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RESUMO

BARROS, LP; BURINI RC. O papel diagnostico da fetuina-A nas complicacdes
metabdlicas da doenca gordurosa hepatica ndo-alcodlica. Dissertacao
(Mestrado) - Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista,
Botucatu, 2019.

A doenca gordurosa hepatica ndo-alcodlica (DGHNA) € uma epidemia mundial, e
esta associada a diversas doencas cardiometabdlicas, tendo como um dos
mecanismos etiolégico o estado inflamatorio. Durante a inflamacdo, o figado
sintetiza e libera proteinas de fase aguda. A fetuina-A, considerada proteina de fase
aguda negativa € sintetizada principalmente pelo figado, e sua concentracdo sérica
esta associada ao acumulo de gordura no figado. Fisiologicamente, a fetuina-A atua
na inibicdo do receptor de insulina tirosina quinase e, portanto, associada a
resisténcia insulinica comumente encontrada em doencas como obesidade,
sindrome metabdlica, DGHNA e diabetes mellitus tipo 2. A fetuina-A desempenha
papel potencialmente protetor contra doenca arterial coronariana e eventos
cardiovasculares agudos, evitando a precipitacdo espontanea de minerais no
endotélio, devido sua atuacdo como inibidor da calcificacdo ectdpica. Associacdes
de alta e baixa concentracdo de fetuina-A com doencas cardiovasculares e risco de
mortalidade tém sido relatadas. Assim, a fetuina-A é multifuncional e o papel
diagnéstico da fetuina-A nas complicagcbes metabodlicas da DGHNA ainda é
discutido. O objetivo da presente revisdo narrativa € discutir evidéncias cientificas
que embasam a relagdo da DGHNA com a fetuina-A, bem como o papel
fisiopatologico dessa proteina nas doencas metabolicas associadas a DGHNA e

doencas cardiovasculares.

Palavras-chave: Fetuina-A; Doeng¢a Gordurosa Hepatica N&o-Alcodlica, Resisténcia

Insulinica, Sindrome Metabdlica; Doengas Cardiovasculares.
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ABSTRACT

BARROS, LP; BURINI, RC. The diagnostic role of fetuin-A in the metabolic
complications of non-alcoholic fatty liver disease. Thesis (Master) - Botucatu
Medical School, State University of S&o Paulo, Botucatu, 2019.

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is a worldwide epidemic, and is associated
with several cardiometabolic diseases, with one of the etiological mechanisms being
the inflammatory state. During inflammation, the liver synthesizes and releases acute
phase proteins. Fetuin-A, a negative acute phase protein, is synthesized mainly by
the liver, and its serum concentration is associated with accumulation of fat in the
liver. Physiologically, fetuin-A acts on inhibition of the insulin receptor tyrosine kinase
and, therefore, insulin resistance, commonly found in diseases such as obesity,
metabolic syndrome, NAFLD and type 2 diabetes mellitus. Fetuin-A plays a
potentially protective role against coronary artery disease and acute cardiovascular
events, preventing the spontaneous precipitation of minerals in the vasculature due
to its action as an inhibitor of ectopic calcification. Associations of high and low
concentration of fetuin-A with cardiovascular diseases and mortality risk have been
reported. Thus, fetuin-A is multifunctional and the diagnostic role of fetuin-A in the
metabolic complications of NAFLD is still discussed. The aim of the present narrative
review is to discuss scientific evidence supporting the relationship between NAFLD
and fetuin-A, as well as the pathophysiological role of this protein in the metabolic

diseases associated with NAFLD and cardiovascular diseases.

Key-words: Fetuin-A; Non-Alcoholic Fatty Liver Disease; Insulin Resistance, Metabolic

Syndrome; Cardiovascular Diseases.
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1. Introducéo

A esteatose hepatica, na auséncia de causas secundarias, como o
consumo excessivo de alcool e drogas esteatogénicas, caracteriza a Doenca
Gordurosa Hepatica Nao-Alcoolica (DGHNA), considerada epidemia mundial, de
grave ameaca a saude publica (1). A DGHNA possui espectro progressivo, que inclui
esteatose hepatica, esteatohepatite ndo-alcodlica (EHNA), fibrose hepética, cirrose e
carcinoma hepatocelular (2, 3). A DGHNA é considerada como manifestacao
hepatica da sindrome metabdlica (SM) (4). A DGHNA afeta cerca de 30 a 50% de
diabéticos, enquanto nas populacdes obesas e dislipidémicas, sua prevaléncia sobe
para 90% (5).

A DGHNA resulta do acumulo de gordura ectopica, provavelmente
secundario a resisténcia a insulina (RI) (6). Adicionalmente, sabe-se que o0 acumulo
de gordura em regides ectopicas, particularmente no figado, é geralmente
acompanhado por inflamacéo, e que, a disbiose intestinal e 0 consequente processo
inflamatorio decorrente, fazem parte da progressao da DGHNA a EHNA (7). A EHNA
€ doenca modulada por numerosos fatores, incluindo metabdlicos, genéticos,
ambientais e com comprometimento da microbiota intestinal. Os mecanismos que
levam um paciente a desenvolver EHNA e outro a ter apenas esteatose hepéatica
simples néo estao bem delineados (8).

O processo inflamatério crénico de baixo grau é relevante na patogenia
de vérias doencas (9). A resposta inflamatoéria subaguda induzida pela esteatose
hepatica pode ser detectada sistemicamente, pela dosagem da proteina C-reativa
(PCR), proteina de fase aguda positiva produzida principalmente no figado (10). As
concentragbes séricas de PCR sdo maiores em pacientes com EHNA
histologicamente comprovada em comparacdo com a esteatose simples (11).
Analogamente a PCR, o figado produz também a fetuina-A. Entretanto, ao contrario
da PCR, a fetuina-A é considerada proteina de fase aguda negativa (12, 13).

Fisiologicamente, no figado, a fetuina-A € inibidora do receptor de insulina
tirosina quinase e, portanto, associado a RI, comumente encontrada em doencgas
como obesidade, sindrome metabdlica (SM), DGHNA e diabetes mellitus tipo 2
(DM2) (13, 14). No vaso sanguineo, a fetuina-A desempenha papel protetor na
evolucdo da calcificacdo arterial, pois atua inibindo a calcificacdo extra-0ssea.

Quando desregulada, a fetuina-A pode levar a calcificagdo ectdpica, contribuindo
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para a aterosclerose (15, 16). Assim, a fetuina-A é multifuncional e suas
concentracfes seéricas estdo associadas as diversas doencas, mas 0 seu papel
como potencial biomarcador para essas doencas, ainda é discutido. O objetivo da
presente revisdo narrativa é discutir evidéncias cientificas que embasam a relagéo
da DGHNA com a fetuina-A, bem como o papel fisiopatoldgico dessa proteina nas

doencas metabdlicas associadas a DGHNA e doencas cardiovasculares (DCV).

2. Agao inflamatoéria na evolugcdo da DGHNA

Como ja mencionado, a DGHNA resulta do acumulo de gordura ectépica,
provavelmente secundéria a RIl, sendo que a RI, via serina quinase pode ser ativada
pela Jun NH2-terminal kinase (JNK), consequente tanto ao acumulo de acidos
graxos livres (AGL) e formacdo de ceramida, como por citocinas pro-inflamatorias
e/lou pelo estresse oxidativo (17). Na DGHNA todos esses mecanismos
fisiopatolégicos podem estar presentes (6).

No caso do acumulo de AGL no hepatécito, o maior afluxo de AGL ao
figado pode ocorrer, consequente ao aumento da lipolise do tecido adiposo periférico
(6) e liberacdo dos mesmos na circulacdo. Estes AGL saturados sdo reconhecidos,
pelos hepatdcitos, como padrées moleculares associados aos danos (DAMPS)
ligantes do toll-like receptor-4 (TLR-4) da membrana celular (18). Desta forma,
podem induzir inflamagédo estimulando, intracelularmente, o fator nuclear kappa B
(NF-kB) e a producdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias (19, 20).
Subsequentemente, estas citocinas pré-inflamatérias, particularmente a interleucina-
6 (IL-6), suprimem a producdo de adiponectina, hormonio inibidor da lipogénese
hepética e estimulador da utilizacdo de glicose e da oxidacdo de acidos graxos (21).
Com a inibicdo da beta-oxidacdo e com maior lipogénese ha maior esterificacdo dos
AGL formando triacilglicerol e ceramida. Por outro lado, sabe-se que os adipécitos
expandidos no figado sdo biologicamente ativos e secretam varias quimiocinas e
citocinas pro-inflamatérias (22), incluindo proteina quimiotatica de mondocitos-1
(MCP-1), fator de necrose tumoral-alpha (TNF-a) e interleucinas (IL) causando
estado inflamatério de baixo grau, que é relatado como promotor da resisténcia a
insulina (23-25).

O figado é o6rgdo metabolizador, mas nao estocador de gorduras,

portanto, a quantidade excessiva de triacilglicerol (ou ceramida) intra-hepatica
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representa desequilibrio metabdlico e esta associada a alteracbes adversas no
metabolismo da glicose, acidos graxos e lipoproteina (26). Neste ultimo, a DGHNA
tem sido independentemente associada com aumento de pequenas particulas
densas de lipoproteinas de baixa densidade-colesterol (LDL-c) e diminuicdo da
concentracdo de lipoproteinas de alta densidade-colesterol (HDL-c), resultando em
padrdao mais aterogénico (6, 27).

A possibilidade adicional ou alternativa da atividade inflamatdria hepatica
pode ser decorrente de citocinas ou outras substancias pré-inflamatorias levadas ao
figado pela circulacdo Porta (28). Por exemplo, o lipopolissacarideo (LPS)
bacteriano, de origem intestinal, que desencadeia a ativacéo inicial do NF-kB e
MAPK com producdo de quimiocinas e citocinas inflamatérias como TNF-q, IL-1 e
IL-6 (29-31). Sabe-se que o figado € importante 6rgdo do sistema imune inato.
Grande parte (80%-90%) dos macréfagos de tecido hepatico sao células de Kupffer
(32). As substancias pro-inflamatorias ativam as células de Kupffer existentes a
liberarem citocinas, mas ndo implicam no aumento do numero de macrofagos (33).

Em resumo, pela teoria “da dupla agressédo” vigente, a progressdo da
esteatose hepatica a EHNA, o dano hepatico inicial (“first hit”) seria dado pelo
acumulo de lipidios nos hepatdcitos, complementado pelo “second hit” dado por
citocinas e adipocinas extra-hepaticas, endotoxina bacteriana, disfuncdo
mitocondrial, estresse oxidativo, e o estresse do reticulo endoplasmatico (RE) (34,
35).

2.1. Resposta positiva da fase-aguda

Em resposta inflamatéria as infeccdes e lesdes, o figado estrategicamente
prioriza a sintese e liberacéo sistémica de proteinas denominadas coletivamente de
proteinas de fase aguda (PFA), cujas concentracdes plasmaticas aumentam (PFA
positiva) ou diminuem (PFA negativa) durante a inflamagé&o (36).

Na DGHNA, parte da resposta inflamatéria subaguda € atribuida ao
estresse do reticulo endoplasmético (RE). O RE estd envolvido na geracdo de
espécies reativas de oxigénio e, consequentemente, estresse oxidativo. No
hepatdcito, o acumulo de lipidios causa estresse no RE, e € acompanhado pelo
acumulo de proteinas desdobradas ou mal dobradas, amplamente mediado pela

ativacdo do JNK, resultando em comprometimento da sinalizacao da insulina (17).
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Adicionalmente, o estresse do RE esta associado a ativacdo de multiplas
respostas de estresse e a ativacdo especifica da CREBP, fator de transcricdo
especifico para hepatdcitos, com papel importante na resposta hepética de fase
aguda, pela inducdo da transcricdo dos genes do componente amiléide-P sérico e
genes da proteina C-reativa, ambas, proteinas de fase aguda positiva (37).

Os niveis plasmaticos da PCR sdo muito baixos em condicdes
fisiologicas, mas aumentam em até 100 vezes em resposta ao processo inflamatorio.
Devido a sua meia-vida relativamente curta, de 18 horas, a PCR representa
marcador Util de inflamacdo aguda, mas é inespecifico (10). A PCR plasmatica é
produzida predominantemente por hepatdcitos e esta sob controle transcricional da
IL-6 e outras citocinas pro-inflamatérias como a IL-1, assim como do cortisol (36). A
PCR circulante esta positivamente correlacionada com a esteatose hepética (38, 39).
Além disso, as concentracdes séricas de PCR sdo maiores em pacientes com EHNA
em comparacao aos com apenas esteatose hepatica (11).

Aumento das concentracdes séricas de PCR foi observado também em
disturbios relacionados & DGHNA, como obesidade, Rl e SM (38, 40-42). Os niveis
de PCR séo maiores em individuos obesos que também séo resistentes a insulina e
diminuem com a perda de peso e com a melhora da sensibilidade a insulina (43, 44).
Consequentemente, os niveis circulantes de PCR podem diminuir apds a cirurgia
bariatrica (45). De interesse, a PCR circulante provavelmente ndo € meramente um
indicador de inflamacao sistémica, mas também esta envolvida na patogénese da
aterosclerose (10). Portanto, as concentracdes circulantes de PCR estdo
correlacionadas com a resisténcia a insulina, e sdo consideradas como marcador de

risco cardiovascular (46-48).

2.2. Resposta negativa da fase aguda

Diferentemente das PFA positivas, as proteinas hepaticas de fase aguda
negativas tém sua sintese diminuida durante doencas acompanhadas por processo
inflamatoério, bem como em situagBes de desnutricdo cronica (49, 50). Representam
as proteinas de fase aguda negativa, a albumina, proteina ligadora de retinol (RBP),
globulina transportadora de cortisol, transferrina, e fetuina-A (12, 51). Em diferentes

estudos, baixas concentracdes séricas de albumina foram identificadas como fator
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relacionado a EHNA e a fibrose hepatica (52-54) e como preditor de mortalidade
relacionada ao figado (55, 56).

O comportamento da fetuina-A sérica € ambiguo, pois apesar de ser
considerada PFA negativa, em criancas obesas diagnosticadas histologicamente
com esteatose hepatica as concentracoes de fetuina-A correlacionaram-se

positivamente com as concentracdes séricas de PCR (57).

3. Fetuina-A

Fetuina-A € o antigo nome da proteina humana glicoproteina alpha 2-
Heremans-Schmid (AHSG), glicoproteina multifuncional de 60 kDa, descrita como
proteina de fase aguda negativa, portanto inversamente correlacionada com a
concentracdo sérica de PCR (16, 58, 59).

A fetuina-A é predominantemente expressa no figado e, em menor grau,
na placenta e na lingua (60). Como a expressado placentaria € relevante apenas
durante a gravidez e a lingua ndo é 6rgdo com atividade enddcrina, o figado é o
responsavel pela regulacdo dos niveis circulantes de fetuina-A. Em adultos,
aproximadamente 95% da fetuina-A é secretada pelo figado (58). Os valores de
referéncia da fetuina-A sérica em individuos humanos saudaveis variam de 450 a
600 pg/mL. Os dados indicam que as concentragdes de fetuina-A sdo independentes
do género (61, 62).

A sintese de fetuina-A é regulada de forma divergente em resposta a
lesdo ou infeccdo, o que pode levar a uma classificacdo ambigua, como PFA
negativa ou positiva (63). O reconhecimento de padrdes moleculares associados aos
patégenos (PAMPSs) e de padr6es moleculares associados aos danos (DAMPS) por
TLRs em células imunes inatas leva a liberacdo de citocinas pré-inflamatorias
precoces (TNF-q, IL-6, interferon-gama) (64), que reduzem a circulagéo de fetuina-A
plasmatica durante a fase inicial de endotoxemia ou sepse (resposta de fase aguda
negativa) (65). Por outro lado, mediadores inflamatoérios de acao tardia, por exemplo,
High-mobility group box 1 protein (HMGB1), servem como regulador positivo para
restaurar as concentracdes de fetuina-A em estdgio tardio dessas doencas (63).
Visto que HMGB1 pode ser passivamente liberado de células lesadas (66), e
funciona como mediador precoce de lesdo traumatica (67, 68), é plausivel que

HMGB1 contribua para a regulagdo positiva da expressao da fetuina-A durante a
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lesé@o celular, sugerindo que a fetuina-A atue como uma PFA positiva em resposta a

lesdes (63).
3.1. Papel fisiopatologico da fetuina-A

O papel exato da fetuina-A na patogénese do DM2, obesidade, DGHNA,
dislipidemia, aterosclerose e nas DCV ainda é discutido (69). Curiosamente,
enquanto altas concentracdes de fetuina-A estdo associadas a RI, SM e ao perfil
lipidico aterogénico, baixas concentracfes de fetuina-A estdo relacionadas com

calcificacdes vasculares e infeccdes (70).
3.1.1. Fetuina-A: Resisténcia Insulinica, Esteatose Hepatica e Inflamacéao

Classicamente, a fetuina-A € inibidora do receptor de insulina tirosina
quinase no figado e no musculo esquelético (107-109) e, portanto, associado a
resisténcia a insulina, comumente encontrada em doencas como obesidade, SM e
DM2 (58, 61).

Além de associada a resisténcia a insulina, a fetuina-A também esta
associada ao acumulo de gordura no figado em humanos (71). A fetuina-A tem
propriedades adipogénicas devido ao controle da diferenciacdo de adipécitos e, pela
reducdo da expressao de adiponectina, adipocina sensibilizadora de insulina (72). A
fetuina-A também serve como proteina adaptadora para acidos graxos saturados,
permitindo a ativacdo do TLR4 (73). No geral, a fetuina-A deteriora ndo apenas a
captacdo de acidos graxos livres, mas também o0 seu armazenamento, nos
adipdcitos (74-76). Adicionalmente, concentracdes elevadas de AGLs contribuem
para a maior expressao de fetuina-A por aumentarem a atividade do NF-kB (76).
Dessa forma, a fetuina-A induz ndo s6 a RI, mas também a sinalizagdo inflamatéria
com aumento da expressédo de TNF-a e IL-6, que consequentemente pode levar ao
desenvolvimento de DM2 e DCV (77). Sugere-se que a fetuina-A seja, portanto, elo
na compreensdo da inflamacéo induzida por lipidios(78).

Portanto, o acumulo de gordura no figado pode estar associado as
concentracbes mais elevadas de fetuina-A (62). Outros dados sugerem que alta
concentracdo de glicose também aumenta a expressao de fetuina-A pela ativacéo

da via de sinalizacdo de quinases reguladas por sinal extracelular (ERK1/2) (79).
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3.1.2. Fetuina-A: Sindrome Metabdlica

A fetuina-A tem potencial diagnostico como biomarcador para alteragcdes
hepaticas, doencas cardiovasculares e disturbios associados a sindrome metabolica
(69). A associacao entre a concentracdo de fetuina-A e a SM foi demonstrada em
estudos transversais (75, 80, 81). Entretanto, também em analises longitudinais a
fetuina-A tem sido correlacionada aos varios componentes da SM, como pressao
arterial, circunferéncia abdominal e glicemia alterados (74, 82, 83).

A hipotese de que a fetuina-A possa promover o fendtipo da SM em
humanos é apoiada por varios argumentos. O primeiro € genético, e se trata da
posicdo do gene da fetuina-A humana no cromossomo 3g27, mapeado como locus
de caracteristica quantitativa da SM (61, 83, 84). Como segundo argumento, a
fetuina-A interfere na acdo da insulina nos tecidos periféricos através da interacéo
com o receptor de insulina, aumentando a resisténcia a insulina, que se acredita ser
0 mecanismo que leva ao fenétipo da SM (75). Em terceiro lugar, a fetuina-A induz a
supressdo da producdo de adiponectina, que é a adipocina sensibilizadora de
insulina, que representaria importante determinante da resisténcia insulinica, e das
doencas cardiovasculares (85, 86). O ultimo argumento é a atuacdo da fetuina-A em
TLRs induzindo inflamacdo de baixo grau associada a SM e ao padrao lipidico

aterogénico (80, 82).

3.1.3. Fetuina-A: Inibicdo da calcificacdo extra-esquelética

A fetuina-A participa também da regulacdo da osteogénese e
mineralizacdo. Acumula-se nos 0ssos e dentes como fracdo importante das
proteinas 0sseas ndo colagenas e regula a remodelacédo 6ssea e 0 metabolismo do
calcio (87). Acredita-se gue a fetuina-A seja responsavel por aproximadamente 50%
da inibicdo da precipitagdo de calcio e fosforo; mantendo o calcio e o fosforo
solubilizados no soro e evitando a sua deposi¢cdo, como hidroxiapatita, nas paredes
dos vasos (85). A fetuina-A consiste em inibidor importante da precipitacdo e

calcificacéo do sal de calcio in vivo (16, 62).

3.1.4. Fetuina-A: Doencas Cardiovasculares
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Estudos indicam estreita relacdo entre a fetuina-A e as DCV. Individuos
com infarto do miocardio prévio tiveram concentracdes significativamente maiores de
fetuina-A do que controles saudaveis (77). Segundo estudo de coorte, pacientes
com altas concentracdes de fetuina-A tiveram risco quatro vezes maior de infarto do
miocardio e acidente vascular cerebral isquémico, em comparacdo com individuos
com niveis baixos de fetuina-A. Concentracfes mais altas de fetuina-A foram mais
fortemente associados ao maior risco de DCV nas mulheres, do que nos homens
(88).

No DM2, em geral, os niveis seéricos de fetuina-A estédo
independentemente associados a presenca e gravidade da doenca arterial
coronariana (89). Por outro lado, estudos em pacientes ndo diabéticos com estenose
aortica, mostraram correlacdo inversa entre a fetuina-A e a presenca de estenose
(85), assim como outros autores encontraram forte associacdo entre baixa
concentracdo de fetuina-A e DCV em pessoas magras e sem resisténcia a insulina
(avaliadas por HOMA-IR) (90). A maior concentracdo de fetuina-A encontrada em
pacientes ndo diabéticos com doenca arterial coronariana, foi associada a SM e ao
perfil lipidico aterogénico (74, 91). Alguns autores ap6iam a hipétese de que a
concentracdo sérica elevada de fetuina-A esta relacionada ao perfil lipidico
aterogénico e pode contribuir, secundariamente, ao desenvolvimento de eventos
cardiovasculares (62, 77, 92). Nesse sentido, sabe-se que a fetuina-A deteriora a
absorcdo e armazenamento de acidos graxos livres nos adipécitos (76) de forma a
reduzir a expressao da adiponectina, adipocina ateroprotetora (14, 75, 88). Assim, a
fetuina-A é considerada como determinante independente das concentracdes de
adiponectina, sendo fator importante na progressao da aterosclerose coronariana
(77). Desta forma, a diminuicdo nas concentracdes de adiponectina, observada em
pacientes com doenca arterial coronariana ou com alto risco de DCV, pode aumentar
0s niveis de acidos graxos livres e levar ao agravamento da aterosclerose (86, 93).

No entanto, parece que a maior concentracdo de fetuina-A sérica
promove o0 desenvolvimento de DCV apenas em pacientes com disturbios
metabdlicos, nos quais a resisténcia a insulina seja mecanismo importante. Portanto,
a fetuina-A desempenha papel importante na DCV via aterosclerose relacionada ao
diabetes pela resisténcia a insulina e disfuncdo dos adipocitos (89). Outra provavel
conexdo estaria no fato da concentracdo de fetuina-A estar inversamente

correlacionada com a presenca de placas ateroscleréticas calcificadas e, portanto,
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com a gravidade da aterosclerose (62, 94). Sabe-se que a fetuina-A constitui
importante inibidor da calcificacdo vascular. Baixas concentracdes de fetuina-A
sérica foram correlacionadas com a gravidade da calcificacdo arterial coronariana
(95-97). Assim, menores concentracdes de fetuina-A pioram a condi¢cédo aterogénica
(61, 72, 75).

Uma ligacao direta entre inflamacdo e calcificacdo de vasos tem sido
sugerida, implicando em associa¢édo bifasica da fetuina-A com a doenca vascular,
dependendo do estagio da aterosclerose. Sugere-se que nos estagios iniciais da
doenca arterial coronariana a fetuina-A exacerba a doenca devido aos seus efeitos
promotores da resisténcia a insulina e de dislipidemia. Em estagios tardios de
doenca arterial coronariana, altas concentracbes de fetuina-A tém resultados
preventivos, devido a capacidade da fetuina-A de prevenir a deposicdo de célcio
vascular (89). Essa hipotese foi apoiada por estudo com pessoas idosas, em que
altas concentracdes de fetuina-A sérica foram associadas a morte por DCV apenas
em individuos com DM2, enquanto que a fetuina-A foi inversamente associada a
morte por DCV em individuos sem diabetes (98). Conclui-se que, em pacientes nao
diabéticos, a fetuina-A desempenha papel potencialmente protetor contra doenca
arterial coronariana e eventos cardiovasculares agudos (estados inflamatdrios),
evitando a precipitacdo espontanea de minerais na vasculatura (69). Nesse caso, 0
papel principal da fetuina-A néo seria na resisténcia insulinica e sim, como agente

antiinflamatério e inibidor da calcificacéo ectépica (77, 89).

4. Consideracdes finais

Inimeras evidéncias embasam o papel da obesidade na patogénese da
DGHNA, bem como na sua progressao e risco cardiovascular, tendo como um dos
mecanismos etioldgicos o estado inflamatdério. Maior compreensdo dos processos
patolégicos e o uso de biomarcadores plasmaticos relacionados aos disturbios
metabolicos hepaticos sdo importantes para o melhor controle da doenca e suas
complicagbes. Estudos em humanos devem ser encorajados, principalmente, com
monitoramento de proteinas de fase aguda, ja que essas proteinas poderiam servir
como marcadores importantes para a progressdo da esteatose simples para

estagios graves de complicacdes hepaticas. Neste sentido, a atuacdo da
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glicoproteina hepatica fetuina-A tem potencial como biomarcador para complicacdes
hepaticas, SM e doencas cardiovasculares.

AssociacOes de alta e baixa concentracdo de fetuina-A com doencas
cardiovasculares e risco de mortalidade foram relatadas, mas devem ser levadas em
consideracdo as diferencas nas populacdes analisadas, como: a presenca de
aterosclerose e calcificacbes vasculares, coexisténcia de DM2, e/ou SM, que sdo
doencas que podem interferir na expressao e atuacao da fetuina-A. Adicionalmente,
nao existem, em humanos, informacdes suficientes que permitam estabelecer a
sequéncia causal dos eventos inflamatorios, demonstrando se a fetuina-A seria
primaria a esteatose hepatica, e diretamente promotora das suas co-morbidades, ou
se é consequéncia do acumulo de gordura hepatica e agravante das suas co-
morbidades metabdlicas. No entanto, sabe-se que no comprometimento da funcéo
hepatica as concentracdes plasmaticas de fetuina-A estdo alteradas. Neste sentido,
a fetuina-A pode ser considerada biomarcador da funcionalidade do figado,
particularmente responsiva as agressoes resultando em inflamacao.

Os fatores adversos que podem influenciar na expresséo da fetuina-A sao
multiplos e ainda s&o discutidos assim como o conjunto das suas acfes. Como
atuacao principal da fetuina-A associada a DGHNA e co-morbidades (dislipidemia,
sindrome metabdlica e DM2), sugere-se a inducdo de RI pela inibicdo do receptor
tirosina quinase, e, portanto, de forma indireta aumentaria o risco de DCV. Isso é
evidente em pacientes coronariopatas com DM2. Porém, em individuos néo
diabéticos, a fetuina-A se apresenta como fator protetor para DCV, pelo seu efeito
inibidor da calcificacdo vascular. Desta forma, atuacdes pro-inflamatéria e anti-
inflamatoéria foram atribuidas a fetuina-A, assim como associacdes de alta e baixa
concentracéo de fetuina-A com doencas cardiovasculares e risco de mortalidade tém
sido relatadas.

Até o presente momento os estudos mostraram que nos individuos que ja
possuem alguma doenca metabdlica como DM2, a fetuina-A em altas concentracdes
aumenta o risco de DCV, porém, em individuos que nao apresentam nenhum

distarbio metabdlico, a fetuina-A se apresenta como fator protetor para DCV.
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RESUMO

BARROS, LP; BURINI, RC. O potencial diagnéstico da fetuina-A sérica como
biomarcador para disturbios metabdlicos associados a esteatose hepatica
ndo-alcodlica. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2019.

Fetuina-A € uma glicoproteina multifuncional, sintetizada pelo figado como proteina
de fase aguda. Atua na inibicdo da cascata da insulina, e estimula a sintese de
citocinas proé-inflamatérias. Assim, sugere-se que a fetuina-A esteja envolvida na
patogénese da doenca gordurosa hepética ndo-alcodlica (DGHNA), constituindo-se
em um dos seus indicadores. O presente estudo tem como objetivo investigar as
concentracbes de fetuina-A na DGHNA e sua associacdo com distarbios
metabdlicos, bem como, com o risco de fibrose hepatica, e doenca cardiovascular
(DCV), mediante marcadores bioquimicos. Para tanto, foi realizado estudo
transversal com mulheres ingressantes em programa para mudanca do estilo de
vida. Foram avaliadas 148 mulheres com idade entre 35 a 78 anos, as quais foram
submetidas as avaliacdes clinicas, socio-demogréfica, antropométrica, de consumo
alimentar e analises bioquimicas. O nivel de significancia considerado foi p<0,05.
Verificou-se DGHNA, pelo indice de Gordura Hepética (IGH=60), em 55,4% das
mulheres. Fetuina-A sérica correlacionou-se positivamente com Indice de Massa
Corporal, circunferéncia abdominal, IGH e proteina C-reativa ultra-sensivel (PCR-
us). A propor¢cdo de mulheres com resisténcia insulinica (RI) pelo modelo
homeostatico de resisténcia a insulina (HOMA-IR) foi maior dentre os valores
maiores (Tercil 3) de fetuina-A, comparativamente, aos menores valores (Tercil 1).
Resultado analogo foi encontrado para a PCR-us, mas ndo para proteina ligadora de
lipopolissacaridio (LBP), albuminemia e fibrose hepatica. Apds ajustes, HOMA-IR e
PCR-us elevados, constituiram fatores de risco independentes para as maiores
concentracdes de fetuina-A. Conclui-se, que a fetuina-A sérica pode ser considerada
biomarcador para RI e processo inflamatorio sistémico associado a DGHNA, mas

nao a sua gravidade ou as DCVs.

Palavras-chave: Doenca Gordurosa Hepatica Nao-Alcodlica; Fetuina-A; Inflamacéo; Fibrose

Hepatica; Doencas Cardiovasculares.
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ABSTRACT

BARROS, LP; BURINI, RC. The diagnostic potential of serum fetuin-A as
biomarker to metabolic disorders related to non-alcoholic hepatic steatosis.
Thesis (Master) — Botucatu Medical School, State University of Sdo Paulo, Botucatu,
20109.

Fetuin-A is a multifunctional glycoprotein, synthesized by the liver as a acute phase
protein. It acts in insulin cascade inhibition, and stimulates pro-inflammatory
cytokines. It is postulated that fetuin-A is involved in non-alcoholic fatty liver disease
(NAFLD) pathogenesis, as one of its indicators. The present study aims to
investigate fetuin-A concentration in NAFLD and its association with metabolic
disturbers, as well as with hepatic fibrosis risk, and cardiovascular disease (CVD),
through biochemical markers. For that, a cross-sectional study was carried out with
women entering a lifestyle modification program. We evaluate 148 women, with age
that range from 35 to 78 years old that were submitted to clinical, sociodemographic,
anthropometric, food consumption and biochemical evaluation. The statistical
significance considered was p<0,05. We verified that NAFLD, measured by Fatty
Liver Index (FLI 260), was found in 55.4% of women. Serum fetuin-A was positively
correlated with Body Mass Index, waist circumference, FLI and high-sensitivity C-
reactive protein (hs-CRP). The proportion of women with insulin resistance (IR) by
insulin resistance homeostatic model assessment (HOMA-IR), was higher among the
higher values (Tercil 3) of fetuin-A, compared to the lowest values (Tercil 1). Analog
results were found to hs-CRP, but not to lipopolysaccharide-binding protein (LBP),
albuminemia and hepatic fibrosis. After adjustments, HOMA-IR and hs-CRP altered,
constitute independent risk factor to higher concentrations of fetuin-A. So we
conclude that serum fetuin-A is a biomarker to IR and systemic inflammatory process
related to NAFLD, but not its severity or CVDs.

Key-words: Non-Alcoholic Fatty Liver Disease; Fetuin-A; Inflammation; Hepatic Fibrosis;

Cardiovascular Diseases.
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1. INTRODUCAO

Os avancos tecnoldgicos permitiram aumento médio de 30 anos na
expectativa de vida (1). Porém, crescem as taxas de mortalidade nos ultimos 50
anos por doengas cronicas ndo transmissiveis (DCNT), principalmente as doencas
cardiovasculares (DCV) que representam 44% de todas as mortes por DCNT e 31%
de todas as mortes (2).

A obesidade, principalmente a obesidade abdominal, pode dobrar ou
triplicar o risco de DCV (3). O individuo obeso apresenta hipertrofia dos adipécitos,
0s quais podem liberar &cidos graxos livres (AGL), com isso aumenta a quantidade
de macréfagos no local, principalmente macréfagos M1, que liberam citocinas proé-
inflamatorias. Além disso, o tecido adiposo € considerado 6rgdo enddcrino, que
secreta adipocinas com acao inflamatdria local e,consequentemente, acédo sistémica
(4, 5).

O processo inflamatoério associado a obesidade leva a resisténcia a insulina
(RI), adicionalmente, ocorre aumento da lipdlise subcutanea, que libera mais AGL na
circulacdo sanguinea e, o desequilibrio entre a captacdo de AGL, sua oxidacdo e
exportacdo por lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) resulta em esteatose
hepatica nédo-alcodlica (6, 7). Esse acumulo cronico de gordura no figado, na
auséncia de consumo excessivo de alcool, drogas ou outras causas secundarias,
caracteriza a Doenga Gordurosa Hepatica Nao—Alcodlica (DGHNA) (8).

A DGHNA, também ¢é conhecida por ser manifestacdo hepética da
sindrome metabolica (SM) (9), que pode ser definida como conjunto de fatores de
risco inter-relacionados, incluindo a dislipidemia aterogénica, a hipertensao arterial e a
glicemia elevada, os quais predispdem ao diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e DCV (10).

A DGHNA é considerada, atualmente a doenca hepética mais frequente no
ocidente, acomete aproximadamente 30% da populagcédo adulta (11). Cerca de 90%
dos pacientes com DGHNA apresentam apenas esteatose simples e tém progndstico
relativamente benigno. Entretanto, 10% a 30% evoluem para esteatohepatite nao-
alcoolica (EHNA) gque esta associada com inflamacéo e leséo hepatocelular (12).

Constituem agressores inflamatoérios hepaticos, além dos AGL, as toxinas
bacterianas translocadas a partir da desbiose intestinal, como o lipopolissacarideo
(LPS) que pode ser detectado na circulacdo ligado a proteina ligadora de
lipopolissacarideo (LBP), de origem hepéatica (13). A LBP se liga ao LPS e melhora a
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sensibilidade dos seus aceptores nas células imune, com ativacdo de toll like
receptors (TLR), que induz inflamacé&o sistémica, por isso é considerada marcador
de endotoxemia metabdlica subclinica (14).

Aproximadamente 25% a 40% dos pacientes com EHNA evoluem para
fibrose hepatica, com péssimo prognostico e mortalidade de 20% em 10 anos
naqueles com cirrose hepatica leve (15). Sendo a mortalidade cardiovascular a
principal causa-mortis da DGHNA (12). Assim, ha necessidade de método néo
invasivo que possa avaliar alteragbes metabdlicas do figado e a progressdo da
esteatose hepéatica em pacientes com DGHNA.

Estudos recentes demonstraram que proteinas de fase aguda (PFA)
secretadas pelo figado na circulacdo, como a PCR-us e a fetuina-A se correlacionam
com a progressdo da DGHNA (16-19). A proteina C-reativa utra-sensivel (PCR-us) é
proteina de origem hepatica de fase aguda positiva, suas concentragcdes aumentam
em resposta a processos inflamatérios, sendo a PCR considerada o principal
marcador plasmatico de inflamacéo sistémica (20).

A fetuina-A (Alfa 2-Heremans Schmid Glycoprotein) é glicoproteina
multifuncional. Uma das suas fun¢Bes € atuar como inibidor endégeno da tirosina
quinase do receptor de insulina, podendo levar a RI. Fetuina-A foi descrita como
PFA negativa, com concentracao sérica inversamente correlacionada com a PCR-us
(21, 22). Por outro lado, nenhuma associacdo foi encontrada entre os niveis de
fetuina-A e PCR-us em estudo com individuos adultos com DGHNA (23).

Os estudos sdo contraditorios sobre o comportamento da fetuina-A na
DGHNA (22, 24). Além de levar a RI, foi demonstrado que a fetuina-A serve como
proteina adaptadora dos AGL na ativacdo do toll like receptor 4 (TLR4) em
macréfagos e adipdécitos, aumentando a producado de citocinas pro-inflamatérias (25-
27). Estes achados sugerem que alta concentracdo de fetuina-A pode levar a
progressdo da DGHNA e aumentar o risco de eventos cardiovasculares (28).

No entanto, baixas concentracdes séricas de fetuina-A foram sugestivas
de progressdo da DGHNA para fibrose hepatica, devido a acdo da fetuina-A em
bloguear a sinalizacéo fibrogénica induzida por fator de crescimento transformador-
beta 1 (TGF-1) (29).

Assim, sabe-se que a obesidade, inflamacéo sistémica e RI, podem tanto
provocar a DGHNA como estarem presentes no agravamento da doenca, mas ainda
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€ incerto se as concentracfes de fetuina-A estdo associadas a esses disturbios

metabdlicos e com a progressdo da DGHNA.

2. OBJETIVO

Investigar as concentracdes de fetuina-A na esteatose hepatica ndo-alcodlica
e sua associagdo com disturbios metabdlicos como obesidade, inflamacao sistémica

e resisténcia insulinica, mediante marcadores bioquimicos.

2.1 Objetivos especificos

Avaliar a relacdo entre a fetuina-A sérica e a progressao da DGHNA, por

indicadores de fibrose hepética e de risco de eventos cardiovasculares.

3. METODOLOGIA

3.1. Delineamento do Estudo

Foi realizado estudo transversal de carater descritivo com individuos
participantes do programa para mudanga do estilo de vida “Mexa-se Pro-Saude”,
conduzido em Botucatu-SP, desde 1991, por profissionais do Centro de Metabolismo
em Exercicio e Nutricdo (CeMENutri), vinculado ao Departamento de Saude Publica
da Faculdade de Medicina da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” (UNESP). Os participantes procuram o programa em demanda espontanea ou
por recomendacdo médica, com intuito de mudanca do estilo de vida por meio da

pratica regular de exercicios fisicos e de aconselhamento nutricional.

3.2. Populagéo do Estudo

O periodo de sele¢do da amostra foi entre margo de 2016 a novembro de
2017, todos os ingressantes no “Mexa-se Pré-Saude” foram submetidos as
avaliacoes iniciais para obtencdo de dados demograficos, clinicos, antropométricos,
padrao alimentar e bioquimicos. Participaram do estudo os individuos que

atenderam aos critérios de inclusédo, que foram: apenas mulheres, com idade a partir
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de 35 anos, com todas as avaliacdes iniciais e coletas sanguineas realizadas. A
selecdo amostral também levou em consideracdo os critérios de exclusdo, como
presenca de distlrbios cardiorrespiratorios, doencas cardiovasculares prévias,
doenca articular, doenca renal, processo infeccioso, além de causas secundarias de
acumulo de gordura hepatica e etiologias coexistentes para doenca hepéatica
cronica, como as citadas na Tabela 1.

Todas as participantes foram informadas sobre 0s procedimentos a serem
realizados e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido conforme a
Resolucdo 466 de 12 de outubro de 2012 do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Faculdade de Medicina de Botucatu. O presente estudo foi aprovado por esse CEP
em 20 de margo de 2018, sob n° 2.588.670 (Anexo 1).

Tabela 1. Causas secundarias de Doenca Hepatica, segundo a Practice Guidance
From the American Association for the Study of Liver Diseases (AASLD) (30).
Causas Secundarias de Doenca Hepética

Consumo de alcool >14 bebidas padrao por semana (196 g/sem ou 28g/d)
Hepatite viral crénica

Doenca de Wilson

Lipodistrofia

Medicamentos

(lomitapide, amiodarona, metotrexato, tamoxifeno, corticosteroides, estatina)
Nutricdo parenteral

Hemocromatose

Doenca Hepatica auto-imune

Deficiéncia de alfa-1 antitripsina
g/sem: gramas por semana; g/d: gramas por dia.

Dentre as mulheres que completaram as avaliagbes iniciais, 148
preencheram os critérios de inclusdo do estudo. Para diagnosticar as mulheres com
DGHNA foi aplicado o indice de Gordura Hepatica (IGH), calculado e classificado de
acordo com Bedogni et al. (2006) (31).

Totalizaram no estudo 82 mulheres com DGHNA, desse grupo foram
excluidas 10 participantes que ndo possuiam avaliagdes laboratoriais especificas de
dosagens séricas de fetuina-A e LBP. Como ilustrado no fluxograma representado

na Figura 1.
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Figura 1. Fluxograma da selecao amostral

Mulheres Ingressantes ao “Mexa-se Pro-Saude”
(2016 — 2017)
n =169

N&o foram incluidas no estudo mulheres com:
Historico de Doenca Hepatica Viral (n=1),
Consumo de alcool elevado (n=6),

Uso de medicamentos (n=10),
Auséncia na coleta sanguinea (n=4)
Total: n=21

Total de Participantes do estudo
( mulheres, = 35 anos)
n=148

Mulheres com DGHNA
n =382

Excluidas por ndo
possuiremdosagens
sérica de Fetuin-A e LBP
n=10

Total de Mulheres com DGHNA
n=72

3.3. Avaliacéo Clinica

As participantes foram submetidas a avaliacdo médica, na qual foi
avaliado o historico pessoal e familiar para doencas cronicas (obesidade, diabetes,
hipertensdo, neoplasias, e afec¢bes cardiacas) e etiologias secundarias de
esteatose hepatica por meio de anamnese clinica, com intuito de identificar
possiveis condi¢cdes patologicas. Também foram questionadas em relagéo ao uso de
medicacbes e habito de tabagismo.

A afericdo da pressado arterial sistélica (PAS) e diastdlica (PAD) foi por
método auscultatorio. Foram realizadas trés medidas com intervalo de um minuto
entre elas, descartou-se a primeira medida e foi considerado o valor médio das duas
altimas afericbes, como recomendado pela VII Diretriz Brasileira de Hipertenséo
Arterial (32).
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3.4. Caracterizacdo Demografica, Socioecondmica e Nivel de Atividade Fisica

As caracteristicas demogréficas e socioeconémicas (idade, sexo, estado
civil, renda familiar e escolaridade), bem como o autorrelato do estado de salde e o
nivel de atividade fisica (NAF) foram obtidos por meio do Questionario Internacional
de Atividade Fisica versao 8-forma longa (IPAQ) (33). O questionario € utilizado para
identificag8o dos diferentes dominios de atividade fisica, os quais permitem estimar
0 tempo gasto em caminhadas e atividades fisicas de intensidade moderada a
vigorosa, realizadas no trabalho, transporte, tarefas domésticas e de lazer em uma
semana usual ou nos ultimos sete dias. A quantidade de atividade fisica por dominio
e total (minutos por semana) foi calculada multiplicando a frequéncia semanal pela
duracdo de cada uma das atividades realizadas (31). O NAF recomendado para
adultos, de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, é de pelo menos 150
minutos por semana de atividade fisica aerébia moderada, ou 75 minutos de

atividade fisica aerdbia vigorosa semanalmente (34).

3.5. Avaliacdo Antropomeétrica

O peso corporal foi mensurado em balanca digital tipo plataforma
(Filizola®, Brasil), graduada a cada 100 gramas, capacidade de 150 kg e precisao
de 0,1kg. A estatura foi determinada em estadibmetro (SECA®) com precisao de
0,1cm. Posteriormente, foi calculado o indice de Massa Corporal (IMC) por meio do
quociente peso(kg)/estatura2(m?). O IMC foi classificado em baixo peso,
IMC<18,5kg/m?; eutrofia, IMC entre 18,5kg/m2 e 24,5kg/m?; sobrepeso, IMC entre
25kg/m? e 29,9kg/m? e obesidade, IMC = 30kg/m2, conforme a Word Health
Organization (2002) (35).

A circunferéncia abdominal (CA) foi mensurada com auxilio de fita
milimétrica inextensivel e inelastica de dois metros de extenséo e precisao de 0,1cm,
determinada no ponto meédio entre o Ultimo arco costal e a crista iliaca (36),
possibilitando a estimagdo da adiposidade abdominal. Para classificagdo da CA
alterada quanto a sindrome metabdlica e a obesidade abdominal foi considerado

valor de CA maior ou igual que 88 cm (37).
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3.6. Avaliacdo da Ingestao Alimentar

A avaliagédo do padrdo alimentar foi realizada por registro alimentar pelas
participantes, as quais foram devidamente instruidas a documentarem os alimentos
e bebidas ingeridos ao longo de dois dias de semana ndo consecutivos e um dia de
final de semana (38). Os registros foram analisados e documentados por
profissionais capacitados e a quantidade de alimentos foi convertida em gramas e
mililitros com o auxilio da tabela para avaliagdo do consumo alimentar em medidas
caseiras (39). Os registros foram analisados e calculados pelo programa de analise
nutricional Nutwin (Nutwin®, Support Program for Nutrition, ver 1.5, UNIFESP,
2002).

A qualidade da dieta foi avaliada pelo indice de Alimentacdo Saudavel
adaptado (IAS-ad) com base na Piramide Alimentar Brasileira (40). O IAS-ad foi
modificado pela equipe de nutricionistas do CeMENutri, a partir do indice de
Alimentacdo Saudavel americano, utilizando as por¢des de acordo com o contetdo
energético e grupo alimentar estabelecidos pela piramide alimentar brasileira. O IAS-

ad foi considerado como inadequado quando abaixo de 100 pontos (41).

3.7. Avaliacdo Bioquimica

Foram coletadas amostras sanguineas por meio de puncdo venosa
padrdo a vacuo. As participantes foram orientadas a comparecerem no dia da coleta
em jejum de 8 horas, a ndo realizarem exercicios fisicos vigorosos 24 horas e nao
ingerir alcool 72 horas antes da coleta (42). As coletas sanguineas foram realizadas
em sala de coleta do Centro de Metabolismo em Exercicio e Nutricdo (CeMENutri)
por profissional capacitado. Foram utilizados tubos secos (VACUETTE®) (sem
anticoagulante) para obtencdo de soro e tubos contendo etileno diamino tetra
acetato de potassio (KsEDTA) como anticoagulante, para obtencdo do plasma e
sangue total. Apds centrifugacdo de 10 minutos a 4000 rpm, as amostras de soro e
plasma foram separadas. Em seguida (2 a 4 horas apds), as amostras de soro foram
utilizadas para as dosagens de albumina, gama-glutamiltranspeptidase (y-GT),
alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), glicose,
colesterol total (CT), lipoproteina de alta densidade-colesterol (HDL-colesterol) e
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triacilglicerol (TG), segundo método de quimica seca em analisador automatico
System Vitros Chemistry 950 Xrl (Johnson & Johnson).

A lipoproteina de baixa densidade (LDL-colesterol) foi determinada por
meio de calculo, a partir da formula de Friedewald et al. (1972): LDL-c = CT - HDL -
(TG/5), para valores de triacilglicerol abaixo de 400mg/dL (43). A concentracdo
lipidica do sangue foi considerada alterada quando as concentracdes de TG >
150mg/dL, o nivel de HDL-C < 50mg/dL e concentracdes de CT >200mg/dL. A
concentracdo de glicose sanguinea (de jejum) foi considerada alterada quando
>100mg/dL (37).

De acordo com as recomendacdes do Laboratorio de Analises Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu, os valores de normalidade para mulheres de
albumina, y-GT, AST e ALT foram identificados entre 3,5 a 5,5g/dL, 12 a 43U/L, 14 a
36U/L e 9 a 52UIL, respectivamente.

A contagem total de plaquetas foi realizada em contador automatico de
células (ABX Pentra XL80®, Horiba, Kyoto, Japdo), seguindo os valores normais, de
referéncia do Laboratério de Analises Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu (140 a 440x103/mm?).

As concentracBes séricas de insulina de jejum foram mensuradas pelo
método de quimioluminescéncia (Immulite 2000 XPi®, Siemens Healthcare
Diagnostic, Marburg, Alemanha).

Aliquotas de 2 mL de soro e 2 mL de plasma foram armazenadas em
freezer, temperatura de -80°C, para posterior dosagens dos demais parametros
bioquimicos (PCR-us, LBP e fetuina-A).

3.7.1. Estresse Inflamatoério

As concentragdes plasmaticas de proteina C-reativa ultra-sensivel (PCR-
us) foram quantificadas por meio de ensaio ultra-sensivel imuno-nefelométrico
(Siemens Healthcare Diagnostics, Marburg, Alemanha). Foram adotadas
concentragcdes acima ou igual a 0,3 mg/dL como valor de referéncia para o estresse

inflamataério (20).
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3.7.2. Proteina Ligadora de Lipopolissacarideo

As concentracbes da Proteina Ligadora de Lipopolissacarideo (LBP)
foram quantificadas a partir de aliguotas de soro, pelo método de ensaio
imunoenzimatico (ELISA) disponivel comercialmente (Duoset, R&D System,
Minneapolis, USA). Todo procedimento foi realizado de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. As amostras foram diluidas 250 vezes e 0s niveis detectaveis, minimo e
méaximo, foram 0,78 ng/mL e 50 ng/mL, respectivamente. Para melhor analise, os
valores séricos encontrados da LBP foram divididos em tercil, sendo o menor tercil
(tercil 1) com valores de 1,44 a 5,02 pg/mL; tercil 2 com valores de 5,07 a 6,79
pHg/mL e o maior tercil (tercil 3) com valores de 6,91 a 9,83 pg/mL.

3.7.3.Fetuina-A

As concentragcdes de Fetuina-A humana foram quantificadas a partir de
aliquotas de soro, por meio de ensaio imunoenzimético disponivel comercialmente
(RayBio® Human Fetuin-A ELISA Kit). Todo procedimento foi realizado de acordo
com as instrucfes do fabricante. As amostras foram diluidas 50.000 vezes e a dose
minima detectavel de Fetuina-A determinada foi de 0,2 ng/mL. Para melhor andlise,
os valores séricos encontrados da Fetuina-A foram divididos em tercil, sendo o
menor tercil (tercil 1) com valores de 696,1 a 1601 pg/mL, tercil 2 com valores de
1611,6 a 1962,6pug/mL e o maior tercil (tercil 3) com valores de 1962,7 a
2757,3ug/mL.

3.8. Diagnéstico da Sindrome Metabdlica

O diagnostico de SM foi feito de acordo com os critérios estabelecidos
pelo National Cholesterol Program’s Adult Treatment Panel 11l (NCEP-ATPIII) (10),
atualizados pela American Heart Association (AHA) e pelo National Heart, Lungand
Blood Institute (NHLBI) e descritos por Grundy et al. (2005) (37), no qual a presenca
da SM é estabelecida quando trés ou mais dos cinco componentes da SM, descritos

na Tabela 2, estdo alterados.
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Tabela 2. Componentes da Sindrome Metabdlica segundo o National Cholesterol
Program’s Adult Treatment Panel IIl (NCEP-ATP Ill) e a atualizacdo descrita por
Grundy et al.(2005) (37).

Componentes Valores de Referéncia de alteracédo
Circunferéncia Abdominal

Homens =102 cm

Mulheres =88 cm
Triacilglicerol =150 mg/dL
HDL-colesterol

Homens <40 mg/dL

Mulheres < 50 mg/dL
Pressao Arterial PAS = 130 mmHg e/ou PAD = 85mmHg
Glicemia de jejum =100 mg/dL

HDL: Lipoproteina de Alta Densidade; PAS: Pressdo Arterial Sistélica; PAD: Pressdo Arterial Diastolica.

3.9. Resisténcia Insulinica e Diagndéstico de Diabetes Mellitus Tipo 2

A partir da concentracdo sérica de glicose e de insulina de jejum foi
determinada a resisténcia insulinica por meio de Modelo de Avaliagcdo de
Homeostase da Resisténcia Insulinica (HOMA-IR: Homeostasis Model Assessment-
Insulin Resistance) (44). O valor de HOMA-IR maior ou igual a 2,71 foi considerado
como indicador de resisténcia insulinica (45). A presenca de DM2 foi considerada
guando as concentracfes de glicose de jejum eram maiores ou igual a 126 mg/dL,
seguindo os critérios de diagnéstico de diabetes da American Diabetes Association
(2018) (46).

3.10. indice de Gordura Hepética

O indice de Gordura Hepatica (IGH) foi utilizado para classificacdo a
respeito do acumulo de gordura hepatica, o algoritmo é baseado nas seguintes
variaveis: IMC (kg/m?), circunferéncia abdominal (cm), triacilglicerol (mg/dL) e gama-
glutamiltranspeptidase (U/L) (Figura 2). Apresenta 87% de sensibilidade e 86% de
especificidade (31).

Figura 2. Algoritmo para o calculo do IGH

IGH= (90,953*loge (TG)’0,139*D[C’0,718*loge(*{-GI)°0,053*CA-l5,745)/

(1+90,953*loge(TG)°0,139*1.\IC~0,718*10ge(7-GT)-0,053*C.—\-15,745),-.100

IGH: indice de Gordura Hepatica; TG: Triacilglicerol; IMC: indice de Massa Corporal; y-GT: Gama-
Glutamiltranspeptidase; CA: Circunferéncia Abdominal.Fonte: Adaptado de Bedogniet al. (2006) (31).
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A pontuacéo total de IGH varia de 0 a 100 pontos, na qual os valores de
IGH <60 indicam auséncia ou teor toleravel de gordura hepatica e IGH >60 indicam
teor de gordura hepatica que representa risco ou presenca de doenca hepética
gordurosa nédo-alcodlica (31). No presente estudo todas as mulheres com IGH >60

foram consideradas com DGHNA.

3.11. Escore de Fibrose Hepética

Foi aplicado o Escore de Fibrose Hepatica, NAFLD Fibrosis Score (NFS)
qgue indica auséncia ou presenca de fibrose em individuos com DGHNA. Para o
célculo so utilizadas as seguintes variaveis: Idade (anos), indice de Massa Corporal
(kg/m?), presenca de Diabetes Mellitus Tipo 2 (sim/ndo), razdo aspartato
aminotransferase/alanina aminotransferase (AST/ALT), contagem de plaquetas
(x10%/L) e albumina (mg/dL) (Figura 3). O valor preditivo negativo é de 88% e o valor
preditivo positivo é de 82%, validado em grupos de pacientes com confirmacédo por
biopsia (47).

Figura 3. Equacao para o célculo de NAFLD Fibrosis Score

NAFLD fibrosis score= -1,675 +0,037x Idade (anos) + 0,094 x IMC (kg/m®) + 1,13
x presengade diabetes (sim = 1, ndo = 0) +0.99 x AST/ALT razio— 0,013 x plaqoetas
(x10°1)— 0,66 x albumina (g/dL)

NAFLD fibrosis score: Escore de Fibrose na Doenca Hepatica Gordurosa N&o-Alcodlica; IMC: indice de Massa
Corporal; AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina aminotransferase. Fonte: Angulo et al.(2017) (47).

Os valores de NFS abaixo de -1,455 indicam auséncia de fibrose
hepatica, valores entre -1,455 e 0,676 indicam teor toleravel de fibrose e valores
acima de 0,676 indicam presenca de fibrose hepética (47).

3.12. indice Aterogénico Plasmatico

Foi calculado o indice Aterogénico Plasmatico (IAP) pelo calculo do
logaritmo de TG divido por HDL-c: log(TG/HDL-c). O IAP é utilizado para prever o
risco de doencas cardiovasculares (48). Classificado como baixo risco (<0,11), risco
moderado (0,11 a 0,24) e alto risco (> 0,24) (49).
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3.13. Escore de Framingham

Foi aplicado o Escore de Framingham (EF) para o célculo preditivo de
risco para doengas cardiovasculares (DCV), tais como: morte coronaria, infarto do
miocardio, insuficiéncia coronariana, angina, acidente vascular cerebral isquémico e
hemorragico, acidente isquémico transitério, doenca arterial periférica, insuficiéncia
cardiaca, nos proximos 10 anos (50). O EF utiliza as seguintes varidveis para
pontuacédo: idade (anos), género (masculino/feminino), tabagismo (sim/néo),
colesterol total (mg/dL), HDL-colesterol (mg/dL), Diabetes Mellitus tipo 2 (sim/n&o),
pressdo arterial sistolica (alterado>140mmHg) ou uso de medicamentos para
hipertensao arterial (sim/n&o). Tal algoritmo foi desenvolvido em individuos com 30 a
74 anos, sem histérico de DCV no momento inicial do estudo (50).

Os riscos foram classificados de acordo com as pontuacfes obtidas:
pontuacdo <10% indica baixo risco, pontuacao de 10 a 20% indica risco moderado e
pontuacao >20% indica alto risco de eventos cardiovasculares nos préximos 10 anos
(51).

3.14. Andlise Estatistica

Os dados obtidos foram computados em software Microsoft Excel. Foi
realizado teste de Shapiro-Wilk para verificar a distribuicdo (paramétrico/ndo
paramétrico) dos dados analisados. Dados categéricos foram representados em
namero (quantidade) e porcentagem, enquanto que dados continuos expressos por
mediana  (minimo-maximo). Para compara¢cdes mdltiplas entre  grupos
independentes (>2 grupos: tercis da Fetuina-A) foi realizado teste de analise de
variancia de Kruskal-Wallis, seguido de post hoc de Dunn. Foi realizado teste de
Correlacdo de Spearman para verificar associacdes das variaveis: IGH, fetuina-A,
escore de fibrose com as variaveis antropométricas e indicadores de inflamacéo.
Para comparar variaveis categoricas foi realizado teste de qui-quadrado (X2) com
comparacoes dois-a-dois. Foi realizada Analise de Regressao logistica multivariada.
As analises foram realizadas em software STATISTICA ver.12.0. O nivel de

significAncia considerado foi de 5% (p<0,05).
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizagdo da Amostra

As 148 mulheres selecionadas tinham idade entre 35 e 78 anos
(mediana=53,5). A maioria era casada, com ensino médio completo, com renda
familiar de até cinco salarios minimos, 62,2% relataram o estado de saude como
bom e 90,6% apresentaram nivel de atividade fisica dentro da recomendagao (= 150
min/sem). No entanto, 94% apresentaram padrdo alimentar inadequado (< 100
pontos) (Tabela 3). O excesso de peso foi prevalente em 81,8% desta amostra
(53,4% obesas e 28,4% com sobrepeso), e a obesidade abdominal (CA =88 cm) em
78,4% das mulheres.

Mais que a metade das participantes apresentou DGHNA (IGH = 60)
(55,4%) e 1,3% apresentaram fibrose hepatica. A presenca de SM foi de 41,9% e a
de DM2 foi diagnosticada em 7,4% da amostra. O risco elevado de DCV foi de
15,5% para a aterosclerose (IAP) e de 1,3% pelo EF (Tabela 3).
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Tabela 3. Caracterizacdo das participantes do estudo, quanto as variaveis
demografica, socioecondmica, de qualidade da alimentacdo, de nivel de atividade
fisica, antropométrica e de prevaléncia de SM, DGHNA, DM2 e risco de DCV.

Total (n=148)

Variaveis n (%) ou mediana (min.-max.)

Idade (anos) 53,5 (35-78)

Estado Civil
Casado 91 (61,5)

N&o casado 57 (38,5)

Nivel de Escolaridade
Fundamental Incompleto 47 (31,7)
Fundamental Completo 13 (8,8)
Médio Completo 66 (44,6)
Superior Completo 22 (14,9)

Renda familiar (salario minimo)

<2 salario minimo 31 (21)
2-5 salario minimo 117 (79)

Estado de Saude
Ruim 8 (5,4)
Regular 48 (32,4)
Bom 92 (62,2)

IAS-ad Inadequado (<100 pontos) 139 (94)

NAF Abaixo da recomendagéo (<150 min/sem) 14 (9,4)

IMC (kg/m?)

Eutrofia (<24,9) 27 (18,2)
Sobrepeso (25 a 29,9) 42 (28,4)
Obesidade (=30) 79 (53,4)

CA alterada (288cm) 116 (78,4)

Sindrome Metabdlica 62 (41,9)

DGHNA (IGH=260) 82 (55,4)

Diabetes Mellitus tipo 2 11 (7,4)

Fibrose hepéatica (NFS)

Auséncia (< -1,455) 102 (69,0)
Teor toleravel (-1,455 a 0,676) 44 (29,7)
Presenca (>0,676) 2(1,3)

Risco de DCV - IAP
Baixo risco (<0,11) 102 (69)
Moderado risco (0,11 a 0,24) 23 (15,5)
Elevado risco (>0,24) 23 (15,5)

Risco de DCV - EF
Baixo risco (<10%) 127 (85,8)
Moderado risco (10%-20%) 19 (12,9)
Elevado risco (>20%) 2 (1,3)

Idade expressa em mediana (minimo-méaximo). As demais variaveis expressas em quantidade (porcentagem).

n: ndmero de individuos; IAS-ad: indice de Alimentacdo Saudével-adaptado; NAF: Nivel de Atividade Fisica;
IMC: Indice de Massa Corporal; CA: Circunferéncia Abdominal; DGHNA: Doenca Gordurosa Hepéatica N&o-
Alcodlica; IGH: indice de Gordura Hepética;NFS: Non-Alcoholic Fatty Liver Disease Fibrosis Score; IAP: indice
Aterogénico Plasmatico; DCV: Doengas Cardiovasculares; EF: Escore de Framingham.
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4.2.Caracterizacdo das Mulheres com DGHNA

As 72 mulheres com DGHNA (IGH=60) apresentavam, em maioria,
obesidade (86,1%) e SM (61,1%), com prevaléncia de DM2 de 11,1% e de fibrose
hepética de 2,8%. O risco elevado de DCV foi de 27,8% para aterosclerose (IAP), e
2,8% pelo EF (Tabela 4).

Tabela 4. Caracterizacdo das mulheres com DGHNA, quanto as variaveis
demografica, socioecondmica e de prevaléncia de SM, DM2 e risco de DCV.

Total (n=72)

Variaveis n (%) ou mediana (min-max)
Idade (anos) 54 (35-74)
Estado Civil

Casado 49 (68)

Néo casado 23 (32)
Nivel de Escolaridade

Fundamental Incompleto 28 (38,9)

Fundamental Completo 5(6,9)

Médio Completo 36 (50)

Superior Completo 34,2
Renda Familiar (salario minimo)
< 2 salario minimo 17 (23,6)
2-5 salario minimo 55 (76,4)
Estado de Saude

Ruim 7(9,7)

Regular 27 (37,5)

Bom 38 (52,8)
Obesidade(IMC=30) 62 (86,1)
Sindrome Metabdlica 44 (61,1)
Diabetes Mellitus Tipo 2 8 (11,1)
Fibrose hepatica (NFS)

Auséncia(<-1,455) 35 (48,6)
Teor toleravel (-1,455 a 0,676) 35 (48,6)
Presenca (> 0,676) 2(2,8)

Risco de DCV - IAP
Baixo risco (<0,11) 38 (52,8)
Moderado risco (0,11-0,24) 14 (19,4)
Elevado risco (>0,24) 20 (27,8)
Risco de DCV - EF
Baixo risco (<10%) 58 (80,5)
Moderado risco (10%-20%) 12 (16,7)
Elevado risco (>20%) 2 (2,8)

Idade expressa em mediana (minimo-méaximo). As demais variaveis expressas em quantidade (porcentagem).
n: ndmero de individuos; IGH: indice de Gordura Hepética; IMC: indice de Massa Corporal; NFS: Non Alcoholic
Fatty Liver Disease Fibrosis Score; I1AP: indice Aterogénico Plasmatico; DCV: Doengas Cardiovasculares; EF:
Escore de Framingham.
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A DGHNA (IGH= 60) correlacionou-se positivamente com as proteinas
PCR-us (r=0,37), LBP (r=0,44), fetuina-A (r=0,45) e com o escore de fibrose hepatica
(r=0,42) e, negativamente, com a albumina (r=-0,24) (Tabela 5).

O escore de fibrose além de correlacionar-se positivamente com o IGH
(r=0,42), também o fez, com PCR-us (r=0,23) e LBP (r= 0,27) e com risco de DCV
(r=0,35) (Tabela 6).

Tabela 5. CorrelacGes entre as variaveis bioquimicas e escore de fibrose com a
DGHNA(IGH = 60).

DGHNA (IGH = 60)

Variaveis r p
PCR-us(mg/dL) 0,37 0,0012
Albumina(g/dL) -0,24 0,043
LBP(ug/mL) 0,44 <0,0001
Fetuina-A(ug/mL) 0,45 <0,0001
Escore de Fibrose 0,42 0,0002
Risco de DCV (EF) 0,14 0,230

r: Coeficiente de Correlagdo; IGH: indice de Gordura Hepatica; PCR-us: Proteina C-Reativa Ultra-sensivel; LBP:
Proteina Ligadora de Lipopolissacarideo; DCV: Doencas Cardiovasculares; EF: Escore de Framingham. p < 0,05.

Tabela 6. Correlacbes entre as variaveis bioquimicas e IGHcom o Escore de
Fibrose.

Escore de Fibrose

Variaveis r p

PCR-us (mg/dL) 0,23 0,043
LBP(ug/mL) 0,27 0,023
IGH 0,42 0,0002
Fetuina-A (ug/mL) 0,17 0,147
Risco de DCV (EF) 0,35 0,002

r: Coeficiente de Correla}géo; PCR-us: Proteina C-Reativa ultra-sensivel; LBP: Proteina Ligadora de
Lipopolissacarideo; IGH: Indice de Gordura Hepética; DCV: Doencas Cardiovasculares; EF: Escore de
Framingham. p < 0,05.
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Além dos indicadores de adiposidade IMC (r = 0,31), CA (r = 0,32), e IGH
(r = 0,45), a fetuina-A sérica correlacionou-se positivamente também com a PCR-us
(r=0,32) (Tabela 7).

Tabela 7. Correlacbes entre as variaveis antropométricas, bioquimicas, IGH e
escore de fibrose com as concentracoes de Fetuina-A (ug/mL)

Fetuina-A (ug/mL)

Variaveis r p
IMC (kg/m?) 0,31 0,007
CA(cm) 0,32 0,005
HOMA-IR 0,21 0,076
PCR-us(mg/dL) 0,32 0,007
Albumina(g/dL) -0,02 0,854
LBP(ug/mL) 0,19 0,1083
IGH 0,45 <0,0001
Escore de fibrose 0,17 0,147
Risco de DCV - IAP 0,11 0,350
Risco de DCV - EF 0,07 0,544

r: Coeficiente de Correlagéo; IMC: indice de Massa Corporal; CA: Circunferépcia Abdominal; PCR-us: Proteina
C-Reativa Ultra-sensivel;LBP: Proteina Ligadora de Lipopolissacarideo;IGH: Indice de Gordura Hepatica; DCV:
Doengas Cardiovasculares; IAP: Indice Aterogénico Plasmético;EF: Escore de Framingham. p< 0,05.

Em relacdo ao menor tercil, o tercil superior (Tercil 3) da fetuina-A conteve
0 maior numero de mulheres com maiores valores do IGH (80-100),
comparativamente aos menores valores (60-80), HOMA-IR alterado (= 2,71), assim
como o maior numero de mulheres com PCR-us alterada (= 0,3 mg/dL). Entretanto,
nao houve significancia estatistica dentre os tercis de fetuina-A, para os parametros
LBP, escore de fibrose e risco de DCVs (Tabela 8).
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Tabela 8. Prevaléncia de indicadores de estresse Inflamatério e distarbios
metabdlicos de acordo com a distribuicdo em tercis das concentracdes séricas de
Fetuina-A (ug/mL).

Fetuina-A (ug/mL)

Tercil 1 (n=24) Tercil 2 (n=24) Tercil 3 (n=24)
(696,1 - 1601,0)  (1611,6 - 1962,6) (>1962,7) Valor de p
T1 T1 T2
X X X

n(%) n(%) n (%) T2 T3 T3
HOMA-IR
Normal<2,71 16 (53,3) 9 (30,0) 5(16,7)2 0,22 0,01 0,36
Alterado>2,71 8 (19,1) 15 (35,7) 19 (45,2)7 0,14 0,02 0,50
PCR-us
Normal<0,3 mg/DI 20 (44,5) 15 (33,3) 10 (22,2)7 0,39 0,04 0,35
Alterado 20,3 mg/dL 4 (14,8) 9(33,3) 14 (51,9)2 0,20 0,01 0,27
LBP (ug/mL)
Tercil 1 (1,44 a 5,02) 8 (33,3) 8 (33,3) 8 (33,3) 1,00 1,00 1,00
Tercil 2 (5,07 a 6,79) 10 (41,7) 9 (37,5) 5 (20,8) 1,00 0,21 0,34
Tercil 3 (6,91 a 9,83) 6 (25,0) 7(29,2) 11 (45,8) 0,74 0,23 0,37
IGH
> 60< 80 15 (55,6) 7 (25,9) 5(18,5)2 0,05 0,01 0,74
>80<100 9 (20,0) 17 (37,8) 19 (42,2)7 0,10 0,04 0,83
Escore de Fibrose
Ausente (< -1,455) 13 (37,1) 13 (37,1) 9 (25,7) 1,00 0,44 0,44
Tolerante (-1,455 a 0,676) 11 (31,4) 11 (31,4) 13 (37,1) 1,00 0,80 0,80
Presenga (>O,676) 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (100,0) - 0,32 0,32
IAP
baixo (0,11) 5 (62,5) 1(12,5) 2 (25,0) 0,12 031 1,00
Moderado (0,11-0,24) 5(71,4) 1(14,3) 1(14,3) 0,11 0,21 1,00
elevado (>0.24) 14 (24,6) 22 (38,6) 21 (36,8) 016 022 1,00
Risco de DCV
Baixo risco (<10%) 19 (32,8) 20 (34,4) 19 (32,8) 1,00 1,00 1,00
Moderado risco (10-20%) 5 (41,7) 2 (16,6) 5 (41,7) 037 1,00 0,37
Elevado risco (>20%) 0 (0,0) 2 (100,0) 0 (0,0) 032 - 032

HOMA-IR: Modelo de Avaliagdo da Homeostase de Resisténcia a Insulina; PCR-us: Proteina C-Reativa Ultra-sensivel;
LBP: Proteina Ligadora de Lipopolissacarideo; IGH: Indice de gordura hepatica; IAP: indice Aterogénico Plasméatico; DCV:
Doencas Cardiovasculares; %: Percentual; mg: Miligrama; dL: Decilitro; mL: Mililitro; g: Grama;ug: Micrograma. T1:Tercil
1; T2: Tercil 2; T3: Tercil 3. Diferenca estatistica quando p < 0,05. Letra (a) indica diferenga significativa (p < 0,05) entre o
grupo: tercil 1.
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PCR-us e HOMA-IR alterados apresentam maior chance de apresentar
concentracfes elevadas de fetuina-A, todos persistindo apés ajustes por idade, IMC
e CA (Tabela 9).

Tabela 9. Modelos de regressao logistica, ajustada para idade, IMC e CA, para
consequéncias metabodlicas em funcdo das elevadas concentracbes séricas de
fetuina-A (tercil 3).

Co-Variaveis Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3 Modelo 4
HOMA-IR

3,14(1,10-8,98) 3,16(1,10-9,08) 3,28(1,12-9,61) 3,93(1,29-11,96)
(alterado vs normal)
PCR-us

4,87(1,66-14,25) 4,89(1,67-14,32) 5,11(1,69-15,38) 7,46(2,21-25,19)
(alterado vs normal)
Modelo 1: sem ajuste; Modelo 2: ajustado para idade; Modelo 3: modelo 2 mais Indice de massa corporal;
Modelo 4: modelo 3 mais circunferéncia abdominal. HOMA-IR: Modelo de Avaliagdo de Homeostase da
Resisténcia Insulinica; PCR-us: Proteina C-Reativa ultra-sensivel; IGH: indice de Gordura Hepética. p<0,05.

5. DISCUSSAO

No geral, a fetuina-A associou-se a hiperadiposidade corporal (IMC e CA)
e hepética (IGH), a inflamacgéo sistémica (PCR-us, mas ndo LBP) e a resisténcia
insulinica, mas ndo significativamente aos indicadores da gravidade da DGHNA
(hipoalbuminemia e fibrose hepatica) e DCV (IAP e DAC).

O IGH utilizado como método para estimar a presenca de DGHNA (31)
possui validagdo com ultrassonografia em pacientes com e sem suspeita de DGHNA
em estudos ocidentais e orientais, de coortes e longitudinais (52-54). Apresenta 87%
de sensibilidade e 86% de especificidade (31), portanto, considerado excelente
algoritmo clinico para diagnéstico de DGHNA.

A literatura é clara quanto a associacdo de DGHNA com a obesidade.
Mundialmente, a obesidade permanece como fator de risco mais importante e mais
bem descrito para DGHNA (30, 55). Os resultados de varios estudos transversais e
estudos de caso-controle mostraram que pessoas com DGHNA tém maior
circunferéncia abdominal ou IMC do que aquelas sem DGHNA (56, 57). Em estudo
populacional com mais de trés mil pacientes com DGHNA, com 20 anos de
acompanhamento, o aumento do diagnostico de DGHNA acompanhou o0 aumento da

mediana do IMC e as taxas de obesidade na populacéo geral (58).
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Em acordo com a literatura, nossos dados demonstraram que a maioria
das mulheres com DGHNA eram obesas (86,1%). Além da alta prevaléncia de
obesidade, houve maior prevaléncia de SM (61,1%).

A DGHNA e a SM compartilham vias fisiopatolédgicas e fatores de risco em
comum, incluindo obesidade central, hipertensao, dislipidemia e hiperglicemia (59),
gue estdo significativamente associadas a inflamacdo hepéatica e sistémica de baixo
grau (60-62). Assim, a DGHNA pode ser considerada tanto causa como
consequéncia da SM (59), cerca de um terco dos pacientes com DGHNA
apresentam SM e, aproximadamente 90% dos pacientes com DGHNA tém pelo
menos um dos componentes da SM (63). Estudos prospectivos de coorte mostraram
que a DGHNA ¢ fator de risco independente para SM em populacdes chinesas e
coreanas (64, 65).

Estudo realizado com participantes do Framingham Heart Study
demonstrou relacBes bidirecionais entre figado gorduroso e fatores de risco
(inflamacéo, hipertensdo, Rl e DM2) para DCV (66). Em estudo de meta-analise,
com estudos longitudinais, observaram que a DGHNA esta significativamente
associada ao risco aumentado de morte e evento ndo-fatal de DCV, e que esse risco
€ provavelmente maior na doenca hepatica mais grave (EHNA e fibrose hepatica)
(67). No entanto, nossos dados ndo mostraram correlacdo entre DGHNA e risco
aumentado de DCV (IAP e EF). Por outro lado, a gravidade da doenca, fibrose
hepatica (NFS), correlacionou-se positivamente com risco de eventos
cardiovasculares nos proximos 10 anos (EF) (r=0,35).

Devido a progressdo da DGHNA estar relacionada com maior risco de
mortalidade, principalmente por DCV (68), véarios estudos foram realizados com
intuito de investigar marcadores que possam estar relacionados ao prognostico da
doenca (69-73). Polimeni et al. (2015) avaliaram a inflamacdo na DGHNA e
relataram maior grau de inflamag¢ao com pior prognostico da doenca (69).

No presente estudo, o IGH e a gravidade da doenca pelo Escore de
Fibrose (NFS), correlacionaram-se positivamente com marcadores inflamatorios,
como PCR-us (r = 0,37) e LBP (r = 0,44). Sugere-se, que a PCR-us e a LBP sao
fatores criticos no desenvolvimento da doenca relacionada ao estado inflamatorio.

A avaliagao da inflamagéo sistémica pela PCR-us sérica esta associada
positivamente ao indice de Gordura Hepatico (74). Além disso, as concentragdes de
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PCR-us sdo maiores em pacientes com DGHNA mais grave (por ultrassonografia) e
com EHNA, histologicamente comprovada, em comparacao com esteatose hepatica
simples (16, 17). Isso pode ser tomado como norteador, de que as concentracoes
de PCR-us se correlacionam com a progresséo da DGHNA.

Em relacdo ao marcador LBP, 0s nossos resultados estdo de acordo com
outros estudos, em que foi observado que individuos com DGHNA possuem
concentracbes aumentadas de LBP (75, 76), devido ao comprometimento da
barreira epitelial intestinal, que leva a altera¢cdes metabdlicas prejudiciais ao figado.
O figado por receber seu principal suprimento sanguineo do intestino, pela veia
Porta, esta exposto as substancias potencialmente nocivas, como 0sS
lipopolissacarideos (LPS), que circulam associados a LBP e, na membrana celular,
se ligam ao TLR-4, induzindo inflamag&o (62).

Em estudo com obesos moérbidos e com DGHNA, os autores observaram,
além de altas concentracbes de PCR, baixas concentracdes de albumina e apds
serem submetidos a cirurgia bariatrica, a diminuicdo significativa do acumulo de
gordura hepética levou a melhora das concentragfes de albumina e PCR (p<0,01)
(77). Semelhantemente, na nossa amostra de mulheres, maioria com obesidade, o
IGH correlacionou-se negativamente com a albumina (r = - 0,24).

A inflamacado sistémica, caracteristica da obesidade e da DGHNA, esta
associada a queda acentuada na sintese de proteinas de fase aguda negativa como
a albumina e fetuina-A, processo que é mediado por citocinas pré-inflamatérias (IL-6
e TNF-a) (78).

Quanto a fetuina-A, muitos estudos avaliaram a sua relacdo de forma
separada com o acumulo de gordura no figado (79), e fibrose hepatica (80), bem
como sua associa¢ao com risco de DCV (81).

Estudos anteriores demonstraram que as concentracfes de fetuina-A
sérica sao maiores em individuos com esteatose hepatica, comparados com aqueles
sem a doenca (18, 80). Em analise transversal realizada em mais de 5 mil adultos
chineses, as concentracdes séricas de fetuina-A foram significativamente
associadas a niveis elevados de IGH, ALT e AST, indicadores da DGHNA (19).
Estudo prospectivo demonstrou que altas concentracbes de fetuina-A estao
independentemente associados a DGHNA (82), e a diminuicdo na gordura do figado
foi acompanhada por uma diminui¢cdo na concentracao sérica de fetuina-A (18).
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A fetuina-A também foi associada a obesidade em estudos anteriores,
gue mostraram que as concentracfes séricas de fetuina-A foram significativamente
maiores em obesos (criangas e adultos) em relacdo aos controles (83, 84).
Concentragcdes de fetuina-A diminuiu apds a perda de peso (85), demonstrando a
reversibilidade das concentracbes aumentadas de fetuina-A em humanos, e
apontando para niveis elevados de fetuina-A como consequéncia, em vez de causar
obesidade.

Em consisténcia com os resultados acima mencionados, nossos dados
mostraram que a fetuina-A correlacionou-se positivamente com a hiperadiposidade
corporal (IMC e CA) e com a DGHNA (IGH = 60), e ainda em relagdo ao menor tercil
de fetuina-A (tercill), o tercil superior (tercil 3) apresentou maior nimero de mulheres
com maiores valores do IGH (80-100), comparado aos menores valores (60-80).

A obesidade, particularmente obesidade abdominal, leva ao aumento de
acidos graxos livres e citocinas pro-inflamatorias e a diminuicdo de adiponectina na
corrente sanguinea (84, 86, 87). Os acidos graxos livres aumentam diretamente a
secrecao de fetuina-A pelo figado, através de fator nuclear kappa B (NF-kB) (88).

O aumento da secrecdo de fetuina-A causa resisténcia a insulina no
muasculo esquelético e no figado. Ao mesmo tempo, o aumento da fetuina-A
promove a disfuncdo dos adipdcitos diminuindo os niveis de adiponectina, uma
adipocina sensibilizadora de insulina (18). Varios estudos demonstraram associacao
positiva entre Rl e concentragdes de fetuina-A (18, 21, 26).

Coerentemente, nossos dados mostraram que em relacdo ao menor tercil,
o tercil superior (Tercil 3) da fetuina-A conteve o maior nimero de mulheres com
resisténcia insulinica, bem como o maior nimero de mulheres com PCR-us alterada.
ApoOs ajustes, HOMA-IR e PCR-us alterados constituiram fatores de risco
independentes para as maiores concentracfes de fetuina-A, indicando que as
mulheres em presenca de DGHNA com altas concentragfes de fetuina-A além de
RI, apresentavam inflamacéo sistémica.

Em discordancia com a literatura, nossos dados mostraram que a
concentracéo sérica de fetuina-A correlacionou-se positivamente com a PCR-us (r =
0,32). A fetuina-A é considera uma proteina de fase aguda negativa, portanto,

inversamente correlacionado com a concentracdo sérica de PCR (21, 22). No
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entanto, esses achados, em maioria, foram encontrados em estudos onde avaliaram
a fetuina-A em doencas auto-imunes e infecciosas (89-91).

Em estudo prévio com adultos com DGHNA, a fetuina-A ndo apresentou
correlacdo com marcadores inflamatorios sistémicos, como PCR, IL-6 e TNF-a (23).
No entanto, individuos com DGHNA apresentaram valores significativamente mais
altos de fetuina-A e PCR-us do que os individuos sem DGHNA (93). Esses achados
sugerem que o comportamento da fetuina-A em relacdo a inflamacdo depende de
uma série de fatores, bem como o comprometimento hepatico e metabdlico do
individuo.

Foi demonstrando que a fetuina-A serve como proteina adaptadora que
liga diretamente os AGL a ativacdo do toll like receptor-4 (TLR4) em macréfagos e
adipdcitos (25). Assim, por meio de ativagdo do NF-kB h&a aumento de producgéo de
citocinas pro-inflamatdrias por adipdcitos e macréfagos e, portanto, a fetuina-A atua
como um biomarcador de doencas inflamatdrias crénicas (26, 27).

Associacdo entre a fetuina-A sérica com a gravidade da doenca hepatica
tem sido relatada. Kahraman et al. (2013), demonstraram em pacientes adultos
obesos, que o0s niveis de mMRNA de fetuina-A estavam significativamente
aumentados no tecido hepatico de individuos com DGHNA em comparacdo com
controles saudaveis e a expressao foi mais pronunciada em pacientes com EHNA,
diagnosticados por bidpsia (94). Também foi demonstrada uma correlagcdo entre a
fetuina-A sérica e a fibrose hepética em pacientes adultos com DGHNA (29, 80),
sugerindo que essa glicoproteina poderia ser um marcador de progressdo do
comprometimento hepatico em pacientes com DGHNA.

No presente estudo foi utilizado o Escore de Fibrose “NAFLD fibrosis
score” (NFS), que é o biomarcador ndo invasivo mais comum e recomendado para
identificar fibrose hepatica, com alto valor preditivo negativo (88%) e positivo (82%)
(30, 47, 95). Em desacordo com os resultados encontrados nos estudos citados
anteriormente, ndo encontramos correlacdo entre as concentracdes séricas de
fetuina-A e o escore de fibrose hepatica, pode ser atribuido ao pequeno niamero de
mulheres com fibrose hepatica no presente estudo. Em concordancia com 0s nossos
dados, estudos com pacientes com DGHNA diagnosticados por biopsia (método
padrdao ouro), a concentracdo sérica de fetuina-A ndo apresentou relacdo com

estagio de fibrose hepatica (94, 96).
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Dada a conhecida associacéo entre a resisténcia a insulina e o estagio de
fiborose em pacientes com DGHNA (97), pode-se esperar que a fetuina-A, como
marcador de resisténcia a insulina, aumente paralelamente ao grau de fibrose
hepatica. No entanto, a fetuina-A € inibidor extracelular do fator de crescimento
transformador-betal (TGF-B1) (98), o principal estimulo pré-fiborogénico na doenca
hepatica crbénica (99). Consequentemente, a fetuina-A elevada poderia representar
mecanismo de protecdo contra o desenvolvimento de fibrose hepatica (100).
Atualmente, ndo hé conclusbes definidas sobre o papel da fetuina-A na fibrogénese
hepatica na DGHNA.

A fetuina-A demonstrou associacdes complexas e divergentes com
desfechos cardiovasculares, com relatos de aumento do risco de eventos
cardiovasculares subclinicos para concentragdes altas e baixas da proteina (22, 24,
81, 101-103).

Na nossa amostra de mulheres com DGHNA, que nao apresentavam
eventos cardiovasculares prévios, observamos que a fetuina-A correlacionou-se
positivamente com biomarcadores de risco cardiovascular (PCR-us, HOMA-IR). Em
contraste com os estudos anteriores, ndo observamos uma associacao significativa
entre as concentracdes de fetuina-A e risco de eventos cardiovasculares (EF e IAP).

Em estudo com pessoas idosas, com e sem DM2, os autores mostraram
que altas concentracdes de fetuina-A foram associados a morte por DCV naqueles
com DM2 e foi inversamente associada na auséncia de DM2 (104). Em individuos
com DGHNA, pela primeira vez, Dogru et al. (2013) mostraram associacdo positiva
entre fetuina-A circulante e disfuncao endotelial, e aterosclerose subclinica (105).

Menor concentragdo de fetuina-A circulante foi associada a calcificacéo
vascular e a mortalidade cardiovascular em modelo animal e humano (101-103,
106). Por outro lado, altas concentracdes de fetuina-A foram associadas ao
espessamento médio-intimal da artéria carétida (107), infarto do miocéardio (81), perfil
lipidico aterogénico (108, 109) e aumento do risco de resisténcia a insulina (108),
diabetes mellitus tipo 2 (110, 111) e sindrome metabdlica (109).

Essas associa¢fes podem sugerir dupla funcdo da glicoproteina fetuina-A
relacionada a DCV; pela atuagédo indireta da glicoproteina na patogénese de
aterosclerose através de uma influéncia nos fatores de risco (aterosclerose, Rl, DM2,

SM) para DCV (109), e pelo papel da fetuina-A como importante inibidor da
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calcificacdo ectdpica vascular (112). Nossos resultados, no entanto, ndo permitem
confirmar essas hipéteses.

As inconsisténcias entre os achados dos estudos podem ser resultado de
variagcdes nas avaliacdes de risco cardiovasculares (medidas diretas e indiretas de
avaliacoes), avaliacdo de eventos fatais e ndo-fatais e diferencas nas caracteristicas
da populacdo (idade, doenca cronica subjacente como RI, DM2, DGHNA e
aterosclerose) (113).

Segundo Zhao et al. (2013), maiores concentracdes séricas de fetuina-A
podem contribuir para o desenvolvimento de aterosclerose em pacientes com
distarbios metabdlicos, pelo papel da fetuina-A em exacerbar a doenca promovendo
resisténcia a insulina e dislipidemia (114). Porém, quando em presenca de doenca
arterial coronariana, altas concentragdes de fetuina-A tém resultados positivos, como
inibidor bem descrito da calcificacdo vascular, a fetuina-A pode prevenir a
precipitacdo mineral espontanea vascular, como em placas de ateroma (101, 102).

Contudo, fetuina-A parece ser uma proteina de fase aguda positiva, em
que altas concentracbes promovem (provocar RI e inflamacao) e inibim (atenuar
alteracdes fibréticas e calcificacdo vascular) a progressdo de DGHNA com risco de
DCV (29). No entanto, os estudos ainda sdo inconclusivos, e o significado da
fetuina-A sérica na fibrose hepatica e alteracdes aterogénicas em individuos com

DGHNA permanecem desconhecido.

6. CONCLUSAO

O presente estudo demonstra que a concentracdo seérica de fetuina-A
apresenta-se elevada em mulheres com DGHNA, e que a fetuina-A sérica é
biomarcador para resisténcia a insulina (HOMA-IR) e processo inflamatorio sistémico
(PCR-us) associados & DGHNA. No entanto, ndo foi possivel observar relacdo entre
as concentracdes séricas de fetuina-A com a gravidade da DGHNA para fibrose
hepatica e nem com risco de eventos cardiovasculares. Mais pesquisas sao
necessarias, principalmente estudos prospectivos, para explorar a potencial relacéo
da fetuina-A com a aterosclerose e progressdo da doenca hepéatica em individuos
com DGHNA.
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