tem acdo direta no figado, pois o VDR esta expresso nas células hepaticas

(Barchetta et al, 2012).

No entanto, o papel da VD na DHGNA ainda esta sendo estudado. Diversos estudos
destacam a deficiéncia de VD associada com a gravidade da doenca (Targher et al, 2007;
Barchetta et al, 2011; Jablonski et al, 2013; Kwok et al, 2013; Rhee et al 2013), porém outros

ndo encontraram associacdo (Eliades et al, 2013; Jeong et al, 2014).
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Em resumo, a DHGNA é um espectro de desordens metabdlicas associadas com o
excesso de peso, Rl e inflamacdo. Essa triade da obesidade esta intimamente ligada com os
marcadores inflamatdrios originados no tecido adiposo, como a adiponectina, visfatina e
resistina. A VD parece modular o sistema imune e a liberacdo de citocinas. Talvez esse
hormonio esteroide esteja envolvido na sintese e secre¢do das adipocinas em pacientes com

DHGNA, modulando o desenvolvimento dos achados histolégicos da doenga.
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A vitamina D influencia a acdo das adipocinas nas alteracGes histolégicas que

caracterizam a doenga hepatica gordurosa nao alcodlica.
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Objetivo

Objetivo geral:

Avaliar associagcdo das alteragdes histoldgicas (esteatose, inflamagdo lobular,
balonizacao, fibrose perisinusoidal, fibrose, esteato-hepatite) com a concentragdo sérica de

adiponectina, visfatina, resistina e vitamina D em pacientes com DHGNA.
Objetivos especificos:

o Caracterizar pacientes com DHGNA.

o \Verificar a antropometria, composicdao corporal e consumo alimentar de
pacientes com DHGNA.

o Verificar a concentragdo sérica de enzimas hepaticas e exames bioquimicos
em pacientes com DHGNA.

o Verificar a concentragdo sérica de adipocinas e vitamina D em pacientes com

DHGNA.
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O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) de nossa
instituicdo em 2 de abril de 2012 (Protocolo CEP 4140-2012). Todos os pacientes ou seus
responsaveis legais assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (ANEXO

1).
Calculo- amostral

Para o calculo do tamanho amostral utilizamos a férmula de Fisher e Belle, com as
seguintes varidveis: prevaléncia de deficiéncia de vitamina D em pacientes com DHGNA de
60%, com intervalo de confianga 95% e erro amostral de 6%. O resultado foi de 131

pacientes.

Delineamento-

Foi realizado um estudo transversal. Os pacientes foram encaminhados do Ambulatério
de Hepatologia Geral do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu (HC-
FMB) e das Unidades Basicas de Saude (UBSs) de Botucatu apds aprovacdo do Ministério da
Saude de Botucatu (Anexo 2 e 3). O atendimento e coleta de sangue foram realizados na
Unidade de Pesquisa Clinica (UPECLIN), a ultrassonografia (US) e a bidpsia hepatica (BX)
foram realizadas no HC-FMB. A Figura 2 explica o delineamento dos procedimentos
realizados no estudo e o intervalo de tempo maximo entre cada etapa e a Figura 3 detalha as
razGes pelas quais os pacientes foram excluidos desde a triagem e primeira consulta até a

confirmacdo do diagndstico.
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Triagem e consulta |

"f { Exames bioguimicos 1

4 meses =

3 meses — | ]

Exames — adiponectina, | Excluidos I

visfatina, resistinae VD

21 dias

Realizacdo BX

Confirmacéo de
diagnostico:
incluidos

Figura 2. Delineamento dos procedimentos realizados e intervalo de tempo maximo

entre cada etapa. US: ultrassonografia; VD: vitamina D; BX: bidpsia hepatica.

165
Triagem e Consulta
(10/ 2012- 01/ 2015)

139 US e avaliacdo dos 20ndo
exames bioquimicos aceitaram
I . 1 3uso VD
4 ) .
100 Indicacio BX 20 ndo realizaram exames 2 alcoolistas
3 sem indicacio BX 1 dbito

g2 | 18 ndo I 3 VHC
Confirmacio de compareceram 8 HB

diagnéstico: 5 Med Hepatox (Ancoron,
DHGNA Tamoxifeno, Depakene)
\_ J

Figura 3. Delineamento do estudo baseado nos critérios de exclusdo e na confirmacado do

diagndstico de DHGNA. US: ultrassonografia; VD: vitamina D; BX: bidpsia hepatica; VHC:
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hepatite viral tipo C; HB: hepatite B; Med Hepatox: medicamentos hepatotéxicos; DHGNA:

doenca hepatica gordurosa nado alcodlica.

Critérios de Inclusao

v" Adultos (faixa etaria entre 18 e 80 anos)

v" DHGNA e classificados como n3o etilistas (consumo de etanol < 20 g/dia para

mulheres e 30g/dia para homens)

Critérios de Exclusdo

x Doencas cronicas que potencialmente alteram o metabolismo da VD como
insuficiéncia renal crbonica, cancer ndo tratado, insuficiéncia cardiaca
descompensada, gestantes, lactantes e individuos que fazem uso de suplementos

contendo VD.

x Portadores de outras doencas que podem alterar a histologia hepatica como
hepatite B, C, doencga hepatica alcdolica, doenca colestatica do figado, deficiéncia

de a-1 antitripsina, hemocromatose, doenca de Wilson, abetalipoproteinemia.
% Uso atual de esteroides (anamnese).

x Uso de farmacos hepatotdxicos segundo classificacdo dos softwares Toxinet e

Bioutox.

Coleta de dados

A coleta de dados foi realizada pela pesquisadora. A avaliacdo clinica e o
encaminhamento para realizacdo dos exames laboratoriais, US e BX foram realizados por

médico especialista.
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Anamnese e avaliacdo nutricional

Foi utilizado protocolo préprio com dados demograficos (sexo, idade, escolaridade e
etnia), medidas antropométricas (peso, estatura e circunferéncia abdominal (CA)), de
composi¢ao corporal (bioimpedancia elétrica), histérico pessoal (doengas cronicas nao
transmissiveis (DCNT) e pratica de atividade fisica), questionario de frequéncia alimentar

(QFA) e questionario de exposicao solar (QSol) (Anexo 5).

Em relacdo a escolaridade, os pacientes foram classificados como Analfabetos
(individuos que nunca estudaram ou n3o completaram o ensino fundamental - antiga 8°
série); Fundamental (individuos que completaram o ensino fundamental); Médio (individuos
gue completaram o ensino médio) e Superior (individuos com curso superior). A etnia foi
considerada de acordo com o prontudrio eletrénico, com classificagdo em branco e nao

branco.

Os dados antropométricos foram obtidos de acordo com os critérios propostos por
Waitzeberg e Ferrini, 2001. O indice de massa corporal (IMC) foi calculado conforme
previamente descrito e classificado de acordo com a idade como proposto pela Organizacao

Mundial da Saude (OMS).

Foi utilizada bioimpedancia elétrica Biodynamics 450, de frequéncia Unica seguindo as
recomendac¢des do fabricamente para aplicacdo da avaliagdo. Os valores de massa magra
(MM) e de massa gorda (MG) foram diretamente calculados pelo aparelho de
bioimpedancia. O indice de massa magra (IMM) foi calculado a partir da massa magra
absoluta em quilogramas (kg) dividida pelo quadrado da estatura (kg/m?), os valores de
referéncia de acordo com o sexo seguiu o Consenso Europeu de Sarcopenia (Cruz-Jentoft et

al, 2010). A porcentagem de MG foi classificada de acordo com Pollock e Wilmore, 1993.

No histérico pessoal foi questionado sobre o diagndstico de DCNT, como DM, DLP e
hipertensao (HAS) e a pratica de atividade fisica. As DCNT foram classificadas como presente

ou ausente. Foram considerados individuos ativos aqueles que referiram praticar algum tipo
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de atividade fisica (natacdo, hidroginastica, caminhada, exercicio resistido, pilates) pelo

menos 3 dias na semana com duragao de no minimo 1 hora por dia.

O consumo alimentar foi avaliado por QFA semi-quantitativo (Anexo 5). O calculo dos
nutrientes do QFA foi feito pelo programa NDS-R e a ingestao para avaliagdo do consumo de
vitamina D foi corrigida pela energia segundo Willet & Stampfer. Foi utilizado como valor de
referéncia para o consumo de VD a ingestdo adequada (Al), de 10ug ao dia (ug/d) (DRlIs,
2005). O consumo energético e proteico foram avaliados de acordo com a massa corporal
em kg. Além disso, foi realizada avaliagdo do consumo alimentar baseada no numero de
porcdes de acordo com a Piramide alimentar adaptada para populagao brasileira (Philippi,

2013).

A exposicdo solar foi avaliada através do calculo do indice de exposicdo solar a partir da
aplicacdo do QSol (Palacios et al, 2012). O questionario apresenta 6 questdes, abrangendo a
frequéncia e tempo de exposicao solar, tipo de vestimentas utilizadas, uso de filtro solar,
fator de protecao e capacidade de bronzear-se ou queimar-se apds a exposicao. O escore de
exposicdo solar pode variar de 0 (ndo exposicdo solar, elevado uso de roupas/protetor solar
quando ao ar livre, nunca queima/bronzeia) a 38 (elevada exposi¢do solar, roupas leves/ndo
utilizacdo de protetor solar quando ao ar livre, queima facilmente, nunca bronzeia) (Anexo

5).

Dosagens laboratoriais

Para a dosagem de alanina amino transferase (ALT), aspartato amino transferase (AST),
gama glutamil transferase (GGT), fosfatase alcalina (FA), glicemia de jejum, albumina,
colesterol total (CT), triglicérides (TG) e colesterol de alta densidade (HDL) foi utilizado o
método de quimica seca. A insulina de jejum foi dosada pelo método de

quimioluminescéncia. O HOMA-IR foi calculado pela férmula HOMA-IR = [glicose (nmol/L) *
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insulina (uU/mL)/22.5], utilizando a glicose de jejum (Matthews et al, 1985) e classificado de

acordo com o IMC (Ghiringhello et al, 2006) como presenga ou auséncia de RI.

Dosagens das citocinas inflamatdrias e 25VD

As amostras foram coletadas por técnica em enfermagem experiente, utilizando tubo
seco com gel envolto com papel aluminio. Imediatamente foram transportadas em isopor
com gelo até a Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX). Para separacao do soro, os
tubos foram centrifugados em centrifuga Eppendorf refrigerada durante 15 minutos a
3000rpm e 4°C. As aliquotas de 500uL do soro sobrenadante foram pipetadas em tubos

eppendorf e congeladas a — 80°C até realizac3o das dosagens.
Dosagens de adiponectina, visfatina e resistina

Foram utilizados kits ELISA da Biovision para humanos. Os reagentes foram
preparados e o procedimento realizado segundo informag¢des do fabricante para cada

dosagem.
Dosagem da 25VD

As concentracdes de 25VD no soro foram analisadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), as amostras foram preparadas e o procedimento foi realizado segundo
indicacbes do fabricante do sistema Chromsystems. Foi considerado o ponto de corte para
25VD como deficiéncia <20 ng/dL; insuficiente 21-29 ng/dL e adequado 30-50 ng/dL de

acordo com o Institute of Medicine.

Biopsia hepatica

A bidpsia hepatica foi realizada sob anestesia local utilizando-se pun¢do com agulha

aspirativa guiada por US na beira do leito. Os critérios e recomendac¢des para o preparo e
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periodo apds a bidpsia sdo adotados conforme o consenso da AASLD — American Association
for the Study of Liver Disease. As amostras de tecido hepatico foram encaminhadas para
analise histolégica pelo Departamento de Patologia do HC-FMB. A leitura das ldminas foi
feita pelo mesmo médico patologista, de acordo com o score proposto por Mendler et al,
2005. (Tabela 1). A classificacdo da histologia hepdtica teve como objetivo refinar o
diagnostico de DHGNA, inclusive excluindo outras etiologias, por exemplo, a hepatite auto-
imune (HAI) cujo achado histoldgico caracteristico é a atividade inflamatdria periportal. Em
estudo anterior realizado no nosso servigo, 58% dos pacientes diagnosticados com DHGNA
apresentaram auto-anticorpo positivo sendo que apenas 1 teve o diagnostico de HAI
confirmado pelo escore estendido do International Group of Autoimmune Hepatitis
(Camargo, 2014). Dessa forma, os individuos que apresentaram auto-anticorpos positivo na

auséncia de alteracdo hepatica caracteristica de HAI ndo foram excluidos.

Tabela 1. Score de classificacdo da histologia hepdtica de acordo com os critérios de

Mendler et al, 2005.

Fibrose portal

0 — Auséncia de fibrose.

1 — Fibrose em alguns espagos porta, com ou sem fibrose septal.

2 — Fibrose na maioria dos espagos porta, com ou sem fibrose septal.

3 — Fibrose na maioria dos espacos porta, com ocasionais pontes porta-porta (P-P) e/ou central-
porta (C-P).

4 — Fibrose na maioria dos espacos porta, com pontes P-P e/ou C-P evidentes.

5 — Pontes P-P e/ou C-P evidentes com nddulos ocasionais (cirrose incompleta).

6 — Cirrose possivel ou definitiva

Inflamacgao lobular Cada critério classificado 0 — 3:
Corpusculo de Mallory

Baloniza¢ao do hepatdcito
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0 — Ausente.

1 - Envolvimento de alguns lébulos.

2 — Envolvimento de diversos Iébulos.

3 — Envolvimento da maioria dos lébulos, com maior danificagdo em alguns ou na maioria dos
[6bulos.

Fibrose perisinusoidal

0 — Ausente

1 — Envolvimento perivenular e/ou periportal de alguns lébulos.

2 — Envolvimento perivenular e/ou periportal da maioria dos lébulos, sem deposicdo de colageno
intersticial difusa.

3 — Envolvimento perivenular e/ou periportal na maioria dos Iébulos, com fibrose intersticial
envolvendo alguns ou a maioria dos lébulos.

Esteatose

1 —<5% das células hepaticas envolvidas.

2 —5-33% das células hepaticas envolvidas.

3 — 34 - 66% das células hepaticas envolvidas

4 — >66% das células hepaticas envolvidas

Adaptado de Mendler et al, 2005.

Para andlise estatistica cada critério de categorizacdao foi reclassificado como ndo
presente e presente ou significativo. Em relacdo a esteatose, foi considerado esteatose nao
significativa o envolvimento de até 33% do tecido hepatico e esteatose siginificativa o

envolvimento de pelo menos 34% do tecido hepatico (Tabela 2).

Tabela 2. Classificagdo dos parametros histologicos.

Dados Mendler Classificacao
Fibrose 0 N FIBR
1-6 FIBR

51



Caswistica e metodos

Atividade necro- 0 N LOB
inflamatéria lobular 1-3 LOB
Corpusculo de 0 N MALL
Mallory 1-3 MALL
Balonizagao 0 N BALL
1-3 BALL
Fibrose 0 N F PERIS
perisinusoisal 1-3 F PERIS
Esteatose 1-2 N ESTEAT
3-4 ESTEAT

Critérios de classificacdo correspondentes segundo Mendler et al, 2005. N FIBR: ausencia
de fibrose; FIBR: presencga de fibrose; N LOB: auséncia de inflamagao lobular; LOB: presenga
de inflamagdo lobular; N MALL: auséncia de corpusculo de Mallory; MALL: presenca de
corpusculo de Mallory; N BALL: auséncia de balonizagao; BALL: presenga de balonizagdo; N F
PERIS: auséncia de fibrose perisinusoidal; F PERIS: presenca de fibrose perisinusoidal; N

ESTEAT: auséncia de esteatose significativa; ESTEAT: presenca de esteatose significativa.

Para classificacdo do escore da gravidade da doenca e da EHNA foi utilizada a proposta
de Kleiner e colaboradores considerando as altera¢des caracteristicas; esteatose, inflamacao
lobular e balonizagdo. Na soma dos critérios <4 o individuo foi classificado como nao
portador de EHNA (N EHNA) e na soma 25 foi classificado como portador de EHNA ( Tabela
3) (Kleiner et al, 2005).

Tabela 3. Pontuacao para classificacao de EHNA

Item Definicao Score/ codigo

Grau de esteatose <5% 0
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5% - 33%
>33% - 66%

>66%

Inflamacgao lobular Nada
<2 pontos por 200x

2 —4 pontos por 200x

>4 pontos por 200x

Balonizagdo Nada

Raro

N P O W N P O W N -

Evidente

Adaptado de Kleiner et al, 2005.

Andlise estatistica

Na caracterizacdo da amostra, as varidveis categdricas estdo apresentadas em
porcentagem e as varidveis continuas foram submetidas ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk para definicdo do modo de apresentagdo. As varidveis paramétricas estao
apresentadas em média e desvio padrdo e as varidveis ndo paramétricas em mediana e

percentis.

Foram considerados seis desfechos: ESTEAT, LOB, BALL, F PERS, FIBR E EHNA. Cada
desfecho foi estratificado em dois grupos, para comparacdo com as variaveis categoricas
foram utilizados o teste y° ou teste exato de Fisher e para as variaveis continuas o teste t-

Student ou Mann-Whitney de acordo com a distribuicdo de normalidade.

Foi realizada de modo preliminar analise da correlagdo entre as varidveis que seriam

incluidas nos modelos de regressdo para evitar problemas de multicolinearidade. Assim,
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houve correlagdo positiva entre a concentragao de visfatina e nimero de leucdcitos, motivo
pelo qual o nimero de leucdcitos foi excluido dos modelos de regressdo. Para verificar a
associacdo entre os desfechos com as adipocinas e as variaveis da VD foi feito teste de
regressao logistica. Foram construidos oito modelos para cada desfecho (ESTEAT, LOB, BALL,
F PERS, FIBR E EHNA). O primeiro modelo consistiu em analise univariada. No segundo
modelo, adicionamos a idade. Os outros modelos foram criados a partir de agrupamento de
variaveis. No terceiro modelo, foram agrupadas as citocinas inflamatdrias (adiponectina,
resistina e visfatina) e idade. No quarto modelo estdo as varidveis relacionadas com a
vitamina D (VD, QSol e consumo de vitamina D) e idade; no quinto modelo, todas estas
varidveis foram adicionadas; e nos ultimos modelos, foram testadas as interacbes entre a
25VD e uma variavel de citocina inflamatéria por vez (resistina, adiponectina e visfatina).
Nao foi possivel adicionar o sexo como varidvel de ajuste nos modelos de regressao devido

ao pequeno numero de pacientes do sexo masculino.

Foi utilizado o pacote estatistico SigmaPlot for Windows versdo 12.0 (Systat Software,
Inc) para as analises estatisticas e construcdo dos graficos. Em todas as andlises o nivel de

significancia adotado foi de 5% (p<0,05).
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A apresentacdo dos resultados foi organizada como caracterizacdo da amostra e variacao
da chance de apresentar as alteragdes histoldgicas. A caracterizagdo da amosta esta
apresentada como todos os pacientes e de acordo com os achados histoldgicos. A variacdo

da chance esta apresentada para cada achado histolégico.
Caracterigacio do aumostra

Na Tabela 4 estdao apresentados os resultados da classificagdo da histologia segundo
Mendler em relacdo aos estagios de cada achado. Todos os pacientes foram classificados
com algum grau de esteatose, sendo que 18% dos pacientes apresentaram o estdgio mais

avancado.

Tabela 4. Classificagao da histologia hepatica de pacientes com DHGNA segundo critérios

propostos por Mendler et al, 2005.

Dados Todos Feminino Masculino P
0 44(54%) 35 (51,5%) 9 (64%) 0,329
1 13 (16%) 12 (18%) 1(7%)
2 7(9%) 6 (9%) 1(7%)
Fibrose
3 12 (15%) 11 (16%) 2 (14%)
(0-6)
4 1(1%) 1(1,5%) 0
5 3(4%) 3 (4%) 0
6 1(1%) 0 1 (1%)
Atividade 0 18 (22%) 15 (22%) 3 (21%) 0,916
Necro-inflamatéria 1 54 (66%) 44 (65%) 10 (71%)
Lobular 2 9 (11%) 8 (12%) 1(7%)
(0-3) 3 1(1%) 1(1%) 0
0 80 (98%) 66 (97%) 14 (100%) 0,810
Corpusculo de
1 1(1%) 1(1,5%) 0
Mallory
2 1(1%) 1(1,5%) 0
(0-3)
3 0 0 0
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0 8 (10%) 6 (75%) 2 (25%) 0,281
Balloning 1 64 (78%) 52 (81%) 12 (19%)
(0-3) 2 10 (12%) 10 (100%) 0 (0%)
3 0 0
0 59 (72%) 50 (85%) 9 (15%) 0,276
Fibrose 1 11 (13%) 7 (64%) 4 (36%)
Perisinusoidal (0-3) 2 9 (11%) 8(89%) 1(11%)
3 3 (4%) 3 (100%) 0 (0%)
0 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0,523
1 4 (5%) 3(75%) 1(25%)
Esteatose (0-4) 2 34 (41%) 27 (79%) 7 (21%)
3 26 (32%) 21 (81%) 5 (19%)
4 18 (22%) 17 (94%) 1(6%)

DHGNA: doenga hepatica gordurosa ndo alcodlica. Todos: toda a amostra estudada.

J4 na classificacdo bindria, em 44 pacientes (54%) foi verificado mais que 34% dos
hepatdcitos com acumulo de TG (ESTEAT). Para as demais caracteristicas, foi observado LOB
em 78% dos pacientes, BALL em 90%, MALL em 2%, F PERIS em 28% e FIBR em 46%. Na
categorizagao segundo Kleiner, 78% dos individuos foram classificados como portadores de

EHNA com pelo menos 5 pontos. (Tabela 5).

Tabela 5. Classificagdao simplificada da histologia hepatica de pacientes com DHGNA.

Dados Todos

ESTEAT 44 (54%)
LOB 64 (78%)
BALL 74(90%)
MALL 2 (2%)

F PERIS 23 (28%)
FIBR 38 (64%)
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EHNA 26 (32%)

DHGNA: doencga hepatica gordurosa nao alcodlica; Todos: toda a amostra estudada;
ESTEAT: esteatose hepatica significativa;, LOB: presenca de inflamacdo lobular BALL:
presenca de balonizagdo; MALL: presenca de corpusculo de Mallory; F PERIS: presenca de

fibrose perisinusoidal; FIBR: presenca de fibrose; EHNA: presenca de esteato-hepatite.

Em relacdo as alteracGes da histologia hepatica, nos pacientes com ESTEAT foi observado
maior prevaléncia de LOB (p=0,026) e BALL (p=0,001) e nos pacientes com LOB (p=0,026) e
BALL (p=0,001) maior prevaléncia de ESTEAT. Além disso, foi observada maior prevaléncia
de FIBR nos pacientes com F PERIS (p<0,001) e maior prevaléncia de F PERIS nos pacientes
com FIBR (p<0,001). Também foi observada nos pacientes com EHNA maior prevaléncia de

LOB (p=0,003) (Tabela 6).

Tabela 6. Alteracdes da histologia hepdtica de pacientes com DHGNA de acordo com a

classificacdo dos achados histolégicos.

Dados ESTEAT LOB BALL F PERS FIBR EHNA
Todos  44(54%)  64(78%) 74 (90%) 23(28%) 38 (46%) 26 (32%)
25 30 11 14 0
N ESTEAT - (39%) (41%) (48%) (37%) (0%)
39 . 12 24 26
ESTEAT i (61%) 44 (59%) (52%) (63%) (100%)
b ] 0,026 0,001 0,938 0,167 <0,001
5 : 4 6 0
NLoB (11%) - 14 (19%) (17%) (16%) (0%)
39 . 19 32 26
LoB (89%) - 60(81%) (83%) (84%) (100%)
b 0,026 ] 0,066 0,744 0,325 0,003
0 4 1 1 0
N BALL (0%) (6%) ] (4%) (3%) (0%)
BALL a4 60 _ 22 37 26
(100%) (94%) (96%) (97%) (100%)
b 0,001 0,066 ] 0,431 0,063 0,051
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32 45 52 - 16 21
N F PERIS (73%) (70%) (70%) (42%) (81%)
12 19 22 2 5
F PERIS (27%) (30%) (30%) - (58%) (19%)
b 0,038 0,744 0,431 } <0,001 0,344
20 32 37 1 1
N FIBR (50%) (50%) (50%) (4%) - (42%)
R 2 32 37 22 _ 15
(50%) (50%) (50%) (96%) (58%)
b 0,167 0,325 0,063 <0,001 } 0,243
18 38 18 18 23
N EHNA (41%) (59%) (65%) (78%) (61%) -
26 26 26 5 15
EHNA (59%) (41%) (35%) (22%) (39%) i
0 <0,001 0,003 0,051 0,344 0,243 ;

DHGNA: doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica; Todos: toda a amostra estudada; N
ESTEAT: auséncia de esteatose significativa; ESTEAT: presenca de esteatose significativa; N
LOB: auséncia de inflamagdo lobular; LOB: presenca de inflamagdo lobular; N BALL: auséncia
de balonizacdo; BALL: presenca de balonizacgdo; N F PERIS: auséncia de fibrose
perisinusoidal; F PERIS: presenca de fibrose perisinusoidal; N FIBR: ausencia de fibrose; FIBR:
presenca de fibrose; N EHNA: auséncia de esteato-hepatite; EHNA: presenca de esteato-

hepatite.

Em relacdo aos dados demogréficos, foi observado maior frequéncia do sexo feminino;
com média da idade de 51 anos, sendo que os pacientes com ESTEAT eram mais jovens do
gue os N ESTEAT (p=0,026). Foi verificada baixa escolaridade sem diferenca de acordo com a
classificacdo dos achados histoldgicos. Além disso, a maioria dos nossos pacientes eram

brancos (Tabela 7).

Tabela 7. Dados demograficos de pacientes com DHGNA de acordo com a classificacdo

dos achados histoldgicos.

Dados Sexo Idade Escolaridade Etnia

Feminino (anos) Analfabeto  Fundamental Médio Superior Branco
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Todos 68(83%)  51+11 24 (29%) 23(29%)  22(28%) 12 (14%) 77 (94%)
NESTEAT  30(79%) 54,5+11,6 12 (32%) 14 (37%) 7(18%) 5(13%) 35 (100%)
ESTEAT 38(86%) 48,9%10,9 12 (27%) 9 (20%) 16 (36%)  7(16%) 42 (95%)
p 0,551 0,026 0,21 1
N LOB 15(83%) 51,849,55 3 (17%) 8 (44%) 4(22%)  3(17%) 17 (100%)

LOB 53(83%)  51,4+12 21 (33%) 15(23%)  19(30%) 9(14%) 60 (97%)
p 1 0,916 0,283 1
N BALL 6(75%) 56,4%12,6 3 (37,5%) 1(12,5%) 3(37,5%) 1(12,5%) 8 (100%)
BALL 62 (84%)  51#11,3 21 (28%) 22(30%)  20(27%) 11(15%) 69 (97%)
p 0,619 0,211 0,734 1
NFPERIS  50(85%) 51#11,6 19 (321%) 14 (24%)  20(13%) 6(26%) 57 (98%)
F PERIS 18 (78%) 52,9+11,4 5 (22%) 9 (39%) 3(13%) 6(26%)  2(95%)
p 0,522 0,484 0,858 0,463
N FIBR 35(79%) 50,6+11,9 12 (27%) 13(29%)  15(33%) 5(11%) 43 (100%)
FIBR 33(87%) 52,611 12 (32%) 10 (27%) 8(22%)  7(19%)  34(94%)
p 0,561 0,436 0,553 0,204
N EHNA 43 (77%) 52,7+11,3 14 (25%) 19 (34%) 16 (29%) 7(12%) 52 (98%)
EHNA 25(96%)  49+11,7 10 (38%) 4 (15%) 7(27%)  5(19%) 25 (96%)
p 0,031 0,17 0,279 1

DHGNA: doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica; Todos: toda a amostra estudada; N
ESTEAT: auséncia de esteatose significativa; ESTEAT: presenca de esteatose significativa; N
LOB: auséncia de inflamagao lobular; LOB: presenca de inflamacgao lobular; N BALL: auséncia
de balonizacdo; BALL: presenca de balonizacdo; N F PERIS: auséncia de fibrose
perisinusoidal; F PERIS: presenca de fibrose perisinusoidal; N FIBR: ausencia de fibrose;FIBR:
presenca de fibrose; N EHNA: auséncia de esteato-hepatite; EHNA: presenca de esteato-

hepatite.

Em relagdo as doengas cronicas nao transmissiveis, 96% dos pacientes apresentaram
pelo uma doenca: a obesidade de acordo com a classificacdo do IMC. No entanto, apenas os
pacientes com FIBR apresentaram diferenca de acordo com a classificagdo dos achados
histolégicos, com maior prevaléncia de hipertensdo. Os pacientes eram majoritariamente
sedentarios, sem diferenca de acordo com a classificacdo dos achados histolégicos (Tabela

8).
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Tabela 8. Doencgas cronicas ndo transmissiveis e pratica de atividade fisica de pacientes

com DHGNA de acordo com a classificacdo dos achados histoldgicos.

Dados Diabetes Dislipidemia Hipertensao Obesidade Inatividade fisica
Todos 31 (37%) 49 (60%) 51 (62%) 79 (96%) 65 (79%)
N ESTEAT 12 (32%) 21 (55%) 25 (66%) 35 (92%) 30 (79%)
ESTEAT 19 (43%) 28 (64%) 26 (59%) 44 (92%) 35 (79%)
p 0,394 0,586 0,693 0,165 0,794
N LOB 7 (39%) 12 (67%) 11 (61%) 16 (89%) 13 (72%)
LOB 24 (37,5%) 37 (58%) 40 (62%) 63 (98%) 52 (81%)
p 0,867 0,686 0,867 0,1 0,246
N BALL 2 (25%) 4 (50%) 7 (87%) 8 (100%) 5(62%)
BALL 29 (39%) 45 (61%) 44 (59%) 71 (96%) 60 (81%)
p 0,704 0,708 0,248 0,845 1
N FPERIS 20 (34%) 35 (59%) 35 (58%) 57 (96%) 44 (75%)
F PERIS 11 (48%) 14 (61%) 16 (73%) 22 (96%) 21 (91%)
p 0,36 0,903 0,35 0,648 0,493
N FIBR 15 (33%) 26 (58%) 21 (47%) 43 (96%) 37 (82%)
FIBR 16 (43%) 23 (62%) 30 (81%) 36 (97%) 28 (76%)
p 0,489 0,86 0,003 0,654 0,21
N EHNA 22 (39%) 34 (61%) 35 (62%) 53 (95%) 44 (79%)
EHNA 9 (35%) 15 (58%) 16 (61%) 26 (100%) 21 (81%)
p 0,872 0,986 0,872 0,485 0,736

DHGNA: doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica; Todos: toda a amostra estudada; IMC:
indice de massa corporal; OMS: organizacdo mundial da saude; N ESTEAT: auséncia de
esteatose significativa; ESTEAT: presenca de esteatose significativa; N LOB: auséncia de
inflamacdo lobular; LOB: presenca de inflamacdo lobular; N BALL: auséncia de balonizagdo;
BALL: presenca de balonizacdo; N F PERIS: auséncia de fibrose perisinusoidal; F PERIS:
presenca de fibrose perisinusoidal; N FIBR: ausencia de fibrose; FIBR: presenca de fibrose; N

EHNA: auséncia de esteato-hepatite; EHNA: presenca de esteato-hepatite.

Em relacdo aos dados antropométricos, foram observados valores de IMC e CA maiores

do que os valores de referéncia para individuos saudaveis, sendo que os pacientes com
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ESTEAT apresentaram maiores valores de peso e os pacientes F PERIS apresentaram maiores

valores de CA em comparac¢do aos N ESTEAT (p=0,016) e N F PERIS (p=0,035) (Tabela 9).

Tabela 9. Dados antropométricos de pacientes com DHGNA de acordo com a

classificagdo dos achados histoldgicos.

Dados Peso (kg) IMC (kg/m?) CA (cm)
Valor de Eutrofia F<88 cm
referéncia ) 18,5 e 24,9kg/m’ M<102 cm
Todos 81,3 (75,9-92,5) 33,3 (30,9- 36,1) 107 (102-114)
N ESTEAT 77,3 (70,7-90,3) 33,4 (29,8-36) 105 (100-114)
ESTEAT 84,7 (78,1-96,2)  33,3(31,1-37,3) 108 (102-116)
p 0,016 0,427 0,137
N LOB 74,2(69,4-94,8) 31,8 (28,9-34,8) 104 (95,5-114)
LOB 83,6 (77,3-92,4) 33,8(31,2-36,3) 108 (102-115)
p 0,059 0,123 0,262
N BALL 75,6 (70,9-87,6) 32,5 (30,6-33,6) 106 (98-111)
BALL 82,2 (76,2-93,9) 33,5(30,8-36,4) 107 (102-115)
p 0,142 0,291 0,453
N F PERIS 79,6 (74,4-89,5) 32,8 (30,6-35,9) 105 (101-113)
F PERIS 89 (76-98,4) 35,5 (31,3-39,4) 112 (105-117)
p 0,133 0,066 0,035
N FIBR 79,7 (72,7-89,8) 33,0 (30-36,2) 104 (100-114)
FIBR 83,2 (77,5-94,8)  33,3(32,1-36,3) 109 (105-114)
p 0,272 0,267 0,134
N EHNA 82,2 (72,2-93,4) 33,6 (30,6-36,2) 107 (101-114)
EHNA 80,9 (77,9-89) 33,2 (31-36,2) 106 (102-113)
p 0,858 0,932 0,738

DHGNA: doenca hepatica gordurosa nado alcodlica; CA: circunferéncia abdominal; kg:
kilograma; kg/m?*: kilograma por metro quadrado; cm: centimetros; F: sexo feminino; M:
sexo masculino; Todos: toda a amostra estudada; N ESTEAT: auséncia de esteatose
significativa; ESTEAT: presenca de esteatose significativa; N LOB: auséncia de inflamacao
lobular; LOB: presencga de inflamacdao lobular; N BALL: auséncia de balonizacdo; BALL:
presenca de balonizacdo; N F PERIS: auséncia de fibrose perisinusoidal; F PERIS: presenca de
fibrose perisinusoidal; N FIBR: auséncia de fibrose; FIBR: presenca de fibrose; N EHNA:

auséncia de esteato-hepatite; EHNA: presenca de esteato-hepatite.
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Em relagdo a composicao corporal, os pacientes com F PERIS apresentaram menor valor

de angulo de fase em comparacdo aos N F PERIS (p=0,010) (Tabela 10).

Tabela 10. Composicdo corporal de pacientes com DHGNA de acordo com a classificacdo

dos achados histolégicos.

Dados MM (%) IMM (kg/m?) MG (%) IMG (kg/m?)  AF (graus)
Valor de ] F>6,76kg/m” F: 26-28% ) )
referéncia M>10,76kg/m” M: 21-23%
63,4% 21,4 36,6 %
T ’ ’ ' 12,2 4,1 7,3+1
odos (60-69,9) (20,5-23,2) (30,1-39,9) 24,13 /31 graus
64 21 35,8 11,9
N ESTEAT ’ ’ 7,341
(60,1-71,1) (20,1-22,4) (28,8-39,9) (8,17-14,2) ’
63,2 21,9 36,7 12,5
ESTEAT ’ ’ ’ ’ 7,2 +1
(59,5-68,2) (20,7-23,4) (31,8-40,5) (9,73-14,3) ’
P 0,421 0,072 0,405 0,488 0,702
63,4 20,9 36,6 11,4
N LOB ’ ’ ’ ’ 7,1+0,88
(61,9-71,6) (19,5-23,1) (28,3-38) (8,12-13,4) P
63,4 21,5 36,6 12,6
LOB ’ ’ ’ ’ 7,3621,02
0 (59,4-68,6) (20,6-23,2) (31,3-40,6) (9,73-14,6) :361,0
P 0,53 0,166 0,545 0,285 0,286
63,6 20,6 36,3 11,4
+
N BALL (61,4-69,2) (19,7-21,7) (30,8-38,6) (8,9-13,4) 74111
63,4 21,4 36,6 12,5
BALL ’ ’ ’ ’ 7,28+1
(59,4-69,9) (20,6-23,3) (30,1-40,5) (9,5-14,6) 28
p 0,713 0,197 0,713 0,448 0,725
64,2 21 35,8 11,9
N F PERI ! ’ ’ 7,47 £1
S (61,2-70,6) (21,1-23,1) (29,4-38,8) (9,54-13,5) ’
60,3 21,8 39,7 14,1
F PERI ’ ’ ' ’ +
S (58,669,7) (21-24) (30,3-41,4)  (9,39-165) &> *083
P 0,1 0,122 0,111 0,072 0,010
64,2 21,1 35,8 11,3
B ? ’ ’ 7 1 i
NFIBR 598705  (19,9-23,4) (29,5-40) (9,1-141) 41094
62,2 21,4 37,8 12,6
FIBR ’ ’ ’ ’ 7,14 1,04
(59,6-67,3) (20,6-23,2) (32,7-40,4) (10,6-14,5) ’ '
P 0,276 0,462 0,292 0,204 0,215
N EHNA 63,4 21,1 36,6 12,2 7,4
(59,4-71) (20,4-23,9) (29-40,6) (8,42-14,5) (6,7-8,1)
EHNA 63,6 21,7 36,3 12,4 7,05
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(60,4-67,4) (20,6-23,1) (32,5-39,6) (9,79-13,7) (6,57-7,62)
p 0,854 0,877 0,846 0,862 0,188

DHGNA: doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica; MM: massa magra; IMM: indice de
massa magra; MG: massa gorda; IMG: indice de massa gorda; AF: angulo de fase; kg/mz:
kilograma por metro quadrado; cm: centimetros; F: sexo feminino; M: sexo masculino;
Todos: toda a amostra estudada; N ESTEAT: auséncia de esteatose significativa; ESTEAT:
presenca de esteatose significativa; N LOB: auséncia de inflamacao lobular; LOB: presenca de
inflamacgdo lobular; N BALL: auséncia de balonizagdao; BALL: presenca de balonizagdo; N F
PERIS: auséncia de fibrose perisinusoidal; F PERIS: presenca de fibrose perisinusoidal; N FIBR:
ausencia de fibrose; FIBR: presenca de fibrose; N EHNA: auséncia de esteato-hepatite; EHNA:

presenca de esteato-hepatite.

Em relagdo ao consumo alimentar didrio em porgdes, foi observado elevado consumo de
carnes e ovos, leguminosas, 6leo, acucares e doces. No entanto foi observado menor
consumo de leite e derivados, frutas, hortalicas, tubérculos e raizes em niumero de porgdes
de acordo com a piramide alimentar modificada. No entanto, foi observado diferega apenas
no consumo de leite e derivados, maior nos pacientes com LOB em comparag¢ao aos N LOB
(p=0,007) e de frutas menor para os FIBR em comparacdo aos N FIBR (p=0,018), ainda que

abaixo do valor de referéncia em porg¢des para ambos (Tabela 11).

Tabela 11. Consumo alimentar didrio em por¢des de pacientes com DHGNA de acordo com a

classificacdo dos achados histolégicos.

Tubércul C Leit £ Acu
Dados ubereuios  trutas aMES€ | eguminosas Hortalicas erte € Oleo gucar e
e raizes ovos derivados doces
Numero
6 3 1 1 3 3 1 1
de porgoes
Todos 4,42 2,0 31417 2,5 2,5 2,03 4,4 2,9
(3,52-6,0) (1,0-3,4) (1,3-4,5) (1,9-3,7) (1,03-3,42) (3,1-6,0) (1,5-2,3)
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NESTEAT 442 2,41 2,65 2,31 2,68 1,94 4,2 2,58
(3,41-5,28) (1,41-3,69) (2,11-3,85) (1,17-4,55) (2,02-3,97) (0,99-3,05) (3,16-5,79) (1,47-4,53)

ESTEAT 4,42 2,91 3 3,05 2,44 2,23 4,39 3,22
(3,54-6,49) (1,44-4,65) (1,94-4,11) (1,39-4,61) (1,82-3,46) (0,94-3,82) (3,12-6,2) (1,46-6,52)

P 0,488 0,243 0,784 0,651 0,35 0,512 0,863 0,512

N LOB 3,73 3,83 2,67 2,04 2,67 1,05 3,73 2,4
(2,89-5,28) (1,38-5,55) (2,05-4,42) (0,95-3,06) (1,98-3,98) (0,41-2,04) (2,91-4,79) (1,14-3,96)

LOB 4,5 2,6 3 3,88 2,48 2,36 4,49 3,2
(3,6-6,3)  (1,43-4,06) (2,14-3,94) (1,46-4,61) (1,86-3,68) (1,18-3,82) (3,32-5,98) (1,51-5,81)

P 0,094 0,491 0,634 0,158 0,579 0,007 0,118 0,28

N BALL 3,89 2,87 2,49 2,28 2,68 1,08 3,94 2,25
(3,63-4,65) (1,28-4,24) (1,22-3,64) (1,74-2,93) (2,46-3,46) (0,53-2,76) (3,5-5,28) (1,85-3,33)

BALL 4,55 2,64 2,94 2,56 2,47 2,1 4,39 2,99
(3,4-6,22) (1,46-4,24) (2,12-4,11) (1,17-4,6) (1,85-3,77) (1,1-3,56) (3,12-6,01) (1,43-5,34)

p 0,251 0,87 0,313 0,531 0,579 0,306 0,833 0,677

NEPERIS 413 2,75 2,71 2,56 2,5 1,97 4,31 2,63
(3,37-6,18) (1,39-4,3) (2,1-3,97) (1,18-4,55) (1,85-3,74) (0,85-3,56) (2,96-5,95) (1,16-5,23)

F PERIS 4,95 2,43 3,13 2,56 2,92 2,33 4,41 3,26
(3,62-5,92) (1,53-4,09) (2,37-4,41) (1,52-4,62) (2,02-3,59) (1,12-3,0) (3,32-6,69) (1,78-5,39)

P 0,577 0,613 0,577 0,552 0,951 0,91 0,397 0,375

N FIBR 4,16 2,75 2,99 4,24 2,61 1,95 4,40 3,29
(3,39-6,07) (1,67-4,54) (2,29-4,12) (2,28-4,63) (1,93-4,01) (0,98-3,72) (3-5,98)  (1,8-5,34)

FIBR 4,74 2,51 2,71 2,28 2,28 2,27 4,27 2,4
(3,57-6,1) (1,24-3,76) (1,96-3,91) (1,13-4,55) (1,1-4,55) (0,97-3,09) (3,24-6)  (1,0-4,3)

P 0,615 0,018 0,376 0,065 0,434 0,978 0,963 0,065

N EHNA 4,41 2,67 2,87 2,43 2,74 2 4,36 2,66
(3,46-5,91) (1,44-4,21) (2,13-4,19) (1,24-4,63)  (2-4,04) (0,93-2,98) (3,14-5,72) (1,47-4,66)

EHNA 4,49 2,64 2,83 3,04 2,29 2,07 4,34 3,6
(3,48-6,34) (1,38-4,36) (1,8-3,83) (1,22-4,55) (1,64-3,28) (1,05-4,13) (2,86-6,48) (1,41-7,18)

p 0,846 0,709 0,428 0,814 0,099 0,446 0,901 0,372

DHGNA: doencga hepatica gordurosa nao alcodlica; Todos: toda a amostra estudada; N
ESTEAT: auséncia de esteatose significativa; ESTEAT: presenca de esteatose significativa; N
LOB: auséncia de inflamacgao lobular; LOB: presenca de inflamagao lobular; N BALL: auséncia
de balonizacdo; BALL: presenca de balonizacdo; N F PERIS: auséncia de fibrose
perisinusoidal; F PERIS: presenca de fibrose perisinusoidal; N FIBR: ausencia de fibrose;FIBR:
presenca de fibrose; N EHNA: auséncia de esteato-hepatite; EHNA: presenca de esteato-

hepatite.
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No consumo alimentar quantitativo, foi observado elevado consumo energético em kcal

por kg de massa corporal (kcal/kgP) em comparagdo a recomendagdo de 25-30kcal/kgP para

manutencdo do peso. Além disso, também foi observado elevado consumo de proteinas de

acordo com a massa corporal (g/kgP). Porém, ndo foi observado diferenca de acordo com a

classificagdo dos achados histoldgicos (Tabela 12).

Tabela 12. Consumo alimentar diario quantitativo de pacientes com DHGNA de acordo com

a classificacdo dos achados histoldgicos.

Dados Energia Energia Carboidrato Lipideos Proteina Proteina Vitamina D
(kcal) (kcal/kgP) (8) (s) total (g) (g/kgP) (ng/d)
Valor de
A - 25-30 - - - 0,8 10
referéncia
Todos 2722 48,7 396+63,0 98,4+18,2 128,545 1,49 3,12
(2094-3598) (60,7-64,3) a S . (1,06-1,89) (2,6-4,2)
N ESTEAT 2475 29 657 1024192 1284261 1,49 3,14
(1981-3643) (24,3-43,6) 389£65, 0219, 8126, (1,09-1,84)  (2,79-4,22)
ESTEAT 2913 31,7 02t 17 129427 1,48 3,12
(2189-3570) (24,9-43,1) 02+60,6 956+ 9127,5 (1,02-1,93)  (2,46-4,35)
p 0,208 0,679 0,352 0,14 0,878 0,784 0,642
NLOB 2161 27 409+75,1 94,2+19,9 128+30,4 1,26 3,01
(1875-3063) (22,4-34,2) = s =0T (1,06-1,84)  (2,46-3,32)
LOB 2858 33,2 393 459 4 99,6 129475 8 1,57 3,39
(2209-3629) (25,7-43,6) =% +17,6 =% (1,04-1,91)  (2,57-4,48)
P 0,053 0,135 0,35 0,265 0,868 0,572 0,113
N BALL 2152 27,6 387+52,2  106+21,3 124+21,7 1,28 3,06
(1997-2606) (25,1-37,9) = B = (1-1,75) (2,87-4,04)
BALL 2848 30,7 64 S 6:178 1298272 1,52 3,12
(2157-3610) (24,5-44,2) 397643 97,6£17,8 927, (1,08-1,91)  (2,54-4,39)
P 0,144 0,645 0,665 0,213 0,596 0,527 0,913
N E PERIS 2648 30,5 1461 141 19742 1,56 30,7
(2036-3639)  (24,6-454)  (01%619 971167 127268 15191y  (2,57-4,46)
F PERIS 2858 29,8 3844656 102+21,5 132+26,6 133 3,47
(2400-3362) (23,3-39,1) = = %P (1,01-1,89)  (2,46-4,17)
P 0,718 0,556 0,282 0,308 0,439 0,726 0,857
N FIBR 2837 30,3 . B 19942 1,5 3,06
(2078-3670)  (24,3-43,1)  Soorel7 STAHIEI L6y q)  (2,42.4,44)
FIBR 2648 29,8 . ) 127 +2 1,4 3,3
(2073-3297)  (25,4-43,6)  So¥¥°76 996x174 1274283 1140 (2.92-419)
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p 0,434 0,849 0,755 0,59 0,762 0,7 0,282
N EHNA 2664 29,8 + . . 1,48 3,1
(2040-3482)  (24,3-42,5)  S02%67.9 98919 132829 111 80)  (2,58-4,14)
EHNA 2786 33,6 + 97,3 + 1,44 3,22
(2135-3658)  (24,7-45,6) 10008 g6 122E98 081 92)  (2,53-4,42)
p 0,893 0,672 0,386 0,712 0,12 0,514 0,929

DHGNA: doenga hepatica gordurosa ndo alcodlica; kcal: quilocaloria; kcal/kgP:
quilocaloria por kilograma de massa corporal; g: grama; g/kgP: gramas por kilograma de
massa corporal; pg/d: micro-grama por dia; Todos: toda a amostra estudada; N ESTEAT:
auséncia de esteatose significativa; ESTEAT: presenca de esteatose significativa; N LOB:
auséncia de inflamacgdo lobular; LOB: presenca de inflamagdo lobular; N BALL: auséncia de
balonizacdo; BALL: presenca de balonizacdo; N F PERIS: auséncia de fibrose perisinusoidal; F
PERIS: presenca de fibrose perisinusoidal; N FIBR: ausencia de fibrose;FIBR: presenca de

fibrose; N EHNA: auséncia de esteato-hepatite; EHNA: presenca de esteato-hepatite.

Foram observados 29 pacientes (35%) com pelo menos um auto-anticorpo positivo,
porém sem altera¢des histoldgicas condizentes com o diagnostico de HAI. Apenas um
paciente apresentou alteracdo histoldgica caracteristica de HAI, porém com auto-anticorpo

negativo. Portanto, ndo foi excluido nenhum paciente devido ao diagndstico de HAI.

Em relacdo as enzimas hepdticas (Tabela 13), na avaliacdo da amostra completa foram
observados valores de ALT acima do ponto de corte para o sexo feminino, que basicamente
compde a amostra, sem diferenca para as demais enzimas. Pacientes com ESTEAT (p=0,007),
BALL (p=0,005), F PERIS (p=0,036) e EHNA (p=0,006) apresentaram maiores valores de AST
em compara¢ao aos nao classificados com essas alteragdes da histologia hepatica. Além
disso, pacientes com ESTEAT e BALL apresentaram maiores valores de ALT em comparacdo
aos N ESTEAT (p=0,048) e N BALL (p=0,005). Foi observada diferenca na relagdo AST/ALT

apenas para os pacientes com FIBR em comparacdo aos N FIBR (p=0,039).

Os valores da GGT (Tabela 13) estavam acima do valor de referéncia em 86% dos

pacientes e maiores dos pacientes com ESTEAT (p=0,018), BALL (p=0,016) e F PERIS

67



Resultadoy

(p=0,028) em comparacdo aos pacientes ndo portadores das respectivas alteracdes da

classificacdo histolégica.

Tabela 13. Enzimas hepdticas de pacientes com DHGNA de acordo com a classificacdo

dos achados histolégicos.

Dados

AST ALT AST/ALT GGT FA
Valor de
cfertnda  MGOUL  Mesoufs 1 @SUL 201050
Todos 31 (24-43) 39 (30-56) 0,82(0,67-1) 51,5 (31-97) 93 (97-109)
NESTEAT  )6(21,7-38,2)  34(27,7-53) 0,8 (0,67-1,06) 40 (23,5-86,2) 88,5 (71,2-104,7)
ESTEAT  335(28-51,7) 46(30,7-64,2) 0,83 (0,66-0,99) 56 (41,7-107) 101 (80-114)
P 0,007 0,048 0,9 0,018 0,114
NLOB 28 (22-36,7)  38,5(27,2-57,7) 0,83 (0,68-0,97) 49(27,7-79) 85,5(72,2-117)
Los 32(24-44,7)  39,5(30-56,7)  0,82(0,65-1) 52 (32,2-100) 94 (77-109)
p 0,246 0,453 0,897 0,553 0,637
NBALL  315(20,2-27,2) 25(14,5-36,5) 1,1(0,68-1,23) 25,5(22-45,5) 86,5 (75,5-105)
BALL 32 (25-46) 40 (30-60) 0,8 (0,67-0,96) 53 (36-98) 94 (76,5-110)
J 0,005 0,005 0,118 0,016 0,516
N F PERIS 29 (23-39) 38(30-53)  0,79(0,62-0,97)  45(30-87)  91,5(73,7-109)
F PERIS 41 (27-65) 41(29-69) 0,87 (0,73-1,09) 70 (51-115) 98(85-111)

J 0,036 0,307 0,081 0,028 0,283
NFIBR  37(23,5-39,5) 39(31,5-53,2) 0,77(0,63-0,94) 52(31-104)  92,5(77,5-108)
FIBR 30(23-51,25) 38(26,5-66) 0,87 (0,71-1,27) 51(33-87,5) 94 (76-112)

J 0,644 0,734 0,039 0,83 0,787
NEHNA 59 (22-38,7) 38 (29-53,7) 0,79(0,65-1)  48,5(29-90) 92,5 (76-109,7)
EHNA 41,5(28,7-65) 46 (32,2-77,5) 0,83 (0,71-1)  56(44-105) 100 (78,5-11,5)

J 0,006 0,13 0,417 0,112 0,563

DHGNA: doenca hepdtica gordurosa ndo alcodlica; AST: aspartato amino transferase;

ALT: alanina amino transferase; GGT: gama glutamil transferase; FA: fosfatase alcalina; U/L:

unidade internacional por litro; Todos: toda a amostra estudada; N ESTEAT: auséncia de

esteatose significativa; ESTEAT: presenca de esteatose significativa, N LOB: auséncia de

inflamacao lobular; LOB: presenca de inflamacdo lobular; N BALL: auséncia de balonizagao;
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BALL: presenca de balonizagao; N F PERIS: auséncia de fibrose perisinusoidal; F PERIS:
presenca de fibrose perisinusoidal; N FIBR: ausencia de fibrose; FIBR: presenca de fibrose; N

EHNA: auséncia de esteato-hepatite; EHNA: presenca de esteato-hepatite.

Em relacdo ao perfil glicidico (Tabela 14), os pacientes apresentam hiperinsulinemia com
glicose discretamente elevada, caracterizando quadro de resisténcia insulinica na
classificacdo do HOMA-IR de acordo com o IMC, em 48% dos individuos. Foram observados
maiores valores de insulina apenas para os pacientes com F PERIS (p<0,001) e FIBR (p<0,001)
e de glicose apenas para os pacientes com BALL (p=0,008). Os pacientes com ESTEAT
(p=0,046), BALL (p=0,03), F PERIS (p<0,001) e FIBR (p=0,004) apresentaram maiores valores
de HOMA-IR em comparagdo aos pacientes ndao portadores desses achados na classificacdo
histolégica, no entanto foi obervado diferenca na prevaléncia de Rl apenas nos pacientes

com F PERIS (p=0,007) e FIBR (p=<0,001).

No perfil lipidico, os pacientes apresentaram valores de TG e LDL acima do ponto de
corte e de HDL abaixo do ponto de corte para o sexo feminino, que basicamente compde a
amostra. No entanto, ndo foi observado diferenca de acordo com a classificacdo dos achados

histoldgicos (Tabela 14).

Tabela 14. Exames bioguimicos de pacientes com DHGNA de acordo com a classificacdo dos

achados histolégicos.

Dados Insulina Glicose HOMA-IR RI CT TG HDL LDL
Valores
<200 F>50mg/dL <100
de referancia <11U/L <100mg/dL <2,71 me/dL <150mg/dL M>40me/dL  mg/dL
Todos 15,8 101 43 39 . 179 43 .
(11-20,5) (90-113) (2,5-6) (48%) 199+36 (130-269) (36-55) 113£34
N ESTEAT 15 99 4,01 14 . 167 49,5 .
(83-19,3)  (00-109) (1,99513)  (37%) 20311 (107.948)  (36:562) 11934
ESTEAT 16,4 105 4,85 25 1944347 190 40,5 105
(12-22,5)  (90,2-133) (3,19-7,27)  (58%) =% (131-334)  (34,2-50) $33,1
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P 0,164 0,096 0,046 0,091 0,168 0,224 0,094 0,069
N LOB 15,4 96,5 42 8 . 184 48 .
(9-22,7)  (90,7-108) (2,26-5.23)  (44%) 0% (152.283) (32,2-52,7) 120%3>1
LOB 15,8 103 4,36 31 106 436 179 41,5 109
(11-20,2)  (90-118)  (2,62-6,42)  (49%) * (127-262)  (36-55) 33,5
Y 0,704 0,416 0,368 0,929 0,178 0,44 1 0,209
N BALL 9,26 90,5 219 1 . 153 185 .
(564-18)  (7997.2) (1,34-403) (12%) %202 108227) (38615 [00*238
BALL 16,4 105 4,38 38 . 180 41,5 .
(11,5-21,8)  (92,5-120) (2,01-629)  (52%) 200%3%9  (131785) (357.542) 12
p 0,062 0,008 0,03 0,058 0,39 0,248 0,257 0,634
NFPERlS 139 101 3,59 22 . 180 a4 .
(9,13-18,6)  (90-111)  (2,365,55)  (38%) 205 %372  (131.263)  (37.55) L1°*336
F PERIS 18,5 111 5,33 17 . 170 41 .
(165-32)  (93-131)  (4329)  (74%) O0°M® (12620a) (3453 1O
P <0,001 0,106 <0,001 0,007 0,123 0,871 0,309 0,143
N FIBR 12,9 101 3,59 12 . 161 a5 .
(8,38-18-4)  (90-115)  (2,08-5,30)  (28%) 2O1*386 150006) (36557 11°*308
FIBR 16,8 102 4,83 27 . 235 40 .
(14,5-257) (90,5-131)  (3,9-7.5)  (71%) 27*3%7  (1a2-297)  (345-57) 107¥302
p <0,001 0,904 0,004 <0,001 0,568 0,055 0,155 0,302
N EHNA 16,1 100 4,24 25 . 178 45,5 .
(9,35-21,9)  (90-112)  (2,36-6,26)  (45%) 20337 (13357)  (352.55) L16%3°
EHNA 15,6 107 4,52 14 . 195 41,5 .
(12,2—20,7) (32,2—131) (3—6,24) (56%) 195437 (127-346) (36,2-53,5) 102£30,2
P 0,736 0,26 0,43 0,481 0,433 0,571 0,712 0,099

DHGNA: doenca hepdtica gordurosa ndo alcodlica; RI: resisténcia a insulina; CT:

colesterol total; TG: triglicérides; HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina de
baixa densidade; U/L: unidade internacional por litro; mg/dL: miligrama por decilitro; Todos:
toda a amostra estudada; N ESTEAT: auséncia de esteatose significativa; ESTEAT: presenca
de esteatose significativa; N LOB: auséncia de inflamacdo lobular; LOB: presenca de
inflamacdo lobular; N BALL: auséncia de balonizacdo; BALL: presenca de balonizacdo; N F
PERIS: auséncia de fibrose perisinusoidal; F PERIS: presenca de fibrose perisinusoidal; N FIBR:
ausencia de fibrose; FIBR: presenca de fibrose; N EHNA: auséncia de esteato-hepatite; EHNA:

presenca de esteato-hepatite.

O ponto de corte para as adipocinas ainda esta em discussdo. Os pacientes apresentaram

adiponectina de 32,1+4,7 ng/mL, visfatina de 0 (0-0,36) ng/mL, sendo que apenas 37%
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(n=30) dos individuos tiveram a concentragdo de visfatina maior que zero. Foi observado

concentragdo de resistina de 1,16 (0,97-1,63) ng/mL. Foi observada diferenga apenas nos

pacientes com F PERIS, que apresentaram maior concentracdo de visfatina em comparacao

aos N F PERIS (p=0,012) (Tabela 15).

A mediana da VD observada foi na faixa de insuficiéncia, com concentracdo de 28,5

ng/dl; sendo que 60% dos pacientes apresentou hipovitaminose D. No entanto, pacientes

com ESTEAT apresentaram maior concentracdo de VD em comparagao aos N ESTEAT

(p=0,041) (Tabela 15). Nao foi observado associagdo com a gravidade da doenca.

Tabela 15. Parametros inflamatorios e varidveis relacionadas ao estado nutricional da

Vitamina D de pacientes com DHGNA de acordo com a classificacdao dos achados

histolégicos.

Dados Adiponectina Visfatina Resistina Vitamina D Q Sol
(ng/ml) (ng/ml) ZERO >0 (ng/ml) (ng/mL)
Valor de
referéncia ) ) - - - 30-50 ng/dL
Todos . 0 52 30 1,16 28,5 .
32,06%4,7 (0-0,355) (63%) (37%) (0,97-1,63) (22,7-38,3)  12AEHAS
N ESTEAT . 0 27 11 1,15 26,3 .
319453 0011)  (71%)  (29%)  (0,96-1,52) (19,3-32,6) 24
ESTEAT . 0 25 19 1,17 30 .
322485 h.0761)  (57%)  (43%)  (0,99-1,66) (25,1-38,9) 124
P 0,743 0,161 0,269 0,527 0,041 0,99
N LOB . 0 11 7 1,19 28,6 .
32389 00508)  (61%)  (39%)  (1122,02) (238329 %
LOB .\ 0 41 23 1,13 28,5 .
32¢4,9 (0-0,349) (64%) (36%) (0,97-1,48) (22,7-36) 22428
p 0,762 0,979 0,962 0,175 0,834 0,49
N BALL . 0 5 3 1,17 25,7 .
BOEATZ 0.0130)  (625%)  (37,5%) (1-1,8) (19,6-33,6) 4422
BALL . 0 47 27 1,16 28,7 .
3L94TS  (h.0556)  (63%)  (36%)  (0,97-1,63) (22,7-348) 22445
p 0,455 0,625 1 0,673 0,618 0,177
N E PERIS . 0 42 17 1,16 28,7 .
2AE 0016)  (71%) (9% (097-168) (23362 O
F PERIS 31,210 0,05 10 13 1,18 26,9 12,2+4,47
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(0-1,15)  (43%)  (56%)  (0,97-1,63) (21,3-34)
p 0,335 0,012 0,037 0,893 0,499 0,799
N FIBR + 0 29 16 1,18 28,7 +
32624498 (00340)  (64%)  (36%) (098165  (226-348) %8
FIBR + 0 23 14 1,16 28,5 +
31449 h0601)  (62%)  (38%)  (0,96-1,49) (22,7-383) ‘L7
p 0,27 0,642 0,987 0,459 0,962 0,205
N EHNA + 0 37 19 1,16 28,5 +
32,5¢4,66 (0-03)  (66%)  (34%)  (0,96-1,63) (21,8-34,8) 2449
EHNA 1447 0 15 11 1,17 28,5 12,4
(00,85  (58%)  (42%) (1-1,56) (23,9-36,5) 4,24
p 0,196 0,324 0,626 0,69 0,624 0,944

DHGNA: doenca hepatica gordurosa nao alcodlica; ng/mL: nanogramas por mililitro; QSol:
questionario de exposicao solar; Todos: toda a amostra estudada; N ESTEAT: auséncia de
esteatose significativa; ESTEAT: presenca de esteatose significativa; N LOB: auséncia de
inflamacgao lobular; LOB: presenca de inflamacdo lobular; N BALL: auséncia de balonizacao;
BALL: presenga de balonizagdo; N F PERIS: auséncia de fibrose perisinusoidal;F PERIS:
presenca de fibrose perisinusoidal; N FIBR: ausencia de fibrose FIBR: presenca de fibrose; N

EHNA: auséncia de esteato-hepatite; EHNA: presenca de esteato-hepatite.

Variacdio do chance de apresentow oy achados histoldgicos
Esteatose

N3o foi observado alteracdo na chance de apresentar esteatose para nenhuma das

variaveis (Tabela 16).

Tabela 16. Variacdao da chance de apresentar esteatose significativa de acordo com os
parametros inflamatdrios, as variaveis da VD e a influéncia da VD nos pardametros

inflamatdrios em pacientes portadores de DHGNA.

Odds Ratio
Adiponetina § 1

IC 95% p
092-1,1 0,74
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* 1,01 0,92-1,11 0,846

*k 0,99 0,9-1,09 0,899

*kx 0,98 0,88 -1,09 0,69

Visfatina 8§ 1,3 0,82-2,1 0,247
* 1,23 0,76-2,01 0,385

*k 1,26 0,76 -2,07 0,371

*kk 1,28 0,78-2,09 0,337

Resistina 8 1,07 0,61-1,88 0,819
* 1,14 0,64-2,03 0,651

*k 1,17 0,65-2,12 0,607

*kx 1,33 0,69-2,54 0,392

VD sérica 8§ 1,04 1-1,08 0,072
* 1,04 1-1,09 0,066

# 1,04 1-1,09 0,07

*kk 1,05 1-11 0,055

QSol 8§ 1 091-1,1 0,989

* 1 09-1,1 0,966

# 1,01 0,91-1,13 0,796

*kk 1,01 0,91-1,13 0,804

VD consumo 8 0,93 0,71-1,23 0,636
* 0,97 0,72-1,3 0,831

# 1,06 0,78-1,15 0,695

Hkx 1,04 0,76 - 1,43 0,79

VD x adiponectina 0,99 0,98-1 0,137
VD x visfatina 0,95 0,87-1,04 0,907
VD x resistina 0,94 0,87-1,03 0,168

VD: vitamina D; DHGNA: doenga hepatica gordurosa nao alcodlica; §: analise univariada;

* ajustado para idade; ** ajustado para idade e parametros inflamatérios; # ajustado para

idade e as variaveis da VD; *** ajustado para idade, parametros inflamatdrios e as varaveis

da VD. QSol: questionario de exposicdo solar.

Inflamacdo lobular

O aumento de 1lpg no consumo de VD aumentou em 66% a chance de apresentar

inflamacao lobular (OR: 1,66; 95% Cl:1,01-2,71; p=0,045) quando ajustado para idade e as

outras varidveis da VD e 68% quando ajustado para idade, adiponectina, visfatina, resistina,

Q Sol e 25VD (OR:1,68; 95% Cl: 1,02-2,74; p=0,04) (Tabela 17 e Figura 4).
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Em relacdo a influéncia da VD nos parametros inflamatdrios, foi observado que fixando a
visfatina, o aumento de cada 1 ng/dL de 25VD, diminui 16% a chance de apresentar
inflamacdo lobular (OR:0,86; 95% Cl:0,74-1; p=0,055) quando entraram no modelo: idade,
resistina, adiponectina, visfatina, 25VD, Q Sol, VD consumo e produto da visfatina com 25VD
(Tabela 17 e Figura 5). Por outro lado, foi observado que fixando a resistina, o aumento de
cada 1 ng/dL de 25VD, aumenta 13% a chance de apresentar inflamagdo lobular (OR:1,13;
95% Cl:1-1,28; p=0,051) quando entraram no modelo: idade, adiponectina, visfatina,
resistina 25VD, Q Sol, VD consumo e produto da resistina com 25VD (Tabela 17 e Figura 6).

N3do foi observada influéncia no modelo com o produto da adiponectina com 25VD.

Tabela 17. Variacdo da chance de apresentar inflama¢do lobular de acordo com os
parametros inflamatérios, as variaveis da VD e a influéncia da VD nos parametros

inflamatdrios em pacientes portadores de DHGNA.

Odds Ratio IC 95% p
Adiponetina § 0,98 0,88-1,1 0,759
* 0,98 0,88-1,1 0,753
*% 0,98 0,87-1,1 0,73
xR 0,97 0,86-1,1 0,665
Visfatina § 1,29 0,67-25 0,443
* 1,29 0,67-2,52 0,444
*% 1,31 0,67 -2,54 0,432
*kk 1,25 0,61-2,57 0,542
Resistina § 0,79 0,43-1,46 0,458
* 0,79 0,43-1,47 0,463
*% 0,83 0,44 -1,58 0,575
ETT 0,73 0,35-1,53 0,409
VD sérica § 1 0,95-1,04 0,913
* 1 0,95-1,04 0,914
# 1,01 0,96 - 1,06 0,651
T 1,01 0,96 - 1,06 0,654
asol § 0,96 0,85 -1,08 0,485
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* 0,96 0,85-1,01 0,486
# 0,94 0,83 -1,07 0,367
ook 0,96 0,84-1,1 0,561
VD consumo § 1,55 0,97 - 2,48 0,067
* 1,55 0,97 - 2,48 0,036
# 1,66 1,01-2,71 0,045
ko 1,68 1,02-2,74 0,04
VD x adiponectina 1,01 1-1,02 0,154
VD x visfatina 0,86 0,74 -1 0,055
VD x resistina 1,13 1-1,23 0,051

VD: vitamina D; DHGNA: doenca hepatica gordurosa nao alcodlica; §: andlise univariada;

* ajustado para idade; ** ajustado para idade e parametros inflamatdrios; # ajustado para

idade e as varidveis da VD; *** ajustado para idade, parametros inflamatérios e as varaveis

da VD. QSol: questionario de exposicdo solar.
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OR - C195% da Regressao Logistica

0,5 1,0 L5 20 255 3,0
Vitamina D sérica * 1 +
Vitamina D sérica ** 1 +
Vitamina D sérica *** 1 -
Q Sol * - —0—
Q Sol ** A —&
Q Sol *** - _._
Vitamina D consumo * - o
Vitamina D consumo ** - ®
Vitamina D consumo *** - & .

Protege LOB Favorece LOB

Figura 4. Variagcdao da chance de apresentar inflamag¢ao lobular de acordo com as
varidveis da VD e parametros inflamatdrios. VD: vitamina D; Q Sol: questiondrio de exposicao
solar; LOB: presenca de inflamacdo lobular; ng/mL: nanogramas por mililitro; p/d:
microgramas por dia; * ajustado para idade; ** ajustado para variaveis da vitamina D (VD
sérica, QSol e VD consumo); *** ajustado para variaveis da vitamina D (VD sérica, QSol, VD

consumo) e parametros inflamatérios (adiponectina, visfatina e resistina).
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VD: vitamina D;

Visfatina (ng/mL) *

Visfatina (ng/mL) **

Visfatina (ng/mL) ***

Visfatina (ng/mL) x VD(ng/mL) #

0,2

OR - Cl 95% da Regresséo Logistica

18

0,4 0,6 0,8 10 12 14 16
] ] ] ] ] ] ]
®
®
@

Protege LOB Favorece LOB

Figura 5. Variacdo da chance de apresentar inflamacdao lobular de acordo com a

inflamacao lobular.

concentragdo de visfatina e a influéncia da VD na visfatina. ng/mL: nanogramas por mililitro;
* ajustado para idade; ** ajustado para adiponectina e resistina; ***
ajustado para idade, adiponectina, resistina e variaveis da VD; # influéncia da VD na visfatina

ajustado para idade, adiponectina, visfatina, resistina e varidveis da VD. LOB: presenca de
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Resistina (ng/mL) *

Resistina (ng/mL) **

Resistina (ng/mL) ***

Resistina (ng/mL) x VD(ng/mL) #

0,2

OR - C195% da Regresséo Logistica

0,4 0,6 0,8 1,0 12 14 16 1,8

Protege LOB Favorece LOB

Figura 6. Variacdo da chance de apresentar inflamacdao lobular de acordo com a

concentragdo de resistina e a influénca da VD na resistna. ng/mL: nanogramas por mililitro;

VD: vitamina D;

* ajustado para idade; ** ajustado para adiponectina e visfatina; ***

ajustado para idade, adiponectina, visfatina e varidveis da VD; # influéncia da VD na resistina

ajustado para idade, adiponectina, visfatina e varidveis da VD. LOB: presenca de inflamacao

lobular.
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Balonizacdo

Nao foi observado alteragao de chance ou influéncia da VD para nenhum modelo (Tabela

18).

Tabela 18. Variacdo da chance de apresentar balonizacdo de acordo com os parametros

inflamatodrios, as varidveis da VD e a influéncia da VD nos parametros inflamatérios em

pacientes portadores de DHGNA.

Odds Ratio IC95% p

Adiponetina § 0,97 0,83-1,14 0,7
* 0,97 0,82-1,14 0,68
*% 0,94 0,78-1,12 0,481
*kk 0,94 0,78-1,13 0,498
Visfatina § 5,37 0,2-143 0,316
* 5,27 0,2-139 0,321
5k 5,96 0,22 - 165 0,292
ok k 6,67 0,21-214 0,283
Resistina § 0,95 0,39-2,33 0,907
* 0,97 0,39-2,39 0,944
ok 1,13 0,45 - 2,85 0,793

*ok ok 1,28 0,48 - 3,42 0,62
VD sérica § 0,99 0,93 -1,05 0,675
* 0,99 0,93 -1,04 0,675
# 0,98 0,92 - 1,05 0,521
ok k 0,98 0,91-1,05 0,568

asol § 0,88 0,73-1,06 0,18
* 0,88 0,74 - 1,06 0,188
# 0,88 0,73-1,06 0,169
*kk 0,88 0,73-1,07 0,194
VD consumo § 0,95 0,61-1,46 0,802
* 0,96 0,62-1,48 0,855
# 0,99 0,62 -1,56 0,953
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kK 0,91 0,54 -1,53 0,733
VD x adiponectina 0,99 0,97 -1,01 0,25
VD x visfatina 0,75 0,48-1,16 0,2
VD x resistina 0,97 0,83-1,13 0,684

VD: vitamina D; DHGNA: doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica; §: andlise univariada;
* ajustado para idade; ** ajustado para idade e parametros inflamatdrios; # ajustado para
idade e as varidveis da VD; *** ajustado para idade, parametros inflamatdrios e as varaveis

da VD. QSol: questionario de exposicao solar.

Fibrose perisinusoidal

Foi observado que com o aumento de visfatina cresce a chance de apresentar fibrose
perisinusoidal de acordo com os ajustes dos modelos. O aumento de 1ng/mL de visfatina
aumentou 90% a chance de apresentar F PERIS (OR: 1,91; 95% Cl:1,08-3,38; p=0,026) na
analise univariada e aumentou em 2 vezes (OR:2,05; 95% Cl:1,12-3,73; p=0,019) quando
ajustado para idade. Foi observados ainda o aumento em 2,3 vezes (OR:2,3; 95% Cl:1,22-
4,36; p=0,01) quando ajustado para a idade e os marcadores inflamatdrios (adiponectina e
resistina) e em 2,66 vezes (OR:2,66; 95% Cl:1,3-5,44; p=0,007) quando ajustado para idade,

adiponectina, visfatina, resistina e as varidveis da VD (Tabela 19 e Figura 7).

Nao foi observado influéncia da VD nos parametros inflamatdérios para nenhum modelo

(Tabela 19)

Tabela 19. Variacdo da chance de apresentar fibrose persinusoidal de acordo com os
parametros inflamatérios, as variaveis da VD e a influéncia da VD nos parametros

inflamatdrios em pacientes portadores de DHGNA.

Odds Ratio IC 95% p

Adiponetina § 0,95 0,86 - 1,05 0,332
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0,95 0,86-1,06 0,351
* 0,91 0,81-1,02 0,109
e 0,9 0,79 - 1,02 0,1
Visfatina  § 1,91 1,08-3,38 0,026
* 2,05 1,12-3,73 0,019
** 2,3 1,22-4,36 0,01
e 2,66 1,3-544 0,007
Resistina & 0,7 0,32-1,52 0,372
* 0,69 031-1,49 0,341
** 0,76 031-1,85 0,539
e 0,53 017-164 0,27
VD sérica  § 0,97 0,93-1,02 0,245
* 0,97 0,93-1,02 0,244
# 0,97 092-1,02 0,228
e 0,97 092-1,03 031
QSol § 0,99 088-1,1 0,79
* 0,98 088-1,1 0,789
# 0,98 0,87-1,1 0,74
e 1,04 0,9-1,21 0,549
VD consumo  § 0,97 0,71-1,33 0,855
* 0,96 07-131 0,787
# 0,9 0,64-1,26 0,543
e 0,82 054-123 0,33
VD x adiponectina 0,99 0,98 -1 0,131
VD x visfatina 1 0,92 - 1,09 0,991
VD x resistina 1,01 09-114 0,844

VD: vitamina D; DHGNA: doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica; §: andlise univariada;

* ajustado para idade; ** ajustado para idade e parametros inflamatérios; # ajustado para

idade e as varidveis da VD; *** ajustado para idade, parametros inflamatorios e as vardveis

da VD. QSol: questionario de exposicdo solar.
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OR - Cl1 95% da Regresséao Logistica

0 1 2 3 4 5 6

Visfatina (ng/mL) *

Visfatina (ng/mL) ** -

Visfatina (ng/mL) *** -

*

Visfatina (ng/mL) x VD (ng/mL)#

Protege F PERIS Favorece F PERIS

Figura 7. Variagao da chance de apresentar fibrose perisinusoidal de acordo com a
concentragdo de visfatina e a influéncia da VD na visfatina. ng/mL: nanogramas por mililitro;
VD: vitamina D; * ajustado para idade; ** ajustado para adiponectina, e resistina; ***
ajustado para idade, adiponectina, resistina e varidveis da VD; # interacdo VD com visfatina
ajustado para idade, adiponectina, visfatina, resistina e varidveis da VD. F PERIS: presenca de

fibrose perisinusoidal.
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Fibrose

Foi observado que o aumento de 1ng/mL de adiponectina diminui em 14% a chance de
apresentar fibrose (OR:0,88; 1C95%: 0,78-1; p=0,05) quando ajustado para idade,
marcadores inflamatdrios (visfatina e resistina) e varidveis da VD (Tabela 20 e Figura 8). Por
outro lado, foi verificado que o aumento de 1ng/mL de visfatina aumenta em 2,3 vezes a
chance de apresentar fibrose (OR: 2,34; 95% Cl: 1,07-5,09; p=0,033) quando ajustado apenas
para idade; em 2,74 vezes (OR:2,74; 95% Cl:1,18-6,38; p=0,019) quando ajustado para a
idade e os marcadores inflamatdrios (resistina e adiponectina) e em 2,96 vezes (OR:2,96;
95% Cl: 1,19-7,35; p=0,02) quando ajustado para idade, adiponectina, resistina e as varidveis

da VD (Tabela 20 e Figura 9).

Ndo foi observado influéncia da VD nos parametros inflamatérios para nenhum modelo

(Tabela 20).

Tabela 20. Variacdo da chance de apresentar fibrose de acordo com os pardmetros
inflamatdrios, as varidveis da VD e a influéncia da VD nos parametros inflamatérios em

pacientes portadores de DHGNA.

Odds Ratio 1C 95% p

Adiponetina § 0,93 0,85-1,03 0,169
* 0,95 0,86-1,04 0,288

* 0,89 08-1 0,055

o 0,88 0,78-1 0,05

Visfatina § 1,91 0,97-3,75 0,061
* 2,34 1,07-509 0,033

** 2,74 1,18-6,38 0,019

e 2,96 1,19-7,35 0,02

Resistina § 0,82 0,46-1,48 0,517
* 0,76 042-1,4 0,38

* 0,9 046-1,76 0,75

e 0,9 043-1,89 0,791
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VD sérica § 0,99 0,95-1,03 0,52
* 0,99 095-1,02 05

# 0,98 0,94-1,02 0,424

ek 0,99 0,96-1,04 0,837

QSol § 0,94 0,85-1,04 0,205

* 0,93 0,84-1,03 0,183

# 0,93 0,83-1,03 0,158

e 0,94 0,7-1,37 0,899

VD consumo § 1,03 0,78-1,36 0,821

* 0,99 0,74-1,32 0,958

# 0,98 0,72-1,33 0,158

e 0,98 0,7-1,37 0,899

VD x adiponectina 0,99 0,98-1 0,107

VD x visfatina 0,99 0,92-1,09 0,894

VD x resistina 0,99 0,9-1,09 0,833

VD: vitamina D; DHGNA: doenca hepadtica gordurosa ndo alcodlica; §: andlise univariada;

* ajustado para idade; ** ajustado para idade e parametros inflamatdrios; # ajustado para

idade e as varidveis da VD; *** ajustado para idade, parametros inflamatérios e as varaveis

da VD. QSol: questionario de exposi¢ao solar.
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OR - C195% da Regresséao Logistica

0,6 0,8 1,0 1,2 1,4
T i :
I
|
Adiponectina (ng/mL) * 1 —0—:—
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|

|
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Adiponectina (ng/mL) ** - —0—:
|

|

|

|

|
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|

Adiponectina (ng/mL) *** - —0—:
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|

|

|

|

:

|

Adiponectina (ng/mL) e VD(hg/mL) # - 0:
|

|

|

|

|

|

|

|

|

Protege FIBR Favorece FIBR

Figura 8. Variacdao da chance de apresentar fibrose de acordo com a concentracdao de
adiponetina e da influéncia da VD na adiponectina. ng/mL: nanogramas por mililitro; VD:
vitamina D; * ajustado para idade; ** ajustado para visfatina e resistina; *** ajustado para
idade, visfatina, resistina e variaveis da VD; # interacdo VD com adiponectina ajustado para

idade, adiponectina, visfatina, resistina e variaveis da VD. FIBR: fibrose.
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OR - C195% da Regressao Logistica

®

Visfatina (ng/mL) * -

Visfatina (ng/mL) ** -

Visfatina (ng/mL) *** -

Visfatina (ng/mL) x VD (ng/mL) #

Protege FIBR Favorece FIBR

Figura 9. Variacao da chance de apresentar fibrose de acordo com a concentracao de
visfatina e da influéncia da VD na visfatina. ng/mL: nanogramas por mililitro; VD: vitamina D;
* ajustado para idade; ** ajustado para adiponectina e resistina; *** ajustado para idade,
adiponectina, resistina e varidveis da VD; # interacdo VD com adiponectina ajustado para

idade, adiponectina, visfatina, resistina e variaveis da VD. FIBR: fibrose.
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EHNA

Ndo foi observado alteragdo da chance de apresentar esteato-hepatite para nenhuma

das varidveis avaliadas (Tabela 21).

Em relagdo a influéncia da VD nos parametros inflamatdrios, foi observado que fixando a

visfatina, o aumento de 1 ng/mL de 25VD, diminui 19% a chance de apresentar EHNA

(OR:0,84; 95% Cl:0,73-0,979; p=0,025) quando entraram no modelo: idade, adiponectina,

resistina, visfatina, 25VD, Q Sol, VD consumo e produto da visfatina com 25VD (Tabela 21 e

Figura 10). Nao foi observado influéncia da VD nos parametros inflamatdrios nos outros

modelos.

Tabela 21. Variagdo da chance de apresentar esteato-hepatite de acordo com os

parametros inflamatdrios e as varidveis da VD em pacientes com DHGNA.

Odds Ratio  1C95% p
Adiponetina § 094  0,85-1,03 0,196
* 093  0,84-1,03 0,162
* 091  0,82-1,02 0,109
e 0,091 0,81-1,02 0,093
Visfatina § 1,21  0,83-1,78 0,322
* 1,16  0,79-1,71 0,448
** 1,27 0,84-1,9 0,254
e 1,28  0,85-1,95 0,24
Resistina § 0,87  0,46-1,66 0,677
* 091  047-1,73 0,764
** 1,06  0,553-2,09 0,875
e 1,14  0,57-2,28 0,72
VD sérica § 1,01  0,97-1,05 0,631
* 1 0,97 - 1,05 0,598
# 1,01  0,97-1,05 0,65
e 1,02 097-1,06 0,413
Qsol § 1 0,89-1,11 0,943
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1 0,89-1,11 0,949
# 1 0,9-1,12 0,994

e 1,01 09-1,13 0,872

VD consumo § 097  0,77-1,22 0,79
* 097  0,76-1,23 0,799

# 1 0,78-1,28 0,994

e 1,02 0,78-1,32 0,891

VD x adiponectina 1 0,99-1 0,86

VD x visfatina 0,84  0,73-0,89 0,025

VD x resistina 1,03 0,94-1,12 0,934

VD: vitamina D; DHGNA: doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica; §: andlise univariada;

* ajustado para idade; ** ajustado para idade e parametros inflamatdrios; # ajustado para

idade e as varidveis da VD; *** ajustado para idade, parametros inflamatérios e as varaveis

da VD. QSol: questionario de exposicdo solar.
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OR - C195% da Regressao Logistica

0,0 054 028 152 126 2,0
Visfatina (ng/mL) * 1 °
Visfatina (ng/mL) ** .
Visfatina (ng/mL) *** 4 .
Visfatina (ng/mL) x VD(ng/mL) # - ——

Protege EHNA Favorece EHNA

Figura 10. Variacdo da chance de apresentar esteato-hepatite de acordo com a
concentra¢do de visfatina e da influéncia da VD na visfatina. ng/mL: nanogramas por
mililitro; VD: vitamina D; * ajustado para idade; ** ajustado para adiponectina e resistina;
*** ajustado para idade, adiponectina, resistina e varidveis da VD; # interacdo VD com
visfatina ajustado para idade, adiponectina, visfatina, resistina e variaveis da VD. EHNA:

esteato-hepatite.
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O presente estudo avaliou pacientes com DHGNA com maior frequéncia do sexo
feminino e obesos. Além da obesidade de acordo com o IMC, também foi observada a
presenca de obesidade abdominal e alta frequéncia de DM, HAS e DLP. Foi verificada
associacao da adiponectina como fator protetor e da visfatina como fator de risco para
achados histolégicos da DHGNA. Em relacdo a VD, foi observado hipovitaminose D em 60%
dos pacientes. A VD influenciou a atividade da resistina, com aumento da chance de
apresentar inflamacao lobular; por outro lado, a VD influenciou a atividade da visfatina, com

diminuicdo da chance de apresentar EHNA.

Foram avaliados 82 pacientes. Em relacdo aos achados histolégicos caracteristicos da
DHGNA, foi considerado esteatose significativa o comprometimento de pelo menos 34% do
tecido hepatico, que foi observado em 54% dos nossos pacientes. Valores semelhantes
também foram observados em individuos obesos acompanhados em ambulatério (Vonghia
et al, 2015) e em pacientes submetidos a cirurgia bariatrica (Wolfs et al, 2015). Em outro
estudo, Aller et al. encontraram 44% dos pacientes com o mesmo grau de esteatose (Aller et

al, 2009).

Na classificacdo da inflamacdo lobular, foi considerada a presenca ou auséncia do achado
histoldgico independente do grau. Este achado foi observado em 78% dos nossos pacientes.
Verificamos na literatura, que a presencga de LOB pode variar de 59 a 73% dos pacientes

(Aller et al, 2009, Wolfs et al, 2015; Vonghia et al, 2015).

Foi verificada a presenga de balonizagdo em 90% dos nossos pacientes, porém em
estudo prévio com pacientes portadores de DHGNA atendidos em ambulatdrio a presenca
de balonizagdo foi constatada em 100% dos pacientes (Vonghia et al, 2015) e em pacientes

submetidos a cirurgia bariatrica em apenas em 47% deles (Wolfs et al, 2015).

Apesar de a fibrose perisinusoidal ser caracteristica do inicio do processo de fibrose na
DHGNA (Skoien et al, 2013; Takahashi & Fukusato,2014), poucos estudos diferenciam esse

achado histolégico em relagdo a presenga de fibrose. A F PERIS foi observada em 28% dos
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nossos pacientes e em apenas 18% no Unico estudo que encontramos com essa descricao
(Aller et al, 2009). A fibrose é estabelecida na perpetuagao da lesdo hepatica, porém nao é
possivel identificar o inicio do processo (Skoien et al, 2013, Takahashi & Fukusato,2014).
Observamos fibrose em 46% dos nossos pacientes, porém na literatura a frequéncia desse
achado parece estar em torno de 20% (Aller et al, 2009; Wolfs et al, 2015; Vonghia et al,
2015).

A classificacdo da EHNA envolve o grau de esteatose, de inflamacdo lobular e de
balonizagdo. Na nossa amostra observamos EHNA em 32% dos pacientes. Apesar dos valores
semelhantes em relagdo a inflamacdo lobular e balonizagdo entre nossos pacientes e os
avaliados em outros estudos, na literatura a presenca de EHNA foi observada entre 53% e
85% dos pacientes, valores maiores do que os observados na nossa amostra (Bril et al, 2014;

Plessis et al, 2015; Vonghia et al, 2015).

Dentre os pacientes avaliados, 83% eram do sexo feminino, 94% brancos e com média da
idade 51+11 anos. Alguns estudos também observaram caracteristicas semelhantes em
pacientes com DHGNA (Jarrar et al, 2007; Silha et al, 2003; Travers et al, 2015).
Considerando que a DHGNA é inicialmente assintomatica e frequentemente diagnosticada
ao acaso (Jliang et al, 2009; Vernon et al, 2011, Chalassani et al, 2012), a maior prevaléncia
do sexo feminino pode ser pela maior procura por acompanhamento médico pelas mulheres
(Gomes et al, 2007), ndo necessariamente por maior incidéncia no sexo feminino (Eguchi et

al, 2012; Lonardo et al, 2015).

Em relacdo a histdria clinica, 37% dos pacientes apresentaram diagndstico de DM, sendo
gue dentre os individuos ndo diabéticos, 2 apresentaram glicemia de jejum acima do valor
de referéncia e 64% foram classificados como pré-diabéticos segundo a Sociedade Brasileira
de Diabetes (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2015). Além disso, 60% relataram ter o
diagnostico de DLP, sendo que nos individuos ndo diagnosticados com DLP, 55%
apresentaram hipertrigliceridemia, 42% HDL baixo de acordo com o sexo e 42%

hipercolesterolemia. A associacdo das DCNT, como diabetes, hipertensao e dislipidemia com
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a DHGNA ja foi verificada por diversos autores (Assy et al, 2000; Duvnjar et al, 2007; Leite et
al, 2009; Moore, 2010; Chalassani et al, 2012); no entanto, ndo encontramos menc¢do sobre
a diferenca entre o diagndstico clinico e os exames laboratoriais em outros estudos

transversais.

Em relacdo as enzimas hepdticas, observamos valores de AST e FA abaixo do ponto de
corte de referéncia; no entanto, os valores de ALT estavam acima da referéncia para o sexo
feminino, que basicamente compde a amostra. Além disso, nos pacientes com F PERIS
observamos valores de ALT acima da referéncia, dado que corrobora com os menores
valores de angulo de fase, ja apontado como indicador de menor integridade da membrana
plasmdtica (Barbosa-Silva et al, 2005; Bosy-Westphal et al, 2006; Norman et al, 2012),
possivelmente indicador de extravasamento de material citoplasmatico nesses pacientes.
No entanto, apesar de AST também estar maior nos pacientes com ESTEAT, BALL e EHNA,
nao verificamos diferenca na integridade da membrana celular pelo angulo de fase. Talvez os
menores valores de angulo de fase nos pacientes com F PERIS seja devido ao inicio do
processo de fibrose, no qual ocorre apoptose celular (Kotoulas et al, 2006; Cui et al, 2013;

Koliaki & Roden, 2013; Schneider & Cuervo, 2014).

Os valores de GGT também ultrapassaram o valor de referéncia, sendo que a alterac¢ao
apenas da GGT e da ALT em relagao aos valores de referencia também foi observada em
outro estudo (Sanyal et al, 2015). No entanto, diversos estudos observaram as enzimas
hepaticas dentro da faixa de referencia, mesmo em estagios avancados da doenca (Jarrar et
al, 2007; Portillo-Sanchez et al, 2015; Kalsch et al, 2015).Dessa forma, sugere-se que a
DHGNA seja investigada nos individuos portadores dos fatores de risco, como DM, DLP e
obesidade independente de alteracdes nas enzimas hepaticas (Skelly et al, 2001; Chalassani

et al, 2012; Nalbantoglu & Brunt, 2014).

A DHGNA esta associada com a obesidade (Vernon et al, 2011, Chalassani et al, 2012).
Dessa forma, alta prevaléncia de obesidade (96%) observada nos nossos pacientes é

semelhante a verificada em outros estudos com pacientes portadores de DHGNA
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(Marchesini et al, 1999; Sanyal et al, 2001; Pagano et al, 2002; Duvnjar et al, 2007; Vernon
et al, 2011; Chalassani et al, 2012; La Tijera et al, 2015; Than & Newsome, 2015).

Além da obesidade pela classificacdo do IMC; em 80,5% nos nossos pacientes também
foi observada a obesidade visceral aferida pela circunferéncia abdominal (Yoshizumi et al,
1999; Bosy-Westphal et al, 2010; Cornier et al, 2011) e classificada de acordo com o sexo
(Cornier et al, 2011). Além disso, nos pacientes com F PERIS foram observados maiores
valores de circunferéncia abdominal. Diversos estudos ja haviam associado a gravidade da
DHGNA com esse aumento da adiposidade visceral (Ishibashi et al, 2008; Petta et al, 2011;

Choudary et al, 2012).

O aumento da adiposidade visceral contribui com o desenvolvimento de Rl, que ocorre
basicamente por dois fatores - maior concentracdo de insulina para obter o mesmo efeito
metabdlico ou insulina normal com falha na resposta metabdlica (Bugianesi et al, 2005;
Fabbrini et al, 2010). Nos nossos pacientes, foi observada hiperinsulinemia com glicose
discretamente elevada, caracterizando quadro de resisténcia insulinica na classificacdo do
HOMA-IR de acordo com o IMC (Ghiringhello et al, 2006) em 48% dos pacientes. Além disso,
verificamos maiores valores de HOMA-IR nos pacientes com ESTEAT, BALL, F PERIS e FIBR.

Os pacientes também apresentaram hipertrigliceridemia; consequéncia do aumento da
dnLP estimulada pelo excesso de AGL derivados da lipdlise periférica, que por sua vez é
desencadeada pela Rl (Armstrong et al, 2014; Fabbrini et al, 2010; Berlanga et al, 2014). O
aumento de TG na corrente sanguinea estimula a sintese de VLDL, hipertrigliceridemia
hepatica e ES (Kohjima et al, 2008; Fabbrini et al, 2010; Berlanga et al, 2014). No estudo, foi
observado aumento do HOMA-IR nos achados histoldgicos caracteristicos de cada fase da
doenca (ESTEAT, BALL, F PERIS e FIBR). No entanto, apenas os pacientes em estagios mais
avancados, como F PERIS e FIBR, apresentaram maior frequéncia de Rl na classificacao pelo

IMC, sugerindo que o aumento do HOMA-IR pode estar envolvido na progressdo da DHGNA.

A dnLP também é estimulada pelo desequilibrio energético (Sevastianova et al, 2012),

com maior liberacdo de TG para os adipdcitos (Shulman, 2000; Bugianese et a, 2005;
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Berlanga et al, 2014), levando ao aumento do tecido adiposo inicialmente em hiperplasia e
na perpetuacao do estresse em hipertrofia até a capacidade mdaxima de armazenamento do
adipdcito, caracterizando a disfuncdo do tecido adiposo (Bugianese et al, 2005; Sun et al,
2011; Codoier-Franch & Alonso-Iglesias, 2015; Laforest et al, 2015). Ainda que os
mecanismos da lipotoxicidade ndo estejam totalmente explicados, sabe-se que o adipdcito
em capacidade mdxima de armazenamento induz ao acumulo de gordura ectdpico, por
exemplo, no musculo e figado (Park et al, 2007; Sun et al, 2011; Than & Newsome, 2015).
Além disso, deve ocorrer a seguinte sequencia de eventos: hipdxia, aumento da
permeabilidade celular, disfuncdo mitocondrial, EO, recrutamento de células inflamatdrias,
ativacdo do NFk-B e apoptose (Codofier-Franch & Alonso-Iglesias, 2015). Essas alteracdes
caracterizam o quadro inflamatério com modifcacdo da captacdo de glicose e Rl no musculo,

figado e tecido adiposo, tipicas da DHGNA.

O desequilibrio energético parece ser o mecanismo chave no desenvolvimento e
progressao da obesidade e da DHGNA (Ferolla et al, 2013; Gilmore et al, 2014; Sagayama et
a, 2014; Dhurandha et al, 2015). No presente estudo, foi observado o consumo de 48,7 kcal/
kg P, sendo que recomendacao energética simplificada para manutencao do peso é de 25-30
kcal/ kg P. A combinac¢do do alto consumo energético e da inatividade fisica observados nos
pacientes sugere desequilibrio com excedente energético, explicando a alta prevaléncia de
obesidade. No entanto, foi verificado em estudo com pacientes portadores de DHGNA
também com maior frequéncia do sexo feminino e na mesma faixa etaria, consumo
energético em kcal semelhante ao observado em nosso estudo (Ferolla et al, 2013),

evidéncia da relevancia do desequilibrio energético no desenvolvimento da DHGNA.

Além do balanco energético, a qualidade da alimentacdo também tem influéncia na
composicdo corporal (Rosqvist et al, 2014; Mertens et al, 2015; Payab et al, 2015). Foi
observado elevado consumo de carboidrato na forma de acgucar, doces e com baixo
consumo de tubérculos, raizes e frutas. Em relagdo ao consumo de proteinas, foi observado
consumo elevado de proteinas para o peso corporal, especialmente de carnes, ovos e

leguminosas, com baixo consumo de leite e derivados. Além disso, foi apresentado elevado
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consumo de 6éleos. Esse perfil de habito alimentar baseado no elevado consumo de doces e
gordura saturada pode caracterizar dieta de baixa qualidade e explicar a obesidade e a
obesidade abdominal observada nos nossos pacientes. A circunferéncia abdominal ja foi
associada com maior consumo de doces (Payab et al, 2015) e de gordura saturada (Rosqvist

et al, 2014), porém inversamente associada com a qualidade da dieta (Mertens et al, 2015).

A associacao da Rl e da obesidade com alteragdes na expressao e secre¢ao de adipocinas
ja foi verificada em diversos estudos (Silha et al, 2003; Barrar et al, 2007; Aller et al, 2009;
Jiang et al, 2009; Dahl et al, 2010; Akbal et al, 2012; Armstrong et al, 2014; Bekaert et al,
2015). Especialmente na DHGNA, as adipocinas parecem ter efeitos especificos, algumas
protegendo e outras favorecendo o desenvolvimento da doenca (Aller et al, 2009; Akbal et

al, 2012; Magalhaes et al, 2014; Bekaert et al, 2015; Dong et al, 2015).

Em relacdo a adiponectina, foi observada nos nossos pacientes média de 32,1 ng/mL. Sdo
encontrados na literatura cientifica diferentes valores. Foram encontrados valores
semelhantes aos nossos (Ndombi et al, 2015; Ramezani-Moghadam et al, 2015) e valores
muito maiores (Jarrar et al, 2007; Jiang et al, 2009; Magalhdes et al, 2014). Estes ultimos na
faixa de 2 a 30pug/ mL em pacientes com DHGNA (Jarrar et al, 2007; Jiang et al, 2009;
Magalhdes et al, 2014). Esta variacdo pode ser devida ao tipo de ensaio. A adiponectina
circula no sangue na forma de mix de trimeros, hexametros e complexos de alto peso
molecular (He et al, 2015). Assim, se o ensaio determinar apenas a adiponectina de alto
peso molecular, e ndo reconhecer as formas hexamérica ou trimérica o valor vai ser menor.
Além disso, pacientes com DHGNA apresentaram menor concentracdo de adiponectina

quando comparados a controles sem a doenca (Jiang et al, 2009).

A adiponectina parece ter papel protetor na progressdao da DHGNA (Jarrar et al, 2007;
Dong et al, 2015; Ghoshal & Bhattacharyya, 2015). Este papel protetor foi observado no
nosso estudo, quando foi verificada menor chance de apresentar fibrose com o aumento da
concentracdo de adiponectina. O mecanismo envolvido nesta atividade da adiponectina no

processo de fibrose parece estar ligado ao aumento da liberacdo de dxido nitrico (NO). Os
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receptores de adiponectina AdipoR1 e AdipoR2 estdo expressos nas células estreladas (Ding
et al, 2005; Dong et al, 2015), e quando ativados induzem a sintese de éxido nitrico (NO) via
AMPK (Dong et al, 2015; Ghoshal & Bhattacharyya, 2015). O NO inibi a proliferacdo e
migracao das células estreladas (Failli et al, 2000; Ding et al, 2005; Devele et al, 2008), ativa a
apoptose e diminui a expressdo de colageno tipo | (Devele et al, 2008); dessa forma com
papel protetor no desenvolvimento de fibrose (Failli et al, 2000; Ding et al, 2005; Devele et

al, 2008).

Em relagdo a visfatina, foi observada nos nossos pacientes concentracdo de 0 (O-
0,355)ng/mL. N3o se sabe os valores de referencia para a visfatina sérica. Existe até
controvérsias sobre qual é o valor na DHGNA. Alguns estudos em que foram comparados os
dados de visfatina em pacientes com DHGNA com individuos saudaveis apresentam valores
maiores (Aller et al, 2009; Akbal et al, 2012; Bekaert et al, 2015) e outros menores valores
(Dahl et al, 2010; Genc et al, 2013; Bekaert et al, 2015). Existem observagdes contraditérias
sobre os mecanismos de agdo da visfatina. Estas diferengas de observagdes podem ser
devidas a acdo da visfatina intracelular ou extracelular (Revollo et al, 2007a; Dahal et al,
2012; Garten et al, 2015). A visfatina intracelular é catalizadora da sintese de NAD crucial na
regulacdo do metabolismo energético e sobrevivéncia celular, e, portanto tem papel
protetor (Dahal et al, 2012; Mori et al, 2014; Yang et al, 2014; Garten et al, 2015). Porém, em
relacdo a atividade extracelular os achados parecem mostrar a ativacdo da cascata
inflamatdria e, portanto seria fator prejudicial (Romacho et al, 2009; Dahal et al, 2010; Dahal

et al, 2012; Garten et al, 2015).

No nosso estudo, verificamos maior chance de apresentar F PERIS e FIBR associado ao
aumento da concentracdo de visfatina e este achado aponta para uma acdo prejudicial. O
possivel mecanismo desta acdo seria por atividade proé-inflamatéria, com a ativacdo do NFk-
B e consequentemente, aumento da sintese de TNF-a.. Esses fatores sao indutores de EO e
disfuncdo mitocondrial (Romacho et al, 2009; Moschen et al, 2010; Garten et al, 2015).
Assim, a inflamacdo e o EO podem estar influenciando, nos nossos pacientes, o processo de

fibrose (Kukla et al, 2010).
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Em relagdo a resistina, observamos na amostra concentracdo de 1,16 ng/mL. Esses
valores estdo dentro da faixa observada na literatura, que varia de 0,55 a 9,2ng/ mL (Aller et
al, 2008; Tsochatzis et al, 2008; Stojsavljevié et al, 2014; Shen et al, 2014; Codofier-Franch &
Alonso-Iglesias, 2015; Bekaert et al, 2015). O valor da resistina é maior nos pacientes com
DHGNA quando comparado aos controles (Aller et al, 2008; Tsochatzis et al, 2008;
Stojsavljevi¢ et al, 2014; Shen et al, 2014; Codofier-Franch & Alonso-Iglesias, 2015; Bekaert
et al, 2015). Além disso, a resistina ja foi associada com a presenca de esteatose hepatica
(Zhou et al, 2013). Apesar de termos encontrado esteatose hepatica em todos os nossos
pacientes a resistina ndo esteve associada ao maior grau de esteatose hepdatica e também

nao esteve associada a nenhum outro desfecho.

Assim, a adiponectina e a visfatina estdo participando do processo de fibrose na DHGNA.

As acOes sdo antagbnicas, entretanto elas ndo se anulam na predicdo de fibrose.

O envolvimento dessas adipocinas no aparecimento das altera¢des histoldgicas da
DHGNA coloca a atividade e o processo inflamatério em destaque. Desta maneira, é
importante lembrar-se: a) da existéncia de hipovitaminose D como problema de saude
publica (Correia et al, 2014); b) da associacdo inversa da concentracdo de 25VD com a
gravidade da doenga em pacientes com DHGNA (Targher et al, 2007; Barchetta et al, 2011;
Kwok et al, 2013); e c) da capacidade imunomoduladora da VD (Cohen-Lahav et al, 2006;
Sadeghi et al 2006; White, 2008; Baeke et al, 2010; Borges et al, 2011; Trochoutsou et al,
2015).

Nos nossos pacientes com DHGNA a hipovitaminose D foi encontrada em 60% dos
pacientes, com concentracdo média de 25VD sérica de 28,5 ng/ mL. Outros estudos
realizados com brasileiros verificaram frequéncia semelhante de hipovitaminose D na
populacdo em geral (Premaor et al, 2008, Peters et al, 2009; Cabral et al, 2013; Oliveira et al,
2013; Correia et al, 2014). Desta maneira, apesar dos nossos pacientes serem
predominantemente obesos, causa de deficiéncia/insuficiéncia de vitamina D (Vimaleswaran

et al, 2013), o encontro de frequéncias de hipovitaminose D semelhantes de outras
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populacdes em geral afasta a possibilidade da DHGNA ser fator de risco de hipovitaminose

D.

Diferente dos achados de Targher et al (2007) e Barchetta et al (2011) ndo conseguimos
verificar a associacdo da VD com a gravidade da doenga. O principal motivo pode ser a
maneira como foi feita a classificacdo da gravidade da DHGNA nestes estudos. O primeiro
utizou a proposta de Brunt et al (1999) para classificagdo da bidpsia hepatica. E o segundo,
utilizou escore de classificacdo semi-quantitativa da esteatose a partir de exame de US. No
entanto, o nosso estudo o escore de gravidade da doenga foi baseado na classificacdao de
Kleiner et al (2005). Ainda que os escores de classificagdo histolégica propostos por Brunt e
Kleiner sejam semelhantes, a graduacao da gravidade da doenca utilizada por Targher et al e
no nosso estudo foram diferentes. Targher et al considerou a seguinte graduacgao: presenca
de esteatose isolada; EHNA com fibrose grau 0, EHNA com fibrose grau 1; EHNA com fibrose
grau 2; EHNA com fibrose grau 3 e EHNA com fibrose grau 4. No nosso estudo, utilizamos a
graduacdo da inflamacdo lobular, balonizacdo e grau de esteatose para soma do escore. Essa
diferenca pode ter influenciado a associacdo da concentragdo da VD com os achados

histolégicos.

Por outro lado, foi verificado nos nossos pacientes que a VD influencia a visfatina e a
resistina na alteracao na chance de apresentar diferentes achados histolégicos da DHGNA.
Essa influéncia pode ser explicada pela acdo da VD na diferenciacdo de mondcitos em
macréfagos e células dendriticas (Gordon et al, 2003; Baeke et al, 2010; Borges et al, 2011).
Esses trés tipos celulares apresentaram expressdo de VDR constitutivamente (Baeke et al,
2010; Borges et al, 2011) e além disso, macréfagos e células dendriticas expressam a 25
hidroxilase e a 1-a hidroxilase (Fritsche et al, 2003; Sigmundsdottir et al, 2007; Borges et al,
2011). Dessa forma, a ativacdo da VD por essas células do sistema pode ser independente da

via classica.

Além disso, a VD regula a diferenciacdo de linfécitos em Thl ou Th2 (Zhu et al, 2006;

Borges et al, 2011), diminui de forma dose-dependente a expressdo de TLR-2 e TLR-4
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(Sadeghi et al 2006; Borges et al, 2011) e inibe a ativagao do NFk-B (Cohen-Lahav et al, 2006;
Borges et al, 2011), fatos que possibilitam a modulacdo da resposta imune e a expressdo de

diversas citocinas pela VD (Borges et al, 2011), dentre elas a visfatina e a resistina.

Apesar da associagdo da visfatina ter aumentado a chance de apresentar FIBR E F PERIS,
a influéncia da VD na visfatina diminuiu o risco do paciente de apresentar EHNA. A EHNA é o
acumulo de TG nos hepatdcitos com infiltrado inflamatério lobular e balonizagdo, portanto,
a inflamacdo e Rl sdo fatores chave na progressdao e desenvolvimento do quadro (Day &
James, 1998; Than & Newsome, 2015). A ac¢do pré-inflamatdria da visfatina é desencadeada
pela ativacdo TLR-4 (Nogueira et al, 2014). Diversos estudos ja associaram o TLR-4 com o
desenvolvimento de EHNA (Rivera et al 2007; Ye at al, 2012; Roh & Seki, 2013; Kiziltas et al,
2014). A inativacdo do TLR-4 em camundongos protegeu-os do desenvolvimento de
esteatose hepatica, enquanto que os animais que desenvolveram EHNA apresentaram maior
expressao desse receptor nos macréfagos hepaticos (Ye at al, 2012). Por outro lado, o
aumento da concentracdo sérica de 25VD pela admistracdo de colecalciferol diminuiu a
expressao do TLR-4 em mondcitos (Sadeghi et al 2006; Borges et al, 2011). Esses achados
sugerem que com a diminuicdo da expressao do TLR-4 pela VD levaria a visfatina a ter menor
atividade na cascata inflamatdria. Portanto, a influéncia protetora da VD na visfatina seria

por impedir sua atividade.

De modo diferente, a influéncia da VD na resistina aumentou o risco de apresentar
inflamacado lobular. Uma possibilidade de explicar esse achado pode ser pela acdo da VD na
diferenciacao de linfécitos Thl e Th2. A VD favorece a resposta Th2 (Zhu et al, 2006; Borges
et al, 2011), que por sua vez aumenta a ativacdo de macrofagos (Bowen et al, 2008; Borges
et al, 2011). Macréfagos ativados secretam resistina de forma diretamente proporcional
(Patel et al, 2003; Codofier-Franch & Alonso-Iglesias, 2015). O aumento na concentragao de
resistina ja foi associado com a inflamacdo hepatica (Pagano et al, 2006) e com a gravidade
da fibrose (Tsochatzis et al, 2008). Essas evidéncias sugerem que a influéncia da VD na
secrecao da resistina pode ter sido responsavel pela inflamacdo hepatica observada nos

NOSSOS pacientes.

100



D iscuwssiio

Os achados do nosso estudo mostram a relagao da VD com as adipocinas na DHGNA.
A VD influencia a atividade dessas citocinas, e consequentemente o papel de cada uma delas

nas alteracdes histoldgicas caracteristicas da doenca.
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Concluwsio

As adipocinas estdo associadas as diferentes alteracdes histoldgicas que caracterizam a
DHGNA. O aumento da concentragdo sérica de adiponectina esta associado a redugdo de
fibrose na biopsia hepatica. O aumento da concentracao sérica de visfatina estd associado ao

aumento da fibrose perisinusoidal e fibrose na bidpsia hepatica.

A vitamina D influencia a visfatina de modo a proteger o aparecimento de EHNA. Com
relacdo a resistina, a vitamina D influenciou maior aparecimento de inflamagdo lobular.
Desta forma, a vitamina D influencia de modo diferente as adipocinas nos achados

histolégicos da DHGNA.
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Anexo-3 - Aprovacdio- secretowio dav sauide

DECLARACAO

DECLARO que teaho CIENCIA E AUTORIZO o descavolvimento do
projeto de posquisa entitulado: “Estudo da rebagio entre vitaminus ¢ doencas
erimicas: Estado nutricional relative & vitaming D, parimetros hepiticos,
metabdlicon ¢ gendtips para a receptor nsuclear parn vitamion D em
individuos com sindrome metabélica pertadores de doengas  hepiticas
gordurosa ndo alcodlien.” o ser desenvolvido pela pesquisadon Karelin Alvisi
Cavallari sob onentagio do Pref® D, Cardes  Anténio Carsmeri, do
Depanamenso de Clinica Médica da Faculdade de Medicing da UNESP de
Botucatu™, junto a esta entidade

Decluro que conbego, cumpeires ¢ farcl cumprir os Roguisiios da Resolugho
19696 ¢ suas complementares ¢ como esta Institiagdo tem condighes para o
desenvolvimemio deste proseto, sulonag sia execucio.

Por ser verdade, firmamos o presente.

Botucaty, 05 de Agosso de 20135

\

/
v " '
l\ ) Y ”}C«,‘i:
Claudio Lucas Miranda
Secretario da Sadde do Municipio de
Botucatu
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Anexo-4 - Termo- de consentimento- livire e esclavecido-

Termo de Comentmaento Livre o Bsdamscids:

Fimuldese de Mecdicing da Faculdase de Imitibsn de Bodinde de Behucatu
S O L Dapartarmeria de ESucda
Departarmerdn de Cinkca Midica
Canbre de Etudos @ Friftlon am Rutricls =
Curio de Ph-Gradusclc o Fhlcpatologia CEPRAN

Profetos: Svaleds de marcedo s Infemabdnio, de aute-imunidsdts o ruticlonsls em paclerfe porladeres da
dioarca hapitica gordurcsa nlio-alofallon [DESHA)

Eiponsivahb: Pral. Or. Cafes Antdnke Cararsad o Cardsd Eduards Andrsde Chigi

[Durants @ leitura do deosments shabss ful infermads (@] gue peses inbeimereeer para fader gualousr pergurta,
joars oisjative da Hrir diddics, pira & mau makss ndaredmants,

Apcenberenbs, fem-an esludads mulin sshie o Dosnge Gordurom do Nipeds Mo Alcodlica [IHONA], cur & =
saimule de gorduta dentro Spedo. Mulbc deles repee s rtar grarced cicds Se irvsalder & mocts ma popubecls
Ermilaira adulta. O Spedo gerdo Tber sutindie gue sumertam @ infameglo & sstimulem @ defmia do nodss
crganma.  Ouands axbibe alpomna sibteracks e defess do nodo orgmnistmo podermos  obeerver o
dmeresivimentn de dosrsan cham edo avtc-irunm. Sibm dhao, am hdvdeos acma de pess, mitn oo de
pordura pde prejudlarr 6 o de alpers nuirlenb pelo noss crganhims, dentie @i, @ Vibambha O. além de
ier Irmpertanis pans oo, mibn nuicant tarcbim b Elaeds pele plaosn, mibculo g oules Sglles, nde e
Hgedn um dod mab Imporlanis Ao deu eefabelsmn. Em prgquiso mecanbr, ohesnairars @ poaishaal
errechiment da gorsure na aferagis da Seless S srganbreo levards @ plore da infaracls Se fgeso o
e uenErrants b Hepatte autc-irrune. Dhervou-ss alrda, gue muitsd sbescs tem defidincka de ¥Mamina O,
i gue mifa vitaming pede ser Impoftenks mo trilemects de doersan do Spede. Dota fosma, aemekd e wech
pira da revici paubel. S aceflar o osrrd b, vl facll aaa e da e 8 senll avalade por um nuicklenbita
pira verMcar i prss, altuns corecikle arperal @ hibita alimertar. Em sopulda, vool sl avelledo gt we
midn & farll ure ssamae da imagen (UErEscnografla). Cass o midien wala gue wock bere pardura no Sgeds, sle
arcaminbanh weok para agendar urma Bldpila hepitica |[retirada da om pedess de seu Figadn). Esta bifgxila sarh
roalitids por wn médios mpecabhifa wch enmibrila locel, em amhients sproprisds |HoeRal das Oinkos = FMB|
& Bidpila & un procedimerio seguin, mas pode b CiLGEr um peguEns Smconionn; aprear dhiss § um e
mulln impartants pice saberrro frals detalias @ rmpels da gordore qus mbE em e Spedio. Depols da coleta di
Blepida, vweob Meard am olssrvacle por 2 b aph @ Homle om el dupnids midies. Ash mls periods o
midn b dank albi Mo sy sangue cleteds, lemo mfudar a infamiclo o spuns harmiinlos eelackena s oom @
chaddeds ¢ gerdura no Sgads. A& partk do materal cclebedn, cyrseguirermss uma amestna de o OME @
mifudirerm tambdm ie afteracies em agure e dele (o) s mpornbs para o mefabelbirma de
witamina 0 am pricoas om gerdurs no Sgedo. Todm e ecam e seclo mallmdes grabuBaman®s @ ierlle muBs
Iimportants pats gus podsatro b Sreper ufs Intements mak sdeguads @0 e o, Cordiderardo qus sofmas
priofmisenm na Unbeerildids o que i==do 0 miteclal ccletisdo (G, ORS o bidala] sath armassnads, pestada ts
gl i veol aulsrlia @ Blliedhs Seites mabarial pana gus islam realliadas cutnic pesgulsis no fulurs, s
i recmldads da realkado dca mEumes mameE. Yo tem @ Bacdeds de s recuer @ partidpar cu Sabarc @
pmguba 8 gualspsr momaentn, sem rechum prejuiss @ ey farenn, & femgis cbtides abnrets Seca
pmiquba serlle cenfidendali & Emsagurames o lglls ssbee e partidpagls. Vool recabenl umia Sipla deibe WBima
grde cardta o Wmisfore @ & sderess de prcubador princioal, podendn tear swid dividic schm o prejeto @
particpclia, mgora cu @ quakjuer momertn.

“Ousiguer dirida adicional, voof podend entres om cntats com o Comitd de £bcs em Pesguise, @S de fone:
fL4] s311-E148
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Termo de Comanbmanto Lisme » Bdarsscids

Bu, . , wcnla particlgar dos proketon
adma i, Dedars que Sl sdarecdds o i elitune & fedls edma s amsdm verbalimants.

ook autorks previametie @ Bl do mideclal cletadn [sangess, ORA ¢ Bdoak] e Srbors ol @
imrem realzedtn ks gross:

i lsim

i 1nlo

Axirafurs do pecienbs

Agradecmmss @ sus colaboragho o fama b depeaicls am o da make e mcirscmen s,

Priof. O, Carles Antonke Cararmord

Rlib o CINA S0

Hepalakogha = Depte de Oinkca Midics Pral. Or. Sl Eduesds Andrada Chagas

Talefors de cnlafs (L4] 3811-£18 Kb onbta CAR-3 14037

Ermall Fomarsa®pmailom Ircitftuts de Bleckincs = Depte de Eduecln
Tabefone: (14] 3880184
Colulars [11] 9953-3485

Earina Femards de Camangs E-mall g % bl orspes By

" e Ch 225t Earmlin Sivhd Covallad

Conbpie (LM I'i.llrhllllmh'l.lﬂ.l'l!-!.'-?'ll-l

Erall: comargs karineoghns com by Coriafc: (L4 FTE-E718

Ermalk b vl by v e ghegn com by

Renin Gorsmhvs Bartholinl Verconds
Rlutriclonbits DIN 3- 3E10P
Corstate: (11 993711 3005

Emaik rengrvericyrdoabgmgiioom
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Anexo-5 - Protocolo-DHGNA

ungsp"a" LD SEMES DT P

AHAMNESE CLIMICA E RUTRICHINAL

1.Dodoy Praosi

LieH

Home:

Tl o Data de naicdirrenin: _ f e Idach: i
Temn: | JM []1F Eurlaridade: Proffale:

DHagredaticn Cinlcs: Cdgprdutics Hugridon:

1. Antecedenis Pemaoan @ Lemiliana

| lom i lTeal [ lTeel

| 1Dhilckdenia {  JObasdads [ hOstenpormes | JH&S
| jms {  Hepmomts [ bComonaropets | |oow [ | cnoe
. Mébioa Serais

Esalzou scompantements radricenal anterdommante? 5 O N [

Crsanto tempsd Dbjutien:

Bpmtbm: [ diminuide O nermal [J susrreritadn

Hibte imtemtiral: [ rormmal [ oesticsds Jdiaréioo rres Comskieia
Flgudince: s [0 w O #reg. piatenabe:: 5[0 w O reeg
Hilbbs urinditie: feg. Coloraghz [] Umglda [] Twres

ngemblis b e/ da Tamanka docopa

flsmae 5[0 WO Tex Cida e,

Tabaghimz= 5[] M[] T Rda P

Athddese falea: 5[] M [] Tiem Frag. Duragdn
Madoamanics

4. Hibfou Mirentea

Utlles terpmrcaprontes: [ 15 [ N Enbataden: 05 [ s

N" prncan ek Dipry [ roa e Agicar |Egfrmda]

Dnde comiburea foer sor refebcfes: [ Casa __ fearana [EedauranteSarvign Jemrrana
Intoberincis Al ey
manErichc sllmantar:
Erenralin alimerter:

Suplermen be el men b I resuinds Hili qpsanfs temips:

5. Do Sirtropom e
Data

Peia (gl
Entabura !m|
ML g |
LA fom )
B i fosash
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Anexoy

[T QUANTAS VEZES WK OUMIE D |E[M |A [roRCAD 5Ll PN RS
MEDLL (80

Ao = H1Z 348536731910 O |5|M | A |0ociherde 5555
CoOoOO0OC0O00 0 |O |00 (o |

ftermiu o= [orax | H1Z 348536731910 D158 | & |Jusdesto :EIE”I:I
OOOoOOOOooo0 0 |o|olo |o

Cwrana ds oy H1Z 348367131910 I I I L erdher de 655.},1
OoOOoOoODOoO0oO0 0 |(o|oo | | =

i e, wredndos, H1Z 348367131910 I I I ¥ o b e I IE'II:I
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CAULSTIORARIO O EXPIES AD SCLAR

1} Freousircs da athvikdeds so arlivre gor mah
da 15 irsdrarbon:

| 1 Dlatlarmanbs [ PORTOS]

| 148 vemoms por snmmana |5 PONTOS|

| 1:2-3 v ot demrmana 11,5 POMTOS]

| 12 waz por dermana [1 PORTOY)

| Isferzs de 1 vt por sermans manca (3]

1} FHors habihual do S pars stradedes so ar
v

| 1 Ertra O0Fh @ 11h da manhl {1 FONTO)

| 1Entra 11h da manhl o 3h da sarde (2 PONTOS)

| 1 Entra Sk o S da barde (1 FONTO)

Y Tipo do weatimants vbibede 8o e lha:

| 1 Calkn oomprida, rangin comprisin, depabn
fechadon, melis o chapsiu ()

| 1 Gl etk e s, PRy b @ SEpatcs
abarbzd [1 PONTON

| Mosspi da grala [ FONTOS]

4 Ureguircis do uso de probrior solar

| 1 W |3 O TIOS]

| 1 eterees g O3 vepes por srans |1 PONTOS]
| 128 v et demrrana |1 PONTO)

| 1 Dlariarrants (@]

%] Fator da Protegdio Solar (FPSE
| 1 hlie wtiliea (3 PONTOE]

| 1PPS 15 2 PONTOE]

| 1 FPS 15-30 {1 FONTO)

| 1PPs = 50 ]

El Capaidsds dn bronreer-a g lmrddncis a

P I3
| 1 Feareca bronezelsfouaima sele mulls
plarmartecal (6]
| ] Fisrech pumlirea, brenbeede pratn) mames |1
PONTO|
| 1 Ratamanis guelms o brenbesds marom [2
PONTOS)
| ] Ousirea peuas s Erondsls feclmenbs [3
PONTOS)
| § Ousirra medensdaments, bronssia
rmoderelaments @ unifformements | 4 FONTOS]
|} Chsirran Paschirres ritae, Brorseli powss [S PORNTOS)
| 1 Chirean Paclime nite, nunca Brondsla |& FONTOS]

rFOMTUACAD:

0] - Mo sxpmicio solar
11 = Elervncls snpoukic solar
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