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RESUMO

Introdugéo: A doencga hepatica gordurosa n&o alcoolica (DHGNA) é um grande
termo que envolve desde a simples deposi¢céo de tecido adiposo no figado a um
progressivo processo de esteatose hepatica associado a hepatite, fibrose,
cirrose e, em alguns casos, carcinoma hepatocelular cuja prevaléncia da
DHGNA encontra-se em torno de 20-30% em paises do Ocidente (alguns
estudos relatam até 40-50%) e 5-18% em paises asiaticos.

Objetivos: avaliagdo de fatores clinicos e metabdlicos associados ao conteudo
hepatico de gordura determinado por ressonéncia magnética, correlacédo de
concentragdes séricas de IGF-1 e comprimento de teldmeros de leucécitos com
fracdo hepatica de gordura e avaliagcdo da efetividade de dapagliflozina e
comprimento de teldbmeros em um ensaio clinico piloto em sujeitos com DHGNA
com e sem DM2.

Materiais e Métodos: Realizamos o estudo em duas partes: 1) estudo transversal
para avaliacdo de fatores associados a fragdo hepatica de gordura 2) ensaio
clinico piloto com dapagliflozina controlado por placebo por 12 meses com
avaliacdo de comprimento de teldmeros de leucdcitos. A avaliagdo bioquimica
incluiu concentragdes séricas de glicose, hemoglobina glicada, lipoproteinas,
AST, ALT, gama-glutamil transferase, ferritina, saturacdo de transferrina,
tireotropina. Testes sorologicos para exclusdo de infeccdo pelos virus da
hepatite B e C também foram realizados. As concentragdes séricas de insulina
no plasma em jejum foram realizadas para participantes com tolerancia normal
a glicose. As concentragdes séricas basais de IGF1 foram determinadas pelo
método quimioluminescéncia. Todos os participantes foram submetidos a
ressonancia magnética usando um scanner de corpo inteiro de 1,5 T (Philips
Multiva). O comprimento relativo dos teldmeros dos leucocitos foi medido pela
reagcado em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (QPCR).
Resultados: No estudo transversal, foram incluidos 47 individuos com DHGNA e
treze (27,7%) participantes tinham o diagndstico de diabetes mellitus tipo 2.
Examinamos a associagao entre as variaveis clinicas e bioquimicas e a FHG
determinada por ressonancia magnética agrupando os sujeitos do estudo em
dois grupos, de acordo com a fracdo hepatica de gordura abaixo ou acima da
mediana da fragao hepatica de gordura (15,9%). As concentragdes séricas de
triglicerideos séricos foram significativamente maiores entre os individuos com
fragdo hepatica de gordura acima da mediana. A analise de subgrupo entre os
sexos indicou que as concentragdes seéricas de insulina no plasma em jejum e
HOMA-IR foram positiva e moderadamente correlacionados com a fragao
hepatica de gordura em homens, mas n&do em mulheres, entre os participantes
com toleréncia normal a glicose. As concentragdes séricas de glicose em jejum
foram moderadas e significativamente correlacionadas com a fragao hepatica de
gordura em mulheres, mas ndo em homens.

Para a avaliacdo de comprimento de teldbmeros de leucocitos, foram incluidos 32
individuos com DHGNA. A mediana de idade foi de 40 (34,5-56,7) anos, sendo
a maioria homens (20; 62,5%). Examinamos a associagcdo entre variaveis
clinicas e bioquimicas e comprimento relativo de teldbmeros comparando
individuos com comprimento relativo de teldbmeros abaixo e acima da mediana
(0,64). Individuos com comprimento relativo de teldbmeros abaixo da mediana
tinham idade significativamente maior, IMC menor, concentracdes seéricas de
AST e GGT mais altas, concentracdes séricas de ferritina mais baixas e maior



pontuacao no escore FIB4, quando comparados com aqueles que apresentaram
comprimento relativo de teldbmeros acima da mediana. Um modelo de regresséo
logistica multivariavel considerando comprimento relativo de teldmeros abaixo
ou acima da mediana como variavel dependente e idade, IMC, AST e GGT
ferritina séricas e pontuagao FIB4 como variaveis independentes indicaram que
apenas a idade estava significativamente associada comprimento relativo de
teldbmeros.

Para o ensaio clinico piloto, acompanhamos por 12 meses, 18 pacientes, 12
pacientes no grupo tratamento e 6 pacientes no grupo placebo. Nao houve
diferenga entre o grupo tratamento e placebo quanto a redugé&o igual ou superior
a 30% da fragdo hepatica de gordura e normalizagdo da AST, ALT e GGT. A
correlagdo de Spearman para o grupo tratamento mostrou correlagdo moderada
com circunferéncia abdominal, AST, ALT, GGT na avaliacao final. Avaliamos o
comprimento de teldmeros de leucocitos em 9 pacientes (7 pacientes do grupo
tratamento 2 pacientes do grupo placebo) antes e ap6s o tratamento e n&o houve
alteragdo em comprimento relativo de teldomeros nos 12 meses de seguimento.
Conclusédo: nossos dados sugerem que as concentragbes seéricas de
triglicerideos séricos podem estar associadas ao conteudo de gordura hepatica
medido por ressonancia magnética em adultos com sobrepeso / obesidade com
DHGNA, embora outras anormalidades metabdlicas clinicas e bioquimicas
relacionadas a resisténcia a insulina ndo tenham sido capazes de predizé-lo. As
concentragdes séricas de IGF-1 n&o se correlacionaram com a gordura hepatica,
possivelmente por nossa amostra ser constituida de pacientes de baixo risco
para fibrose. Os ISGLT2 devem ser mais bem estudados para o tratamento de
pacientes com DHGNA sem DMZ2. No que se refere a senescéncia celular,
nossos achados reiteram que a idade € o fator mais importante associado ao
comprimento dos teldmeros e a obesidade por si s6 ndo prediz CTL mais curto.
Maiores concentracdes séricas de AST, GGT e maior pontuagao no escore FIB-
4 foram associadas ao menor comprimento dos teldmeros, e este € um ponto
que deve ser estudado.

Palavras-chave: DHGNA, fragdo de gordura hepatica, ressonéncia magnética,
comprimento de teldbmeros, dapagliflozina.



ABSTRACT

Introduction: Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is a term that ranges from
the simple deposition of fatty tissue in the liver to a progressive process of hepatic
steatosis associated with hepatitis, fibrosis, cirrhosis and, in some cases,
hepatocellular carcinoma. The prevalence of NAFLD is around 20-30% in
Western countries (some studies report up to 40-50%) and 5-18% in Asian
countries.

Objectives: evaluation of clinical and metabolic factors associated with liver fat
content determined by MRI, correlation of serum IGF-1 concentrations and
leukocyte telomere length with liver fat fraction by MRI, and assessment of the
effectiveness of dapagliflozin and telomere length in a pilot clinical trial in NAFLD
subjects with and without T2DM.

Materials and Methods The study was carried out in two parts: 1) cross-sectional
study to assess predictors of hepatic fat assessment 2) 12-month placebo-
controlled clinical trial with dapagliflozin for NAFLD and assessment of leukocyte
telomere length. Biochemical evaluation includes glucose, ALT, AST, glycated
hemoglobin, lipoproteins, gamma-glutamyl transferase, ferritin, saturation,
thyrotropin. Serological tests to exclude hepatitis B virus infection and were also
performed. Plasma insulin levels were performed in subjects with normal glucose
tolerance. Basal serum IGF1 were made by the chemiluminescent method. All
participants were picked by all magnetic shield bodies of a 1.5 T scanner (Philips
Multiva). of leukocyte telomeres was measured by the real-time polymer chain
reaction (QPCR).

Results: In the cross-sectional study 47 individuals, 13 with the diagnosis of
diabetes mellitus and NAFLD were included (27.7%). We evaluated in two
groups, according to the hepatic fat fraction, below or above the median value of
the hepatic fat fraction (15.9 %). Serum triglycerides were significantly higher
among subjects with hepatic fat fraction above the median. Subgroup analysis
based on gender indicated that women with fasting plasma insulin and HOMA-
IR were moderately positive correlated to hepatic fat fraction in men, but not in
women, among patients with normal glucose tolerance. Fasting serum glucose
concentrations were moderately and significantly correlated with hepatic fat
fraction in women, but not in men.

In the assessment of leukocyte telomere length, 32 subjects with NAFLD were
included. The median age was 40 (34.5-56.7) years, with the majority being men
(20; 62.5%). We examined the associations between clinical and biochemical
variables and telomere length comparing two groups of telomere length, below
and above the median (0.64). Subjects with telomere length below the median
had significantly older age, lower BMI, higher serum AST and GGT and higher
FIB4 score, compared to those with telomere length above the median. A
multivariable logistic regression model considering telomere length as a
dependent variable and age, BMI, AST, GGT FIB4 as independent variables,
indicated that only age was significantly associated with telomere length.

In the pilot clinical trial, we followed for 12 months, 18 patients, 12 patients in the
treatment group and 6 patients in the placebo group. There was no difference
between the group and the treatment in the reduction or 30% reduction of the
hepatic fat fraction in the group of dapagliflozin compared to the placebo as well
as there is no difference in the normalization AST, ALT, GGT. Spearman’s
correlation for the treatment group showed moderate correlation with waist



circumference, AST, ALT and GGT in the final evaluation. We evaluated
leukocyte telomere length in 9 patients (7 patients in the treatment group 2
patients in the placebo group) before and after treatment and there was no
change in the 12 months of treatment.

Conclusion: our data suggest that serum triglyceride concentrations may be
associated with hepatic fat content as measured by MRI in overweight/obese
adults with NAFLD, although other clinical and biochemical metabolic
abnormalities related to insulin resistance were not able to predict it. Serum IGF-
1 concentrations did not correlate with liver fat, possibly because our sample
consisted of patients at low risk for fibrosis. ISGLT2 should be further studied for
the treatment of NAFLD patients without T2DM. About cellular senescence, our
findings reiterate that age is the most important factor associated with telomere
length and obesity alone does not predict shorter leukocyte telomere length.
Higher serum concentrations of AST, GGT and higher FIB-4 score were
associated with shorter telomere length, and this is a point that should be studied.

Keywords: NAFLD, liver fat fraction, MRI, telomere length, dapagliflozin.



PREFACIO

Essa tese foi estruturada a partir de uma apresentacao unificada de introducéo,
revisao de literatura sobre a Doenga Hepatica Gordurosa ndo alcodlica seguida
pelos objetivos e metodologias gerais. Todas as etapas do estudo foram
baseadas em uma unica coorte pacientes que foi avaliada com relacdo a
diferentes desfechos. No primeiro capitulo foi estudada a associagéo entre
variaveis clinicas e bioquimicas e a fragdo hepatica de gordura medida por
ressonancia magnética em uma analise transversal. O segundo capitulo, por sua
vez, consistiu em analise transversal da correlagdo entre comprimento de
teldbmeros e variaveis clinicas, bioquimicas e a fragado hepatica de gordura, e um
ensaio clinico piloto com seguimento de 48 semanas para avaliar o efeito da
dapagliflozina em redugdo da fracdo hepatica de gordura, comprimento
telomérico e concentragdes seéricas de IGF-1. Os capitulos estdo redigidos no
formato de artigos, que foram escritos na lingua inglesa e se encontram em
revisdo nos periodicos Journal of Clinical and Experimental Hepatology e

American Journal of Medical Sciences.
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1 INTRODUGAO

A doencga hepatica gordurosa n&o alcodlica (DHGNA) é um grande termo
que envolve desde a simples deposicdo de tecido adiposo no figado a um
progressivo processo de esteatose hepatica associado a hepatite, fibrose,
cirrose e, em alguns casos, carcinoma hepatocelular (1). A primeira descricao
da DHGNA ocorreu em 1980 através de biopsia hepatica demonstrando
esteatose macrovesicular, inflamacao lobular e periportal, enquanto os achados
de dano celular e fibrose que descreviam o diagndstico de esteatohepatite
gordurosa nao alcoodlica (EHNA) (2). Patologicamente, o grande termo DHGNA
descreve esteatose envolvendo mais de 5% do parénquima hepatico. Em seu
estagio inicial, ndo ha evidéncia de injuria ao hepatdécito. Por outro lado, a EHNA
designa uma defini¢do histolégica onde ha um processo necroinflamatorio por
lesdo de hepatdcitos em um contexto de esteatose. O risco de progressao de
DGHNA para EHNA pode ser estimado em até 44% conforme estudos realizados
através de biopsias seriadas por cinco anos (1,2).

A prevaléncia da DHGNA encontra-se em torno de 20-30% em paises do
Ocidente (alguns estudos relatam até 40-50%) e 5-18% em paises asiaticos. E,
hoje, a segunda causa mais frequente de necessidade de transplante hepatico.
A projegao para os préoximos 20 anos € de que DHGNA sera a maior causa de
morbimortalidade hepatica assim como indicag&o de transplante hepatico (1,2).

Um modelo foi usado para estimar a progressao da doenca de DHGNA e
EHNA em oito paises, com base em dados de prevaléncia de obesidade em
adultos e diabetes mellitus tipo 2 (DM2). O modelo Markov foi construido para
China, Franga, Alemanha, Italia, Jap&o, Espanha, Reino Unido e EUA. A selecéo
dos paises baseou-se na disponibilidade de dados, na disposicdo dos
especialistas nacionais em colaborar e na capacidade de realizar analises
paralelas. Esses paises representam regidées com niveis variados de fatores de
risco para o desenvolvimento de DHGNA. As estimativas publicadas e o
consenso de especialistas foram usados para construir e validar as proje¢des do
modelo. Se a obesidade e o DM2 se nivelarem no futuro, foi estimado um
crescimento modesto no total de casos de DHGNA de até 30% entre 2016 e
2030, com o maior crescimento na China como resultado da urbanizacédo e o

menor crescimento no Japdo como resultado de uma populagdo em
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encolhimento. No entanto, ao mesmo tempo, a prevaléncia de EHNA aumentara
de 15 a 56%, enquanto a mortalidade hepatica e a doenga avangada do figado
mais que dobrardo como resultado do envelhecimento/aumento da populagcao
(3)-

Os fatores de risco para desenvolvimento da DHGNA sao inumeros,
incluindo resisténcia a insulina/DM2, etnia (hispanicos e norte-americanos, em
comparagao com afro-americanos), homozigose para o polimorfismo rs738409
do gene que codifica a PNPLAS (proteina 3 dominios fosfolipase semelhante a
patatina) especialmente entre hispanicos, sexo (ainda conflitante, parece ser
mais grave em mulheres), filhos de gestantes diabéticas, obesidade
especialmente se iniciada infancia, dieta (consumo de carne vermelha, gréos
refinados, pastelaria, bebidas agucaradas), sindrome de ovarios policisticos,
sindrome da apneia obstrutiva do sono, variante do gene TM6SF2 (superfamilia

2 do receptor transmembrana 6) em europeus, afro-americanos e hispanicos (4).

A patogénese envolve o acumulo de acidos graxos livres e triglicerideos
como alteracéo inicial e tem sido atribuida, pelo menos em parte, a resisténcia
insulinica e obesidade. A disfungcdo do tecido adiposo na obesidade, DM2 e
DHGNA envolve um prejuizo no metabolismo da glicose e lipidios por dois
mecanismos: a gordura como 6rgao enddcrino com liberagao de varias citocinas
derivadas dos adipdcitos e a deposi¢céo de gordura ectdpica induzida por acidos
graxos livres e lipotoxicidade. Estresse oxidativo, inflamacao hepatica, disfungcao
mitocondrial, citocinas pro-inflamatorias desequilibradas, fibrose, resisténcia a
insulina, hiperinsulinemia, acidos graxos livres plasmaticos, figado gorduroso e
lesdo de hepatdcitos sdo condigdes que apoiam o desenvolvimento de EHNA e
fibrogénese (5,6). A disfungdo do tecido adiposo em DHGNA tem sido associada
a redugao do catabolismo de aminoacidos de cadeia ramificada (BCAA) e acidos
graxos. Esta alteracdo esta inversamente relacionada aos niveis séricos de

BCAA e de conteudo hepatico de gordura (7).

No que tange ao tratamento, atualmente, atividade fisica e redugéo do
peso corporal constituem o padrdo-ouro uma vez que nado ha nenhum
medicamento registrado para o tratamento especifico de DHGNA/EHNA e a
bidpsia hepatica ainda € uma exigéncia para iniciar o tratamento de acordo com

a American Association for the Study of Liver Disease (AASLD) (8). Varios outros
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medicamentos com atuagdo em diferentes vias do metabolismo hepatico de
gordura, antioxidantes e anti-hiperglicemiantes (9) conforme sera discutido

detalhamente.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1. EPIDEMIOLOGIA DA DHGNA

A obesidade € a doenga cronica nao transmissivel mais prevalente no
século XXI e, quando associada a deposicéo de triglicerideos nos hepatdcitos,
potencializa o risco para o desenvolvimento de DHGNA. Atualmente, cerca de 1
bilhdo de pessoas sao afetadas pela DHGNA em todo o mundo. A DHGNA nao
pode ser considerada uma doenga apenas prevalente em paises ocidentais
ricos, pois altas taxas de DHGNA s&o relatadas no Oriente Médio (32%) e na
América do Sul (31%) seguido pela Asia (27%). Menor prevaléncia é observada
nos EUA (24%) e na Europa (23%), e taxas s&o relatadas em 14% na Africa
(10,11).

Em consonéancia com o aumento mundial da prevaléncia de seus fatores
de risco principais, como diabetes, obesidade e idade, ocorre o0 aumento na
prevaléncia de DHGNA. Os ultimos estudos mostram uma prevaléncia global de
DHGNA estimada em cerca de 25% (11,12).

A DHGNA ¢é uma doenc¢a multifatorial complexa que envolve uma série de
fatores genéticos, metabdlicos e ambientais. Esta intimamente associada a
resisténcia a insulina, sindrome metabdlica, obesidade, diabetes e muitas outras
doengas (12). A obesidade pode ser um fator que explica as taxas mais altas de
DHGNA em hispanicos que apresentam uma maior prevaléncia em comparagao
com outros grupos étnicos. Quando comparadas a mulheres com obesidade e
nivel socioecondmico similares, mulheres hispanicas também apresentam maior
adiposidade. Da mesma forma, fatores de risco socioecondmicos e culturais tém
sido indicados nessas coortes. Evidéncias mostram que a residéncia em areas
de maior pobreza esta correlacionada com a maior prevaléncia de alimentos e
bebidas ricas em agucar e gorduras de baixo custo, fatores especialmente
prevalentes nas comunidades latinas (10).

As diferengas étnicas podem ser importantes na correlacdo da DHGNA
com o conteudo de triglicerideos intra-hepaticos. Estudos mostraram que,
embora afro americanos tenham mais obesidade e HAS, eles tém menor risco

para DHGNA comparados aos latinos, o que seria parcialmente atribuido a
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menor gordura visceral. O conteudo de triglicerideos intra-hepaticos tem se
correlacionado positivamente com o aumento do metabolismo oxidativo
mitocondrial e sdo vistos cerca de duas vezes mais na DHGNA. Os latinos
parecem apresentar maior conteudo de ftriglicerideos intra-hepaticos (13). A
figura 1 mostra a prevaléncia mundial da DHGNA.
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Figura 1 Prevaléncia da Doenca Hepatica Gordurosa Nao alcodlica.
Fonte: autora.

2.2 HISTORIA NATURAL DA DHGNA

E crucial examinar a progressdo da doenca e os fatores que determinam
a evolugdo de DHGNA para EHNA, fibrose e cirrose. Embora a fibrose pareca
estar associada a progressdo natural da DHGNA ao longo do tempo, os
pacientes podem permanecer estaveis por varios anos, estabelecendo uma

janela potencial para intervencao (10).

Esteatose envolvendo menos de 5% do parénquima hepatico ndo €
considerada clinicamente significativa. Em adultos, a esteatose estabelece um
padrdao de acometimento centrolobular, enquanto em criangas a zona periportal
€ inicialmente a mais acometida. A degeneragdo espumosa alcoodlica é a

caracteristica da esteatose microvesicular. As goticulas de lipidios s&o
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constituidas por um nucleo de triacilglicerol com ou sem ésteres de colesterol e
uma monocamada periférica de fosfolipidios. A inativagdo do gene da proteina 3
dominios semelhante a patatina (PNPLA3) mostrou que o acumulo na superficie
de goticulas lipidicas esta ligado a um aumento da esteatose macrovesicular
(1,2).

O envolvimento do background genético é avaliado por estudos de
associagao genémica ampla (GWAS). O GWAS identificou polimorfismos em
numerosos genes, como PNPLA3 e o membro 2 da superfamilia da
transmembrana 6 (TM6SF2) que mais se correlacionam com a DHGNA. A
variante PNPLA3 rs738409 (1148M) tem uma frequéncia alélica de 49% em
hispanicos, 23% em ancestralidade europeia e 17% em afro-americanos, que &
muito mais alta do que de TM6SF2. O polimorfismo rs58542926 (E167K) de
TM6SF2 foi visto em 7% em europeus, 4% em hispanicos e 2% em afro-
americanos. Individuos com essas variantes tém um risco maior de desenvolver
DHGNA - PNPLA3 rs738409: odds ratio (OR) 3,26 (IC 95%: 2,11-7,21); TM6SF2
rs58542926: OR 2,13 (IC 95%: 1,36-3,30) (14).

A esteatose é classificada como leve quando atinge 5-33% do parénquima
hepatico, moderada 34-66% e grave acima de 66%. Quando ndo-abundante
concentra-se na zona centrolobular do hepatécito (zona 3) e, quando mais
intensa, localiza-se panacinar. O acometimento da zona periportal (zona 1)
relaciona-se com progressdo para cirrose levando a distribuigdo irregular ou
perda completa de gorduras esteatéticas. A inflamacgao e/ou fibrose caracteriza-
se por infiltrado inflamatorio créonico mononuclear, poucas células plasmaticas e
monacitos. O lipogranuloma hepatico trata-se do hepatdcito esteatédtico central
ou gota de gordura e acumulo periférico de células mononucleares ou
macrofagos. As células de Kupffer (macréfagos hepaticos) correlacionam-se
com o grau de atividade necroinflamatoria, injuria e fibrose. De fato, esta é a
célula que comanda e regula estes processos de lesdo/inflamagéo e estoque de
triglicérides hepaticos (1-2,4). A figura 1 ilustra achados histologicos da DHGNA.

A esteatohepatite com seus hepatdcitos balonizados com esteatose e
inflamacé&o sado encontrados tipicamente na zona centro lobular. A aparéncia de
baldo pode ser devido a alteracédo do estresse oxidativo dos microtubulos, perda

do filamento intermediario do citoesqueleto, retencao de fluido, modificacédo para
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pequeno teor de gordura e dilatag&o do reticulo endoplasmatico. Os corpusculos
de Mallory-Denk (inclusbes patoldgicas no citoplasma) caracterizados por
nucleos glicogenizados, lipogranulomas acinares, megamitocondria, fibrose
pericelular e corpos acidofilos sao frequentemente vistos na EHNA, mas ndo sao
necessarios para o diagnéstico (1-2,4).

A fibrose também tem aparéncia caracteristica de lesbes precoces
mostrando uma deposigao perissinusoidal em zona 3. As fibras de colageno
podem ser vistas cercando os hepatdcitos em lesdes mais avangadas.
Evidéncias sugerem que a fibrose portal em associagdo com a pericentral € um
componente central para a estagio de hepatite com fibrose e posterior cirrose. A
coloragdo de Masson Tricromio € util na identificacdo de fibrose precoce em
EHNA. A classificagdo da esteatose pelo escore NAS utiliza os critérios de
esteatose, balonizacdo e inflamagao lobular e a fibrose € classificada como
ausente, leve ou perissinusoidal zona 3, moderada, periportal/portal, fobrose em
ponte ou cirrose (1,2).

O carcinoma hepatocelular (CHC) variante esteatohepatite foi
primeiramente visto em pacientes com virus da hepatite C (VHC). Nos Estados
Unidos da América, houve um aumento de 80% de CHC em 20 anos, sendo o
quinto cancer mais comum e a terceira causa de mortalidade relacionada ao

cancer (1,2).

Estudo de revisdo conduzido por Wong avaliou os termos “doenca
hepatica gordurosa ndo alcodlica® ou “figado gorduroso” e “carcinoma
hepatocelular’. A analise de 35 artigos revelou que, em regides do Oeste e da
Asia-Pacifico, existe uma incidéncia menor de CHC entre pacientes com DHGNA
quando comparados a outras doengas do figado, como o VHC. Nos Estados
Unidos, um grande estudo de centro unico de 510 pacientes com cirrose verificou
uma incidéncia cumulativa anual de CHC de 2,6% em pacientes com cirrose por
EHNA, em comparacdo com 4% em pacientes com cirrose por VHC. No Japéo,
a taxa de 5 anos de VHC foi de 11,3% para cirrose por EHNA e 30,5% para
cirrose por HCV (15).

Para avaliacdo dos fatores relacionados a progresséo, McPherson avaliou
108 pacientes com bidpsia seguidos por 6,6 anos. Entre os 81 pacientes com
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esteatohepatite na bidpsia inicial, 75 (93%) ainda apresentavam EHNA no
seguimento, enquanto 6 haviam regredido a DHGNA. Entre os 27 pacientes com
DHGNA nalinha de base, 12 (44%) pacientes progrediram para EHNA na biopsia
de acompanhamento. O principal fator associado com mudangas significativas
no escore de avaliagao entre as bidpsias hepaticas foi a mudancga no indice de
massa corporal (IMC) com rs = 0,23 (p = 0,026). No acompanhamento, a
adiposidade do paciente medida pelo IMC aumentou significativamente (média
de 34,9 £+ 5,0 vs. 33,9 = 5,2 kg/m2; p = 0,004). Os pacientes foram mais
propensos a ter DM2 (65% vs 48%, p <0,001) assim como fibrose hepatica mais
avancada (16).

Embora DM2 e obesidade sejam os fatores de risco mais estudados, a
DHGNA na auséncia de obesidade vem sendo descrita, chamada DHGNA
magra (lean NAFLD). Esta foi inicialmente descrita em asiatica e pode acometer
10-20% dos europeus e americanos. Embora ndo tenham a obesidade, descrita
pelo IMC, esse perfil de paciente também apresenta aspectos de sedentarismo
e resisténcia insulinica. Quando comparados ao grupo de obesidade/sobrepeso
sdo0 mais jovens e apresentam menos componentes da sindrome metabdlica
(SM). Esses dados ressaltam a complexidade dos fatores ambientais inter-
relacionados com a predisposi¢cdo genética na fisiopatologia da DHGNA (17).
Um estudo avaliando 78 voluntarios jamaicanos urbanos, 52% do sexo
masculino, com idade média de 28,5 anos e IMC 22,4 kg/m? mostrou que em
avaliagdo por ultrassom (US), o coeficiente de atenuagdo média do figado (CA)
e a relagao figado/bago, estavam ambas inversamente correlacionadas com a
gordura do figado e nas correlagdes ajustadas por idade, sexo e IMC, o MLA foi
negativamente associado ao peso (r 20,30; p 0,009) e estatura (r 20,28; p 0,017)
e associado a glicemia de jejum (r 5 0,23; p 0,05), insulina em jejum (r 5 0,42; p
0,001) e HOMA-IR (r 5 0,35; p 5 0,004) mesmo em individuos magros (18).

No que se refere aos fatores metabolicos, a ingestao de frutose estimula
a lipogénese de novo, conforme estudos em humanos, e bloqueia a oxidagéo de
acidos graxos no figado. A ingestdo aguda de frutose aguda estimula a
termogénese e a taxa metabdlica, mas foi demonstrado que cronicamente (dias
a semanas) reduz o gasto de energia em repouso. O metabolismo hepatico da

frutose pela frutoquinase C resulta na decomposi¢ao da adenosina monofostato
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(AMP) em inosina monofosfato (IMP) e sintese de acido urico, que se deve
principalmente a uma queda no fosfato intracelular que ocorre apos a rapida
fosforilagcdo da frutose pela frutoquinase C no figado. Por outro lado, a
frutoquinase A é uma segunda isoforma da frutoquinase e é expressa de forma
mais ubiqua, diferindo da frutoquinase C por fosforilar a frutose com menos
eficiéncia e ndo causar deplecao significativa de ATP (19).

A ingestdo de bebida agucarada esta associada a DHGNA conforme
Ouyang et al compararam individuos com DHGNA, 49 sem cirrose a 24 controles
pareados por idade, sexo e IMC. Individuos com DHGNA tiveram uma ingestao
duas a trés vezes maior de frutose de bebidas agucaradas (365 kcal vs 170 kcal)
do que os controles, e isso foi associado a um aumento da expressao de
frutoquinase no figado (20).

2.3 RESISTENCIA INSULINICA, ACIDOS BILIARES E DHGNA

A correlagdo entre resisténcia insulinica (Rl) e depdsito hepatico de
gordura encontra-se no cerne da fisiopatologia da DHGNA. Sedentarismo e dieta
rica em gordura e carboidratos levam ao acumulo de acidos graxos livres e
triglicerideos configurando o marco inicial da doenca relacionado diretamente a
resisténcia insulinica (chamada de primeira agressdo ou primeiro hit). Em
sequéncia, desencadeiam eventos inflamatérios e fibrogénese (chamada de
segunda agressao ou segundo hit). A resisténcia insulinica leva a lipogénese “de
novo” e reducdo da lipolise em tecido adiposo com aumento dos acidos graxos
hepaticos (1-2,4).

A microbiota intestinal diante do excesso de nutrientes sofre com a
sobrecarga do reticulo endoplasmatico que desencadeia resposta proteica
desdobrada, com piora da resisténcia insulinica por uma série de mecanismos
incluindo a ativagao do terminal c-Jun-N-kinase e inflamacgao. Esta microbiota &
um dos pontos-chave para a DHGNA, pois influencia ndo apenas a absorcéo e
disposicdo dos nutrientes, mas também condiciona a inflamag&o hepatica
favorecendo e disponibilizando toll-like-receptors (TLRs) os quais estimulam as
células hepaticas para a produgao de citocinas pro-inflamatorias (1-2,4).

O excesso de acidos graxos livres também promove disfuncéo
mitocondrial, aumento do estresse oxidativo e desacoplamento da fosforilagao
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oxidativa. Eles também ativam uma resposta fibrogénica nas células estreladas
hepaticas que podem promover a progresséo para EHNA e cirrose, assim como
producao de espécies reativas de oxigénio. A disfungéo do tecido adiposo e a Rl
levam ao aumento da liberagdo de citocinas proé-inflamatérias (por exemplo,
MCP-1, TNF-a TGF-B, PAI-1, IL-6) e liberacdo reduzida de adipocinas anti-
inflamatorias (por exemplo, adiponectina) e produgcédo de espécies reativas de
oxigénio (EROS). Essas moléculas podem danificar diretamente o figado ou agir
indiretamente, aumentando o estresse oxidativo, o dano hepatocelular, a fibrose
hepatica e o desenvolvimento de tumores, por exemplo, através da ativagcdo do
fator oncogénico transdutor de sinal e ativador de transcrigdo 3 (STAT3).
Ceramidas, diacilglicerois e acidos graxos ndo saturados nao apenas
desencadeiam a inflamagao, mas também a apoptose. Eles também alteram a
sinalizagdo e a acao da insulina, diminuem a sintese de adenosina trifosfato
(ATP) muscular e a producdo de oOxido nitrico (assim como o oOxido nitrico
sintetase endotelial/leNOS), que comprometem a ativagdo de fosfoinositol-3
quinase (PI3K), piruvato desidrogenase quinase, isoenzima 1 e RAC-alfa
serina/treonina-proteina quinase (também conhecido como proto-oncogene c-
Akt) (21).

Na ultima década, os acidos biliares (AB) mostraram desempenhar um
papel central na homeostase metabdlica, também afetando a sensibilidade a
insulina. Os efeitos de sensibilizac&o a insulina dos acidos biliares sdo mediados
via interagcdo com o receptor farnesoide X (FXR). Resisténcia a insulina, o
principal fator de risco para DHGNA esta associado a um deslocamento do perfil
de acidos biliares circulantes em diregdo a um perfil mais trihidroxilico, que tem
efeitos agonistas de FXR mais fracos em comparagdo com os acidos biliares
mais hidrofobicos (22).

Os acidos biliares estdo envolvidos na fisiopatologia da DHGNA por dois
mecanismos: 1) agdes regulatérias sobre o metabolismo de lipidios e
carboidratos, exercidas pela acdo do FXR e do receptor AB acoplado a proteina
G 1 (TGR5) e, se desregulado, podem levar a alteragcbes na glicose e
homeostase lipidica e promover inflamacéo e fibrose e 2) relagéo reciproca com
microbiota intestinal na qual os ABs moldam a microbiota intestinal através de

efeitos antimicrobianos diretos e a producéo induzida por FXR de peptideos
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antimicrobianos com mudanga na composi¢cdao do pool de AB através de
atividades enzimaticas definidas (como desconjugacdo, desidroxilagéo,
oxidagao e epimerizagéo). Portanto, por um lado, o metabolismo alterado da AB
pode afetar a composi¢ao da microbiota; por outro lado, a disbiose pode afetar
a composicao do pool de acidos biliares, o que potencialmente promove o
desenvolvimento de DHGNA e EHNA. Além disso, o aumento da exposigao aos
acidos biliares pode estar envolvido em lesdo hepatica e patogénese de EHNA.
E importante notar que, como em outras doencas hepaticas cronicas, a colestase

leve é comum em pacientes com DHGNA (23).

Estudo conduzido por Legry e cols, revelou correlagdo dos acidos biliares
com resisténcia insulinica e o acido glicolico teve correlagdo com esteatose (r =
0,29, P =0,03). A avaliagao de 86 pacientes com obesidade (IMC médio de 31,9
kg/m?), 24 controles, 25 com DHGNA e 37 com EHNA, encontrou sobrecarga
intra-hepatica de acidos biliares, e a sinalizagao de expressao hepatica de FXR,
medida por concentragdes de fator de crescimento de fibroblastos 19 (FGF 19)

estava reduzida em individuos com EHNA com fibrose a partir do estagio 2 (24).

A via de sinalizagdo da insulina, agredida pela resisténcia insulinica,
exerce mecanismo primordial tanto em doengas metabdlicas quanto
cardiovasculares. No contexto destas doengas, a via de sinalizagdo da insulina
fostatidilinositol 3 (insulina, receptor de insulina, Pi3K, Akt) encontra-se em
down-regulation, enquanto a via mitogénica, regulada pela MAP-K (proteina
quinase associada a mitdgenos) encontra-se com atividade aumentada. Esta
inversao de ativagao das vias, determina uma “resisténcia insulinica seletiva” e
medeia a resposta pré-aterosclerdtica pela ativacédo da sinalizagdo de MAP-K. A
ativacao desta sinalizagao através da hiperinsulinemia e a “resisténcia insulinica
seletiva” criada, induz a remodelacdo vascular que leva a vasoconstri¢cao,
proliferagdo e migracdo de células vasculares. O estresse metabdlico induz
acumulo de lipidios e inflamacédo crénica estérii no musculo esquelético

contribuindo com a resisténcia insulinica sistémica (25).

A resisténcia a insulina no tecido adiposo contribui ainda mais para a
sinalizagao de insulina sistémica. A interacao metabdlica entre tecido adiposo e
figado se faz através de adiponectina (reduzida), interleucina 6 (IL-6) e outros
peptideos liberados pelo tecido adiposo com efeitos pro-inflamatorios no figado.
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A enzima dipeptidil peptidase 4 (DPP-4) é outro fator que pode promover
resisténcia a insulina na interligagao figado e tecido adiposo. A DPP-4 circulante
é secretada pelos hepatdcitos e atua em conjunto com o fator Xa no plasma para
estimular macréfagos inflamatorios no tecido adiposo visceral em camundongos.
Sabe-se que esse efeito promove a resisténcia a insulina ressaltando a
importante interagdo cruzada entre figado e outros tecidos subjacentes a

desregulagédo metabolica na DHGNA (26).

Por fim, resisténcia insulinica e alteracdo de microbiota geram inflamagéao
por meio da formacdo dos inflamassomas. Estes sdo formados a partir da
interagdo entre microrganismos patogénicos ou liberadas por células lesadas e
proteinas e caspases. Eles atuam como sensores de moléculas de padrao
molecular associadas a patogenos endogenos ou exogenos (PAMPs) ou
padrées moleculares associados a danos (DAMPs). Como parte da atividade
inata do sistema imunoldgico, os inflamassomas contribuem para a ativagéo
imune em resposta a diferentes estimulos. Eles regulam citocinas pro-
inflamatdrias efetoras pela ativagao de familias de receptores de reconhecimento
de padrdes codificados por linha germinativa (PRRs) como receptores do tipo
Toll (TLRs), receptores do tipo NOD (NLRs) e receptores da lectina do tipo C
(CLRs). A ativagéo de inflamassomas em resposta a AGLs, estresse oxidativo e
outros metabdlitos pré-inflamatérios observados na DHGNA com consequente
producdo de interleucina 1 (B (IL-1B8) pode ter um papel importante no
desenvolvimento de EHNA, induzindo a supressdo do receptor-a ativado por
proliferador de peroxissomo (PPAR-a) e promover o efeito indireto da morte

celular induzida por fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (27).

Para mensuragcdo em estudos clinicos, a compreensao entre a interagao
das concentragdes insulinémicas e glicémicas em jejum permitiu estudar formas
de mensurar a resisténcia insulinica. Considerando a relagdo de feedback entre
figado e célula-beta pancreatica, foi construido um modelo matematico para
estimar o grau de funcionamento da célula beta-pancreatica e a sensibilidade a
insulina, os quais seriam proporcionais as concentracdes insulinémicas e
glicémicas no estado basal ou steady state. No ano de 1985, Mathews e cols
publicaram um modelo matematico que prediz a resisténcia insulinica de acordo

com a glicemia e insulinemia basais — Modelo de Avaliacdo da Homeostase
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(HOMA-IR, isto é, Homeostasis Model Assessment Insulin Resistance). Dessa
forma, este preditor tornou-se uma alternativa ao clampe euglicémico—
hiperinsulinémico que, embora seja considerado a teste padrao-ouro para avaliar
resisténcia insulinica, ou seja, de maior acuracia para avaliagdo da Rl in vivo,
trata-se de método dispendioso, demorado, invasivo e de alta complexidade, o
qgue o torna inviavel sua aplicagdo em estudos populacionais e na pratica clinica
(28).

Dessa forma, a avaliagc&o laboratorial de resisténcia insulinica na pratica
clinica tem sido realizada pelo indice HOMA-IR, fornecendo uma medida indireta
da Rl ao avaliar, em condigdes de homeostase e jejum, a insulina enddgena e a
glicemia. A equacéo utilizada consiste em HOMA-IR = Insulina em jejum em
uUl/mL x Glicemia em jejum em mmol/L x0,0555/22,5 ou Insulina em jejum em
uUl/mL x Glicemia em jejum mg/dL/405. Os valores para o ponto de corte variam
de acordo com a populagao estudada. A maioria dos estudos baseia-se em um
ponto de corte superior a 2,7 para marcar a presencga da Rl (29).

As adipocinas também estao desreguladas na DHGNA contribuindo para
o aumento da RI. No contexto de RI, ha a redug¢ao da adiponectina, conhecida
por sua propriedade sensibilizadora de insulina e agao anti-inflamatdéria, além de
efeitos antiestetatéticos ao aumentar a oxidagdo de AGLs e reduzir a
gliconeogénese, influxo de AGLs e lipogénese de novo no figado. Ja as
adipocinas leptina e resistina estdo aumentadas. Com relag&o a leptina, embora
sua secregao seja proporcional a quantidade de tecido adiposo e esteja
aumentada tanto na obesidade quanto na DHGNA, os estudos sugerem que ha
uma resisténcia a sua acao e seu papel na DHGNA parece estar relacionado a
RI por desfosforilagdo do subtrato do receptor de insulina (IRS-1) e regulagao
negativa da gliconeogénese, induzindo esteatose hepatica. A resistina parece
ter acao também na Rl além de agao proinflamatdria, com estimulo de TNF-alfa
e IL12 nos macrofagos e regulagao de IL6 e IL1beta (29).

Além das adipocinas, os esfingolipideos tém chamado a atengao por seu
papel na resisténcia a insulina e na morte celular lipotdxica. O acumulo aberrante
de ceramidas se correlaciona com a resisténcia a insulina hepatica e a
esteatose. Camundongos transgénicos que expressam a ceramidase acida para

desencadear a desacilacdo das ceramidas foram testados para avaliagdo de
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esteatose hepatica. A superexpressao hepatica da ceramidase acida preveniu
o surgimento de esteatose hepatica e melhorou a sensibilidade hepatica a agcéo
da insulina no figado e tecido adiposo. Essas observagdes sugerem a existéncia
de uma "interferéncia" de ac&o rapida entre os esfingolipidos do figado e do
tecido adiposo, regulando criticamente o metabolismo da glicose e a captagéo
de lipidios hepaticos (30,31). A figura 2 resume a interagdo dos multiplos fatores

fisiopatoldgicos.

Estilo de vida ndo saudavel
Glicose, frutose, gordura saturada
Balango energético positivo
Envelhecimento

— Inflamacgdo/
fibrose

X ‘, * % | Acidos graxos
Ceramidas
Citocinas -
Adipocinas

desreguladas

| DM2 |

—-Insulina

PAMPs
— DAMPs
Genética Ceramidas

PNPLA3
TMSF2

Disbiose intestinal

Figura 2. Fisiopatologia da Doenga Hepatica Gordurosa N&do-alcodlica e Resisténcia a
Insulina. LDN lipogénese de novo; TGL triglicerideos; DM2 diabetes mellitus tipo 2; PAMPs
padrdes moleculares associados a patégenos; DAMPs padrbes moleculares associados a
danos; PNPLA3 proteina 3 dominios semelhante a patatina; TMSF2 fator de transcrigdo 2
superfamilia transmembrana. Fonte: autora.

A resisténcia insulinica leva a liberagédo de acidos graxos livres saturados,
sendo o mais comum o acido palmitico. Este consiste em uma cadeia de 16
carbonos, sem ligagcdes duplas o que torna a membrana celular mais rigida e
menos fluida. Os acidos graxos livres saturados induzem a agregacao de
receptores de morte celular na membrana e ativam as caspases, uma familia de
cisteina-proteases que executam a fase final de apoptose. No entanto, os sinais
para a morte celular nem sempre sao letais e, essa sinalizacado “subletal”, na
qual o processo apoptotico € iniciado, mas nao concluido, pode levar a ativacao
de vias que resultam em inflamacdo e fibrose. Esses sinais apoptoéticos
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incompletos iniciados nos hepatocitos afetam as células estreladas e
macrofagos que recebem vesiculas dos hepatocitos parcialmente lesados,

levando a progressao da inflamacéo (32).

A relagdo de DHGNA e SM foi bem demostrada em estudo de seguimento
de 19 anos com sados do Terceiro Inquérito Nacional de Saude e Nutricdo
(NHANES). A mortalidade foi obtida no arquivo Mortality-Linkage File, até 31 de
dezembro de 2011. A coorte de DHGNA (n = 3613) tinha uma idade média de
43 anos, 73% de brancos e 50% de homens. O grupo DHGNA com pelo menos
um critério de SM era significativamente mais velho, apresentava maior IMC,
maior probabilidade de ter resisténcia a insulina e doenga cardiaca em
comparagdo com o grupo DHGNA sem SM. Ao longo de 19 anos de
acompanhamento, 1039 pessoas morreram. Comparado aos pacientes com
DHGNA sem SM, a presenca de um componente da SM aumentou o risco de
mortalidade em 8 anos (2,6% vs 4,7%) e 16 anos (6% vs 11,9%) (p <0,001).
Apds o ajuste para fatores sociodemograficos, DHGNA com todos os
componentes da SM foi associado a mortalidade geral, cardiaca e hepatica. O
aumento do numero de componentes da SM foi associado a menor sobrevida (p
<0,0001) (33).

2.4 GH, IGF-1 e DHGNA

O horménio de crescimento (GH), produzido pela adeno-hipdfise, € um
regulador chave da lipdlise em tecido adiposo, além de ter agdes semelhantes a
citocinas anti-inflamatdrias  sistémica e macrofagica. A obesidade,
principalmente visceral, € um estado conhecido de deficiéncia relativa de GH. O
fator de crescimento insulina-simile (IGF-1), produzido pelo figado em resposta
ao estimulo do HGH, também tem sido associado a obesidade e alteragcdes do
metabolismo lipidico. Embora o figado sintetize a maior parte do IGF-1
circulante, ele ndo possui seu receptor sob condigdes fisiolégicas. No entanto,
de acordo com estudos recentes, o figado danificado expressa o receptor (34).

Um modelo murino de deficiéncia parcial de IGF-1 foi usado para
investigar os efeitos do IGF-1 no figado, comparando controles do tipo selvagem,
camundongos IGF-1+ e heterozigotos tratados com IGF-1 por 10 dias. A
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histologia, o microarranjo para expressdao génica de mRNA, RT-qPCR e
peroxidagcdo lipidica foram avaliados. Analises de microarray revelaram
subexpressao significativa de IGF-1 em camundongos heterozigotos em
comparagao com camundongos controle, restaurando a expressao normal do
figado apds o tratamento, que entdo normalizou suas concentragdes circulantes.
O RNAm do receptor IGF-1 foi superexpresso em figados de camundongos Hz,
enquanto os camundongos tratados apresentaram uma expressao similar a dos
controles. Camundongos heterozigotos apresentaram superexpresséo de varios
genes que codificam proteinas relacionadas a proteinas inflamatorias e de fase
aguda e superexpressdo de genes que codificam componentes de matriz
extracelular, citoesqueleto e jungao celular. A histologia revelou uma arquitetura
hepatica alterada. Além disso, o dano oxidativo hepatico estava aumentado no
grupo heterozigoto. A mera deficiéncia parcial do IGF-1 esteve associada a
alteragdes relevantes da arquitetura e expressao hepatica dos genes envolvidos
no citoesqueleto, polaridade dos hepatdécitos, jungdes celulares e proteinas da
matriz extracelular. Ademais, induziu a expressao hepatica do receptor de IGF-
1 e mediadores elevados de fase aguda e inflamagao, que resultam em danos
oxidativos no figado (34).

A insulina é produzida pelas células beta-pancreaticas, enquanto o IGF-1
€ produzido no figado. O IGF-1 é produzido sob o estimulo do GH que age no
receptor de GH (GHR). A insulina e o IGF-1 exercem seus efeitos intracelulares
através da ativagcéo de seus receptores cognatos, o receptor de insulina (IR) e o
receptor de IGF1 (IGF1R) respectivamente. Tanto o IGF1R como o IR sédo
proteinas heterotetraméricas (compostas de um dimero a — b ligado a um
segundo dimero a — b por ligagdes dissulfeto) que possuem atividade intrinseca
da tirosina quinase. O IGF1R é expresso em quase todos os tecidos do corpo e
ativa as vias mitogénicas, resultando na proliferacdo celular. Na presenga de
insulina, a expressdo de GHR hepatica € aumentada, levando ao aumento da
producgao de IGF1. Portanto, a hiperinsulinemia crénica poderia estar associada
a concentragdes elevadas de IGF-1 circulante. A insulina também suprime as
proteinas de ligagao ao IGF tipo 1 e 2 (IGFBP1 e 2), que servem para limitar a
biodisponibilidade do IGF1 nos tecidos periféricos. Assim, uma elevagao crénica
da insulina poderia levar ao aumento das concentragdes de IGF-1 biodisponivel.
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Além disso, concentragdes aumentadas de insulina levam a um aumento na
formacgao de receptores hibridos e podem levar a ligagéo da insulina ao IGF1-R,

aumentando assim o potencial mitogénico (35).

Em um figado doente, no entanto, essa sintese de IGF-1 pode estar
comprometida, mesmo na presenca de resisténcia insulinica. Estudo
retrospectivo feito por Dichtel e cols em pacientes submetidos a cirurgia
bariatrica no Hospital Geral de Massachusetts através de bidpsias hepaticas em
142 pacientes correlacionou histologia hepatica e concentragdes séricas de IGF-
1. Foram avaliados pacientes com idade média de 52 (+ 10 anos) com IMC médio
de 43 (£ 9 kg/m2). O IGF-1 sérico médio foi menor em individuos com inflamacgé&o
lobular (112 + 47 vs. 136 + 57 ng/mL, p 0,01), balonizagdo de hepatécitos (115
+ 48 vs. 135 + 57 ng/mL, p 0,05), estagio de fibrose mais avangado (estagios 2-
4 vs. 0-1; 96 £ 40 vs. 125 + 51 ng/mL, p 0,005) e EHNA (109 + 45 vs. 136 + 57
ng/ml, p 0,002). Todos os resultados mantiveram-se significativos apos o
controle da idade, IMC e diagndstico de diabetes, e todos, exceto a balonizag&o
de hepatdcitos (tendéncia p 0,06), permaneceram significativos apos a excluséo
de individuos com cirrose. Esteatose né&o foi significativamente associada com
as concentracbes séricas meédias de IGF-1. Neste estudo, as baixas
concentragdes seéricas de IGF-1 estiveram associadas ao aumento da gravidade
histolégica da DHGNA quando rigorosamente controlados para idade, IMC,
presencga de diabetes e apds a exclusdo de individuos com cirrose (36).

Varios mecanismos subjacentes sao responsaveis pelos efeitos do IGF-1
no figado conforme ilustra a figura 3. E bem conhecido que a resisténcia a
insulina, estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial e inflamagao exercem papel
fundamental no desenvolvimento da DHGNA e EHNA. A maioria das espécies
reativas de oxigénio sdo produzidas pela mitocondria e estdo intimamente
relacionadas a sua disfuncio. Esta bem demonstrado que o aumento do IGF-1
melhora a capacidade oxidativa do figado, sugerindo que o mesmo regula a
funcdo mitocondrial e o estresse oxidativo. O GH reduz a gordura visceral o que
desempenha um papel fundamental no desenvolvimento de produtos n&o
alcoodlicos. O GH também diminui diretamente a lipogénese nos hepatocitos.
IGF-1 melhora a resisténcia a insulina, diminui as espécies reativas de oxigénio

(ROS), melhora a fung&o mitocondrial e diminui os triglicerideos nos hepatocitos.
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Além disso, o IGF-1 induz a senescéncia e inativa as células estreladas e
consequentemente a progressao da fibrose (37).

Estudo brasileiro conduzido por Carvalho-Furtado e cols avaliou 22
pacientes com deficiéncia do horménio de crescimento (DGH) iniciado na
infancia e na vida adulta com 5 anos sem reposicao de GH. A DHGNA foi
avaliada por elastografia transiente e coeficiente de atenuagdo programada
(CAP) por ultrassonografia. Foram seguidos 16 pacientes com DGH de inicio na
infancia e 6 pacientes com DGH de inicio na vida adulta. Oito pacientes (36,3%)
tiveram o diagnostico de DHGNA, associada a maior IMC, circunferéncia
abdominal, insulina e AST. A intervencao terapéutica de reposi¢cao de GH por 6
meses levou a melhora da composigao corporal: redugdo da massa gorda
(34,7% para 32% p 0,008), aumento da massa magra (60,4% para 64,7% p
0,004) e redugéo da gordura truncal (43,9% para 41,7% p 0,039), reducao da
circunferéncia abdominal em cm (89,4 para 86 p 0,034). No entanto, houve piora
nos valores absolutos de glicose, insulina e HbA1c. Nao houve diferenga no CAP

para 0os grupos com ou sem esteatose (38).
2.5 CRITERIOS DIAGNOSTICOS PARA DHGNA

Para o diagndstico de DHGNA, a excluséo do uso de alcool € fundamental
e o consumo inferior a 30 gramas/dia em 10 anos para homens e inferior a 20
gramas/dia para mulheres € o critério mais adotado. O diagndstico consiste em
achado de esteatose em exames de imagem ou avaliagdo histopatologica,
exclusao de etiologia viral ou outras doencgas cronicas hepaticas. A dosagem de
biomarcadores como citoqueratina 18 no momento da avaliagéo histopatologica
tem associagao significativa com doenca em progressao (1,2).

A crescente prevaléncia da DHGNA e sua evolugdo para EHNA torna
necessario o desenvolvimento de métodos eficazes para identificar esse
espectro da doenca. Embora reconhecida como padrdo-ouro, a biopsia €
limitada por seu viés de amostragem, baixa aceitabilidade e complicagbes
graves, como mortalidade, sangramento e dor. Portanto, métodos n&o invasivos
sdo urgentemente necessarios para o diagnostico mais preciso de DHGNA (1-
5).
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Estudo canadense conduzido para analise do custo-beneficio para
screening de DHGNA avaliou o screening com ultrassonografia associada a
elastografia e dosagem de citoqueratina 18, comparados a confirmagao por
bidpsia hepatica. Neste estudo, a avaliagdo por histopatologia n&do se mostrou
custo-benéfica (39).

2.5.1 Avaliacao Por Imagem

Dessa forma, métodos nao-invasivos tendem a ganhar mais forga para o

diagnostico em razdo de sua melhora da sensibilidade e especificidade.

Usualmente, o US é o primeiro método diagnostico em pacientes com
alteragdo em enzimas hepaticas (sensibilidade de 60% e especificidade de 80%
para deteccdo de DHGNA. As limitagdes incluem falso-negativos em casos de
esteatose leve, limitacdes na detecgao de fibrose, auséncia de determinacao
quantitativa, limitacbes impostas ao método em presenga de obesidade e
dependéncia da experiéncia do observador. Para detectar DHGNA na fase
inicial, o indice hepatico/renal e o indice de atenuacao hepatica sdo usados para
avaliar a esteatose. Ambas as medidas exibem um desempenho ligeiramente
melhor do que US convencional para avaliar esteatose hepatica com uma
sensibilidade de 95% e especificidade de 100%, mas com valor preditivo
negativo ainda baixo 72% (para US H/R) e 67% (para US taxa de atenuagao
hepatica) (40).

Por ultrassom, a esteatose pode ser classificada como grau | (ou leve)
quando mostra aumento da ecogenicidade hepatica com visualizagdo normal
dos vasos intra-hepaticos e do diafragma; grau Il (ou moderada) quando
apresenta borramento na visualizagdo dos vasos intra-hepaticos e diafragma e
grau lll (acentuada) quando nao se visualizam os vasos intra-hepaticos,

diafragma e regi&o posterior do figado (41,42).

O indice de resisténcia da artéria hepatica (IRAH) € uma forma de avaliar
graus de gravidade da doenga hepatica. Em um estudo observacional nos EUA
entre dezembro de 2013 e julho de 2014, envolvendo 49 pacientes e 13 controles
avaliaram por US: ecogenicidade e tamanho do figado e bacgo, velocidade
maxima da veia porta, velocidade sistdlica de pico (PSV) e velocidade diastolica
final (EDV) da artéria esplénica, indice de resisténcia da artéria hepatica (IRAH)
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e escore de fibrose DHGNA para comparagdo entre os grupos. O IRAH foi
significativamente maior nos pacientes com DHGNA do que os controles (p <
0,0001). Também foi encontrada diferenga significativa entre os grupos de
gravidade de DHGNA (p < 0,0001, diferenga entre os pacientes com IRAH de
DHGNA com diferentes escores de fibrose de DHGNA versus IRAH de controles
(p < 0,0001) com uma correlagéo positiva entre o IRAH e o escore de fibrose de
DHGNA. Este estudo sugere que um ponto de corte de IRAH maior que 0,675
detecta pacientes com risco de fibrose. A detec¢cao de IRAH maior que 0,9 em
pacientes com DHGNA, independentemente do grau de severidade da esteatose
nos EUA, pode sugerir a realizagédo de bidpsia para prever o risco de progressao
para esteatohepatite e acumulo de tecido fibroso. Valores baixos de IRAH podem

ser expressédo de menor risco (43).

Existem propostas de avaliagdo quantitativa de gordura hepatica por US
conforme estudo Lin e cols. Foi realizada uma analise transversal prospectiva de
uma coorte de adultos (n = 204) com DHGNA avaliados por ressonéancia
magneética com densidade de protons (RM-PDFF acima de 25%) e sem DHGNA
(controles). Os individuos foram submetidos a analises de RM-PDFF e avaliagédo
hepatica por US na Universidade da Califérnia. A ultrassonografia avaliou
parametros e retroespelhamento através de varias imagens em modo B do lobo
direito do figado, evitando grande vasculatura. Houve correlagdo entre a medida
de gordura hepatica por US (intervalo 0,00005-0,25 1 / cm-sr) com a RM-PDFF
(Spearman's p = 0,80; p <0,0001). Porém este método requer treinamento e
maior validagao (44).

A rigidez hepatica medida por elastografia transitoria € o melhor método
validado para avaliar fibrose hepatica. A elastografia transitéria mede a
velocidade de propagacao da onda de cisalhamento elastica de baixa frequéncia
(50 Hz). A elastografia transitoria de controle de vibragdo ou Fibroscan consiste
na utilizacdo de uma sonda portatil para produzir uma onda de cisalhamento no
figado sendo esta propagagao de ondas detectada e quantificada em decibéis
por metro com a seguinte classificagdo (100-400 decibéis/metro): sem esteatose
SO0 < 248 db/m; S1 248-267 db/m; S2 268-279 db/m e S3 > 280 db/m. A
velocidade é diretamente relacionada a rigidez do tecido hepatico (liver stifness

LS ou RH), expressa em Kilopascals (kPa), a medida usual varia de 2,5-7,5 kPa
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(média de 5,5 kPa). O estadiamento de fibrose por TE é feito da seguinte forma
FO: abaixo de 7,5 kPa; F1 7,6-7,9 kPa; F2 8-8,8 kPa; F3 8,9-11,7 kPa e F4 maior
ou igual a 11,8 kPa (45).

Ryu e cols compararam duas técnicas diferentes de TE usando sonda
convexa convencional de modo B de 4mHz e LS com TE Fibroscan em um
estudo retrospectivo. As medidas de LS foram obtidas utilizando dois sistemas
2D-SWE (LOGIQ E9 e LOGIQ S8), do mesmo fabricante, com elastografia
transitoria (TE) servindo como padr&o de referéncia, realizadas no mesmo dia,
LS dos dois sistemas 2D-SWE e TE foram significativamente diferentes pelo
LOGIQ E9 nos 64 pacientes que tiveram medicdes confiaveis de LS dos dois
sistemas 2D-SWE e TE, os valores médios de LS obtidos pelos dois (LOGIQ E9,
6,57 £ 2,33 kPa; LOGIQ S8, 6,90 + 6,64 kPa; p 0,018). Embora os valores de LS
para dois sistemas 2D-SWE demonstrarem uma correlagéo positiva muito forte
(r = 0,86 p <0,001), este estudo mostrou a significativa variabilidade
intersistémica observada nas medigdes de LS feitas usando os diferentes
sistemas 2D-SWE (46).

A tomografia computadorizada (TC) ndo tem dependéncia do operador, é
rapida, porém ha maior exposicdo a radiagcdo. A TC sem contraste tem sido
utilizada para avaliar a gravidade da esteatose desde 1970, com base no fato de
que a atenuagao hepatica esta inversamente associada ao conteudo de gordura
hepatica. O figado normal tem um valor de atenuacdo de 50-65 unidades
Hounsfield (UH), 8-10 UH maior que o do bago. No entanto, o valor de atenuagao
do figado pode diminuir para menos de 40 UH quando ocorre infiltracdo
gordurosa. A TC sem contraste supera a US na avaliagdo da gravidade da
esteatose hepatica, alcancando uma especificidade de 100% e sensibilidade de
82% para diagnosticar graus mais altos (> 30%) de esteatose hepatica (47).

A cintilografia hepatica conta com poucas evidéncias para seu uso, e seu
valor adicional seria a avaliagao da funcéo das células de Kupffer, as quais tem
atividade reduzida em EHNA (48).

A elastografia descrita acima foi baseada no principio da ultrassonografia
para quantificar a rigidez hepatica. Trés tipos diferentes de dispositivos por
ultrassonografia podem ser usados para DHGNA: elastografia transiente de
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controle de vibragdo (VCTE ou FibroScan), impulso de forca de radiagcéo
acustica (ARFI), elastografia 2D de onda de cisalhamento (2D SWE) (43-44).

O VCTE é o primeiro método elastografico aprovado e o método mais
utilizado até hoje. Em VCTE, uma sonda portatil € empregada para introduzir
uma onda mecanica de cisalhamento ao figado, e a propagacéo de ondas é
detectada e quantificada. Existem dois tipos diferentes de sondas: a sonda XL é
adequada para pacientes com obesidade e a sonda M é usada para pacientes
com peso normal. VCTE mostra excelente precisao para a exclusédo da fibrose
avancgada (alta especificidade), mas ndo é muito sensivel para avaliar cirrose. O
ARFI, também conhecido como pSWE (elastografia por onda de cisalhamento
pontual), € considerado um método de diagnostico elastografico de segunda
geracdo, que pode ser faciimente ativado pela modificagdo de maquinas
comerciais de ultrassonografia. A ARF| &€ mais adequada para fibrose grave e
cirrose do que para casos leves, mas o operador € um fator que influencia os
resultados. O 2D-SWE, semelhante ao ARFI, também pode ser implementado
em qualquer maquina de ultrassonografia disponivel comercialmente e
independente do operador, porém mais preciso do que o ARFI para o diagnéstico
de fibrose leve ou F2 no estagio (43-44).

A elastografia também foi aplicada por ressonancia magnética (ERM). A
ERM, que combina ressonancia magnética e elastografia, mostra grande
precisdo, mas € limitada por seu alto custo e baixa disponibilidade. A ERM &
mais precisa do que a VCTE no diagndstico da fibrose F2 e F4, e sua taxa de
falha € muito menor do que a das outras ferramentas discutidas acima (43). A
carga de ferro no figado pode ser um fator negativo para o exame, assim como
a obesidade severa (peso corporal> 160 kg). Devido ao alto custo da elastografia
avancada, apenas o0s pacientes de alto risco sdo recomendados a se
submeterem a exames de elastografia por ressonancia (49).

Por ressonancia magnética (RM), o conteudo hepatico de gordura medido
por RNM foi primeiramente descrita por Dixon, pela técnica de desvio quimico.
A perda de intensidade de sinal do parénquima na imagem fora de fase, em
comparagado com a imagem em fase, indica uma mistura de agua-gordura no

tecido e, com isso, o diagnostico de esteatose é definido. A sensibilidade e a
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especificidade documentada para essa técnica séo de cerca de 81 % e 100%
(50).

Desde entdo, a RNM tem ganhado destaque, uma vez que permite a
avaliagao quantitativa da esteatose através da quantificacdo do sinal de fracao
lipidico (FSF) ou fracdo hepatica de gordura (FHG), biomarcadores para a
densidade de prétons provenientes da gordura também podem ser adicionados
a avaliagdo. A espectroscopia, aliada a Rm, ndo produz imagens propriamente
ditas, mas avalia a quantidade de elementos quimicos presentes nos tecidos.
Estudos estdo sendo publicados como a utilizacdo de RM com espectroscopia
como método nao-invasivo preciso para DHGNA (51). Os marcadores
incorporados a RM melhoram a precisdo na quantificagdo do grau de esteatose
e fibrose. A RM com proton 1H- e fosforo 31P € outra forma para avaliar em
tempo real a gordura hepatica, a membrana celular e o metabolismo energético.
A ressonancia magnética (RM) se aproxima de 100% de sensibilidade na
deteccdo de esteatose hepatica, mesmo com niveis de esteatose tdo baixos
quanto 5,56% (52).

Embora a RM por espectroscopia seja considerada a técnica de imagem
de referéncia (51-52), estudos recentes mostram que a RM com a técnica de
desvio quimico pode ser usada como objetivo de mensurar concentragbes de
ferro e gordura com as seguintes vantagens: flexibilidade para mapear regides
de interesse, aquisicdo de imagens como o breathing-hold para melhor evitar a
contaminagao do sinal dos vasos maiores e artefato de movimento, tempo de
aquisicao de imagens menor (53). Ademais, a RM mantém a sensibilidade e
especificidade mesmo em pacientes com obesidade grau Il (54).

A fragdo de densidade de protons determinada por RM mostrou
correlagdo com o grau de esteatose determinado por histologia em adultos com
DHGNA conforme o estudo de Permutt e cols que avaliou 51 pacientes com
DHGNA por RM e histologia. Houve correlagdo do grau de esteatose
determinado por histologia relacionado com aumento da fragdo hepatica de
gordura medida por RNM, quanto maior a FHG, maior foi o grau de esteatose a
histologia: 8,9% no grau 1, 16,3% no grau 2 e 25,0% no grau 3 (correlagdo: r? =
0,56 p < 0,0001). No entanto, pacientes com fibrose no estagio 4, quando
comparados com pacientes com fibrose no estagio 0-3, apresentaram esteatose
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hepatica significativamente menor na FHG medida por RM (7,6% vs. 17,8%, p
<0,005) e grau de esteatose determinado por histologia (1,4 vs 2,2, P <0,05).
Dessa forma, infere-se que a esteatose ndo esta linearmente relacionada a
progressdo da fibrose, assim como uma baixa FHG a imagem n&o indica
necessariamente doenga leve (55).

A quantificag&o precisa do grau de esteatose hepatica geralmente nao é
realizada, pois requer espectroscopia de ressonancia magnética (ERM) ou
bidpsia hepatica e, mais importante, sua importancia clinica € incerta. Dada a
alta prevaléncia de DHGNA na comunidade, um dos principais problemas para
o clinico é estratificar quais pacientes com DHGNA correm maior risco dessas
complicagdes e quais devem ser priorizados para um gerenciamento intensivo
(56).

Ensaios clinicos tém sido realizados utilizando a RM para avaliar a
resposta aos tratamentos medicamentosos para DGHNA. Analise secundaria do
estudo MOZART avaliou 50 pacientes recebendo 10 mg de ezetimibe ou placebo
por 24 semanas para avaliar se a reducdo da FHG corresponderia a melhora
histolégica. O desfecho primario considerada resposta foi a queda de dois pontos
ou mais ao escore de fibrose NAS. Entre os 35 pacientes que terminaram o
seguimento, 10 preencheram o critério de melhora. Comparando o grupo de
respondedores histoldégicos aos ndo respondedores, houve maior redugédo da
FHG (-4,1% vs -0,6% respectivamente p < 0,04) com uma variagédo percentual
relativa média de -29,3% vs -2% (p <0,004). Entre os fatores metabdlicos
avaliados houve diferenca estatistica apenas entre os respondedores em relagao
ao IMC (30,6 Kg/m? vs 35 Kg/m?p 0,01) e HOMA-IR (4,3 vs 6,8 p 0,02) (57).

Outro recente estudo publicado por Bril e cols comparou a melhora
histolégica e o grau de mudanga da FHG medida por RM. Foram avaliados 121
pacientes nos estados do Texas e Florida (EUA) em tratamento com pioglitazona
e placebo, porém nao houve correlacdo entre a reducdo da FHG por RM e
melhora histologica tanto no grupo tratado quanto no grupo placebo. A redugcao
de 2 pontos no escore histolégico NAS ou piora da fibrose foi similar entre os
grupos que reduziram mais de 30% ou menos de 30% da FHG por RM.
Comparando também o grupo que obteve resolugéao da esteatose por RM (FHG
< 5,56%) e o grupo que nao obteve, ndo houve diferenga histoldgica. As
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variagbes nas concentragdes séricas de ALT estiveram mais associadas com
mudanga em balonizag&o a histologia do que as mudangas na FHG por RNM.
Em relagdo aos parametros metabdlicos e mudangas na FHG, houve associagao
positiva apenas com aumento do HDL (r=0,33 p 0,04), no entanto sem correlagao
com alteragbes em HbA1c, insulina e triglicérides (58).

Outros dois estudos com medicamentos em fase |l encontraram
correlagdo com redugao da FHG e melhora histolégica. Jayakumar avaliou 65
pacientes tratados com Selonsertib por 24 semanas (inibidor da serinal/tironina
quinase ASK-1 inibidor da kinase 1 reguladora de apoptose) associado ou n&o a
Simtuzumab (anticorpo monoclonal contra LOXL2 lisil-oxidase like 2). Houve
resposta histologica em 18% com AUROC 0,70 para resposta histolégica com
sensibilidade de 50% e especificidade de 81% para redu¢do da FHG maior ou
igual a 25%. Houve também correlagédo entre os que tiveram redugcédo da FHG
maior ou igual a 25% com melhora na inflamagao lobular em 50 vs 16% (59).
Harrison avaliou o tratamento ativo com Resmetiron (agonista TRH beta) em 73
sujeitos avaliados em 12 e 36 semanas. A redugao da FHG maior ou igual a 30%
aconteceu em 37% nos respondedores histolégicos vs 4% entre os né&o
respondedores histolégicos para resolugdo de EHNA e 65% vs 32% para
reducao de 2 pontos no escore NAS. Houve também entre aqueles com redugao
da FHG maior ou igual a 30% e maior probabilidade de melhora na inflamacéo e

balonizacao (60).

Dessa forma, a predicdo de melhora por RM comparada a resposta
histolégica ainda € um ponto de discussdo. Um maior teor de gordura hepatica
na linha de base em pacientes sem fibrose recentemente demonstrou estar
associado a chances significativamente maiores de progressao da fibrose do que
aqueles pacientes com menor conteudo de gordura no figado. Esses dados
iniciais sugerem que o conteudo de gordura no figado pode ter significado
prognostico, especialmente no inicio da cascata de progresséo da fibrose, mas
precisa de mais confirmagdes. Os métodos de estimativa por RM estao
implementados com sucesso no cenario clinico como uma ferramenta para
quantificacdo de gordura. Eles sdo aprovados pela Food and Drug Administration
e estdo disponiveis comercialmente em varios fornecedores de ressonancia

magnética, incluindo GE Healthcare, Siemens e Philips, e agora estdo mais
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facilmente disponiveis em scanners mais novos (61).

2.5.2 Escores de Avaliagao de Fibrose em DHGNA

A DHGNA é frequentemente assintomatica por décadas antes de sua
transicdo para EHNA, que pode se manifestar clinicamente com sintomas
inespecificos de dor vaga no quadrante superior direito, fadiga e mal-estar. Um
exame fisico n&o oferece achados patognomoénicos claros, embora 5% a 18%
dos pacientes com DHGNA tenham evidéncia de hepatomegalia a palpagcao
abdominal. Embora a histéria natural da DHGNA envolva a progresséo da
esteatose para esteatohepatite, a progresséo da doenga provavelmente envolve
um processo continuo, com estagios intermediarios, sem uma linha clara e
distinta para a inflamacéo e a fibrose. Além disso, a progressédo da doenga pode
nao ser linear e apresentar uma histéria natural com estagios de progresséao e

regresséao (62).

Existem dois alvos para a aplicagdo de biomarcadores n&o invasivos na
DHGNA. O primeiro é a diferenciagao entre esteatohepatite e esteatose simples;
isso é importante, pois os progndsticos s&do diferentes. O segundo é a
identificacdo da fibrose, por ser este o determinante mais importante da
progressao/regressao, prognostico e decisbes de tratamento. Muitos
marcadores de inflamacdo e apoptose dos hepatdcitos, fibrose e estresse
oxidativo tém sido investigados para o diagnostico de inflamagéo e fibrose na
DHGNA. E improvavel que um unico biomarcador discrimine entre esteatose
simples e EHNA, pois a patogénese da EHNA & complexa e envolve multiplas
alteragdes biologicas. Assim, a maioria dos modelos atuais inclui varias variaveis
para adicionar robustez aos modelos de previsdo nao invasivos. A ferritina, uma
proteina intracelular presente em todas as células, aumenta em resposta a
infecgcbes e inflamagdes. Varios estudos tém mostrado a ferritina sérica como
preditor independente de fibrose hepatica avangada entre pacientes com
DHGNA (62).

Os marcadores nao invasivos da fibrose incluem combinagdo de exames

laboratoriais comuns na pratica clinica e indices que foram estudados em
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grandes coortes de pacientes com doenga hepatica conforme discutiremos a

seqguir.

Para avaliar a DHGNA podemos utilizar escores que, embora ndo tenham
sido desenhados para esta patologia, pois foram validados para hepatites virais,
os estudos tém demonstrado boa correlacdo para EHNA. Estes escores podem
avaliar 1) esteatose; 2) fibrose. Para avaliagdo de esteatose podemos utilizar as
concentragdes séricas de ALT (com pontos de corte utilizados para hepatite C
19 U/L para mulheres e 35 U/L para homens); BARD score (1 ponto: IMC acima
de 27 kg/m?, 2 pontos: AST/ALT acima de 0,8 1 ponto: diabetes); NashTest 2°®
(alfa2-macroglobulina, apolipoproteina A1, haptoglobina, bilirrubina total, GGT,
AST, GGT, colesterol total e triglicérides); OW-Liver ©® (algoritmo de regressao
logistica baseado em um painel de IMC e 20 marcadores); HAIR score (HAS,
ALT, IR index) (63).

Para avaliagcao de fibrose podem ser utilizados: concentracdes séricas de
AST; APRI (AST/plaquetas); Fibrotest (alfa2-macroglobulina, haptoglobina,
apolipoproteina A1, GGT, bilirrubinas); FIB-4 (idade, AST, ALT, plaquetas); 5)
NAFLD fibrosis (idade, IMC, DM, AST, ALT, plaquetas, albumina). Alguns destes

algoritmos tem custo e, quanto mais critérios utilizados, maior o custo (63).

Dentre os varios escores citados acima, O FIB-4 trata-se de um escore
simples e de baixo custo que incorpora a idade do paciente, concentragdes
séricas de AST, ALT e contagem de plaquetas para avaliar a fibrose na seguinte

equacio: Idade (anos) x AST (U/L)/Plaquetas em 10%(U/L)X \/ALT. O FIB-4

demonstrou ser melhor na predi¢ao de fibrose avangada quando comparado a
outros modelos de predi¢do. FIB-4 também é util na previsao de prognostico em
pacientes com DHGNA (63,64). A figura 3 sintetiza os 3 escores de avaliagdo de
fibrose mais facilmente aplicados na pratica clinica.
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FIB 4 Parametros NFS
Risco de Fibrose Avangada (F3-F4)

Idade Risco de Fibrose Avancada (F3-F4)

psT .
:
[ AT oo L

[ ] .

IMC

(sim=1, nd0=0)
+0.99xrelagdo AST/ALT

Albumina - 0.013xplaquetas (x109/1)

. . 1.675+0.037xidade (anos)
( Alto>2,67 G I Icemia +0.094xIMC (kg/m?2) + 1.13xhiperglicemia/DM

- 0.66xalbumina, g/dI)

BARD score
AST/ALT >0,8; IMC > 28; DM2
Alto > 2

Figura 3 — Escores de Avaliagdo de Fibrose. FIBROSIS 4 (FIB-4); AST —

aspartato aminotransferase; ALT- alanina aminotransferases; IMC indice de massa corporal;
DM2 diabetes mellitus tipo 2; NFS NAFLD Fibrosis Score. Fonte: autora.

Estudo realizado através de banco de dados de 541 adultos com DHGNA,
para comparar o FIB-4 com outros seis escores de avaliagao de fibrose, o FIB-4
foi superior quando avaliados as caracteristicas do teste nas curvas
caracteristicas operacionais do receptor (AUROC) do FIB4 e demais escores. A
sensibilidade e especificidade foram de 90%, 80% de valor preditivo positivo e
90% de valores preditivos negativos foram determinados juntamente com pontos
de corte para fibrose avangada. O escore mediano de FIB4 foi de 1,11 (IQR =
0,74 a 1,67). O AUROC para FIB4 foi 0,802 (IC 95%: 0,758, 0,847), que foi
superior ao do escore de fiborose DHGNA (0,768 IC: 0,720-0,816, p = 0,09),
Goteburg University Cirrhosis Index (0,743, Cl: 0,695- 0,791, p <0,01), AST: ALT
(0,742, 1C: 0,690-0,794, p <0,015), AST para indice de razéo plaquetaria (0,730,
IC: 0,681-0,779, p <0,001), AST para relagao plaquetaria (0,720, 0,669-0,770, p
<0,001), escore BARD (0,70, p <0,001) e escore discriminante para cirrose
(0,666, I1C: 0,614-0,718, p <0,001). Para uma especificidade fixa de 90% (FIB4
= 1,93), a sensibilidade de identificar fiborose avangada foi de apenas 50%
(IC95%: 46-55). Um FIB4 = 2,67 teve um valor preditivo positivo de 80% e um
indice FIB4 < 1,30 apresentou um valor preditivo negativo de 90% (64).
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Estudo brasileiro realizado em Curitiba, avaliando 67 pacientes
submetidos a bidpsia hepatica, associados a dados laboratoriais, avaliaram
outros trés modelos matematicos APRI, FORNS e NAFLD Score. A melhor
acuracia diagnostica foi obtida com o modelo FIB 4 (AUROC = 0,83). A
sensibilidade e a especificidade variaram entre 50,0% e 68,2% e 79,3% e 94,6%,
respectivamente. A melhor especificidade foi alcangada com o modelo FIB 4
(65).

No entanto, pouco se conhece sobre a sensibilidade de escores em
pacientes com DM2 uma vez que a resisténcia insulinica e outros mecanismos
fisiopatoldgicos relacionados ao DM2 podem interferir na acuracia dos testes.
Nesse sentido, Bril e cols avaliaram a performance de seis escores conhecidos
em 213 pacientes com diabetes tipo 2. Nessa coorte, a prevaléncia de DHGNA
foi de 76%. Este estudo comparou os testes para EHNA: 1) ALT; 2) citoqueratina
18 plasmatica; 3) BARD score (IMC, AST/ALT, diabetes); 4) NashTest 2® (alfa2-
macroglobulina, apolipoproteina A1, haptoglobina, bilirrubina total, GGT, AST,
GGT, colesterol total e triglicérides); 5) OW-Liver ® (algoritmo de regressdo
logistica baseado em um painel de IMC e 20 marcadores); 6) HAIR score (HAS,
ALT, IR index) e testes para avaliacdo de fibrose: 1) AST; 2)APRI
(AST/plaquetas); 3) Fibrotest  (alfa2-macroglobulina, haptoglobina,
apolipoproteina A1, GGT, bilirrubinas); 4) FIB-4 (idade, AST, ALT, plaquetas); 5)
NAFLD fibrosis (idade, IMC, DM, AST, ALT, plaquetas); 6) Propeptideo colageno
tipo 3 (Pro-C3). Os pacientes foram submetidos a bidpsia hepatica e comparados
os testes quanto a sensibilidade, especificidade, VPN, VPP e area sob a curva
ROC. Para EHNA, nenhum alcangou AUROC acima de 0,80. Para fibrose, AST
APRI e Pro-C3 obtiveram AUROC de 0,85, 0,86 e 0,90 respectivamente, e FIB-
4 obteve a melhor combinag&o de sensibilidade (80%) e especificidade (94%).
Para fibrose avangada (a partir de F2), AST < 26 UI/L excluiu 44% dos pacientes
e Pro-C3 < 10 ng/ml exclui 19%. Desses apenas 37% foram submetidos a
bidpsia e 44% apresentaram fibrose avangada. Os autores sugerem que a baixa
performance dos testes deve ser interpretada com cautela, uma vez que esta
coorte apresentou varios pacientes com fibrose em estagio inicial, diferente do
encontrado em clinicas de hepatologia (66).
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Outro estudo do mesmo grupo de autores avaliou os seguintes testes em
pacientes com DM2 e DHGNA avaliados por RMS e biopsia hepatica: 1)
Steatotest; 2) Acti-test; 3) Nash-test e 4) Fibrotest. A avaliagdo de 220 pacientes
com DM2 em uso de metformina, sulfonilureias e/ou insulina mostrou resultados
semelhantes ao do estudo anterior. Nenhum dos testes conseguiu obter AUROC
acima de 0,80. Para os pacientes com EHNA definida, o Nash-test classificou
corretamente apenas 30% dos pacientes (AUROC 0,69). Nao houve diferenca
para parédmetros como idade, sexo, etnia, obesidade e controle do diabetes (67).

No entanto, os testes citados acima tém custo elevado e por isso pouco
utilizados na pratica clinica. O escore BARD, considerado alterado se 2 ou mais,
sdo escores mais praticos e de menor custo e tém obtido boa correlagdo em
estudos comparando-o aos escores de fibrose. Estudo realizado em Dublin
avaliando 126 pacientes através do BARD e NAFLD fibrosis score mostrou
sensibilidade de 88,89% vs 96%, especificidade de 88,89% vs 83,87%, VPP
68,57% vs 70,59%, VPN 96,70 vs 98,11% e AUROC 0,865 vs 0,919,

respectivamente (68).

Estudo brasileiro realizado em Curitiba por Nassif e cols avaliou
retrospectivamente 597 pacientes submetidos a cirurgia bariatrica através de
bidpsia hepatica correlacionando com escore BARD. Os pacientes com escore
BARD igual ou superior a 2 eram comparados aos demais. Escore de 2 a 4
pontos esteve associada a fibrose severa com OR de 9,78 (IC 1,3-74,1) VPN
98,68%. Entre os 76 pacientes com escore BARD de 1 ponto apenas 1

apresentou fibrose moderada (69).

Ha uma lacuna na literatura sobre os pontos de corte para os escores em
EHNA, pois estes ndo foram elaborados para esta patologia. Assim a maioria
das performances dos testes ndo foi avaliada em obesidade, embora a
obesidade seja uma das principais comorbidades associadas. O estudo de Ooi
e cols avaliou a performance dos varios escores citados acima em 101 pacientes
avaliados por bidpsia antes de serem submetidos a cirurgia bariatrica. Neste
estudo, a melhor performance para avaliagéo de fibrose foi obtida com indice
FORN (AUROC 0,724 p 0,0001). Quando o ponto de corte de FORN foi reduzido
de 6,9 para 3,5 houve melhora da sensibilidade (78,2% para 82,6%) e do VPN
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(85,3% para 93,1%). Quando modificados os pontos de corte todos os escores
obtiveram VPN 85% (70).

Revisdo sistematica conduzida por Xiao e cols revelou que para fibrose
significativa (F2-F4), a analise de 30 estudos envolvendo 4619 pacientes, o
APRI, FIB4, Fibroscan e RM com elastografia obtiveram a melhora AUROC 0,76,
0,73, 0,82 e 0,92 respectivamente. Para avaliagao de fibrose avangada (F3-F4),
59 estudos com 12558 pacientes submetidos a biopsia hepatica, os escores e
exames de imagem obtiveram um sumario de especificidade acima de 85% e
APRI (ponto de corte 1,5) e FIB4 (ponto de corte 2,67) obtiveram sensibilidade
95%. Para deteccao de cirrose, o Fibroscan e a ERM tiveram a melhor AUROC
0,94 e 0,97 respectivamente (71).

Os escores discutidos acima sdo melhores para excluir pacientes com
fibrose avangada devido ao seu alto valor preditivo negativo, mas apresentam
baixos valores preditivos positivos, 0 que sugere que sejam importantes para
evitar biopsias desnecessarias. Os valores de corte do FIB4 menor que 1,30 e
maior que 2,67 ou 3,25 apresentam boa acuracia. No entanto, aproximadamente
30% dos pacientes vao apresentar valores indeterminados e fatores como
diabetes mellitus, obesidade e prevaléncia de fibrose podem influenciar a
performance diagnostica dos testes (72,73).

O PRO-C3, marcador de formacéo de colageno tipo lll, foi incorporado em
um algoritmo para a formagéo do escore ADAPT associado a idade, presenca
de diabetes e contagem de plaquetas com AUROC 0,86 (IC 0,79-0,81) em uma
coorte de 281 sujeitos submetidos a bidépsia hepatica (74), configurando o escore
de maior acuracia. Porém este marcador é de alto custo e pouco disponivel. Um
recente estudo, avaliou a performance de ADAPT e FIB4 em uma coorte de
pacientes com diferentes graus de obesidade para avaliar a se a sensibilidade,
especificidade, VPP, VPN e AUROC dos diferentes escores (APRI, BARD,
FIBC3, MACK3) modificariam com a presenga de obesidade ajustando o NFS
score por IMC (75).

Este estudo transversal comparou 378 sujeitos com IMC mediano de 40,3
kg/m? (36-44,7) com 859 sujeitos com IMC mediano de 28-29,8 kg/m? (amostra
da Suécia mediana 28 kg/m? e italiana 29,8 kg/m?). Quando ajustado por o NFS
o ponto de corte do NFS -1,455 reduziu a especificidade de 88% para 79%
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comparando os grupos com IMC abaixo de 25 e IMC acima de 40 kg/m? e para
o corte de 0,676 a especificidade reduziu de 98 para 68% (ambos p < 0,001). Os
escores ADAPT e FIB4 nao tiveram perda de especificidade ou outras métricas
por ndo usarem IMC como variavel (75).

Este estudo reiterou a importancia do escore FIB4, baixo custo e
facilmente aplicavel em individuos com DM2 e obesidade para avaliacido de
fibrose levando a recente publicagcédo para alerta para uso na pratica clinica (76).

2.5.3 Citoqueratina 18

A dosagem sérica do fragmento sérico de citoqueratina 18, que reflete a
apoptose de hepatdcitos, € outro biomarcador de EHNA, com acuracia geral
modesta. A citoqueratina 18 tem sido mais estudada por refletir a ativacdo das
vias apoptoticas dos hepatocitos, um gatilho para inicio de EHNA e progresséo
para fibrose. E possivel detectar no plasma os fragmentos de CK-18 clivados
pela caspase. Sua clivagem pela caspase 3 pode ser detectada quando exposta
a sitios especificos de ligacéo e esta dosagem pode ser feita pela ligagdo com o
anticorpo M30 que sinaliza autofagia e necrose e também pela ligagdo com o
anticorpo M65. Este ultimo pode detectar o fragmento de CK-18 nao-clivado,
podendo identificar estagios mais iniciais de fibrose, com maior AUROC que do
M30 (77).

Estudo conduzido por Sanyal e cols avaliou a mudanga no baseline da
dosagem sérica de CK-18, ALT, conteudo hepatico de gordura medido por RM
e escore EHL - Enhanced Liver Fibrosis (T1MP — inibidor tecidual
metaloproteinase matriz 1, acido hialurénico e P3NP — peptideo aminoterminal
procolageno 3) em pacientes com diabetes mellitus tipo 1 (182 pacientes) DM2
(339 pacientes) em uso de insulinas glargina e peglispro. Tanto a dosagem inicial
de CK-18 quanto o conteudo hepatico de gordura foram menores na avaliagéo
inicial dos pacientes com DM1 comparados aos pacientes com DM2. As
correlacdes séricas foram positivas para DM1 apenas de ALT e EHL. Para os
pacientes DM2 o conteudo hepatico de gordura e CK-18 correlacionaram
positivamente com ALT e EHL. Ndo houve diferenga entre os tipos de insulina
utilizados (77).
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A disponibilidade para a dosagem de CK-18 & baixa e o custo € alto.
Conforme citado anteriormente, os fragmentos de colageno (propeptideos de
colageno tipo lll, V e procolageno VI) tem sido estudados para deteccéo de
fibrose em pacientes com DM2 com bom desempenho diagndéstico (78).

2.6 AVALIACAO LABORATORIAL DA FUNCAO HEPATICA
2.6.1 Enzimas Hepaticas

Os pontos de corte para a fungao hepatica normal em DHGNA ainda nao
foram estabelecidos de forma definitiva. Estudos recentes mostram que, a
evolugdo de DHGNA para fibrose significativa € cerca de 45%, 24% para fibrose
avancgada e 9,4% para cirrose, significativamente menor comparada as hepatites
virais, hepatite B 56,6%, 33,5% e 18,4% e hepatite C 57%, 35% e 13%
respectivamente (79).

AST e ALT sao enzimas presentes nos hepatocitos e liberadas para a
circulagdo sanguinea quando ha lesédo celular (hepatite) ou morte. ALT é
considerada mais especifica para doenga hepatica devido a suas baixas
concentracdées em tecidos nao-hepaticos e elevagdes nao relacionadas ao
figado sdo muito incomuns. AST, por sua vez, € encontrada também no
esqueleto, musculo cardiaco e musculo liso e pode estar elevada em pacientes
com infarto do miocardio ou miosite. Embora a ALT seja um indicador mais
especifico de lesdo hepatica, AST € um indicador mais sensivel em condigdes
como doencga hepatica alcodlica e em alguns casos de hepatite autoimune (79).

Embora concentragdes séricas anormais de AST ou ALT sejam preditores
de funcdo hepatica alterada, o Estudo de Avaliagdo de Investigagcdo de Funcgéo
Hepatica Alterada (ALFIE Abnormal Liver Function Investigation Evaluation)
realizado em Tayside na Escocia revelou que o indice deteccédo foi
marcantemente baixo, com apenas 3,9% dos individuos com alteracdo nas
enzimas com posterior diagnostico de doenga hepatica significativa dentro do
periodo de cinco anos de investigagéo (80).

A elevacéo persistente das concentragdes séricas de ALT pode sugerir a
presenca de esteatose hepatica e/ou esteatohepatite, mas a doenca avangada

pode apresentar concentracdes séricas normais de aminotransferase, refletindo
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a baixa sensibilidade e especificidade do uso do biomarcador de ALT isolado no
diagndstico e estadiamento da doenca. Estudos sugeriram que concentragdes
séricas normais de ALT sao encontradas em 30% a 60% dos pacientes com
esteatose hepatica confirmada por bidpsia. Além disso, lesdes hepaticas de
baixo grau podem ser perdidas devido a faixas de referéncia de laboratorio
inapropriadamente altas para ALT, e cortes menores para definir concentragdes

séricas normais de ALT poderiam melhorar a sensibilidade (80).

As aminotransferases plasmaticas elevadas devem levar em
consideragdo a DHGNA. Embora n&o seja diagndstico, a ALT geralmente é
maior que a AST. Na maioria dos pacientes, um ALT =40 UI/L é geralmente um
indicador de esteatohepatite ativa, enquanto o aumento do AST (=26 Ul /L e
definitivamente se =40 Ul /L) € mais um indicador de fibrose avangada, embora
as aminotransferases plasmaticas tenham apenas uma correlacdo modesta com
a gravidade da esteatohepatite ou fibrose. Ressalta-se que o valor considerado
normal de ALT é <19 UI/L para mulheres e <30 Ul/L em homens, embora muitos
laboratdrios comerciais ainda relatam “aminotransferases plasmaticas anormais”
como > 40 Ul/L. Esse ponto de corte carece de sensibilidade para descartar com
seguranca DHGNA/EHNA (81).

A relacdo AST:ALT superior a 1 indica fibrose avangada ou cirrose, e esta
utilidade persiste mesmo quando, em adultos, ambos os valores estejam dentro
da referéncia. O Ilimite superior da normalidade de enzimas hepaticas
(principalmente ALT) pode ser muito elevado, o que provavelmente pode levar a
pacientes com DHGNA oculta sejam perdidos, por estar dentro da “faixa normal”.
Isto € bem demonstrado em pacientes com hepatite B crbnica quando os
guidelines recomendam tratamento para valores superiores a 30 U/L em homens
e 19 U/L em mulheres (79).

Esse valor de corte alto foi demonstrado em estudo de Portillo-Sanchez e
cols avaliando 102 pacientes com obesidade, DM2 e DHGNA e 56% dos
pacientes mesmo que a ALT fosse < 40 Ul/L. Como os pacientes com diabetes
apresentam um risco alto de progressdo da doencga, sugeriu-se que a
investigacdo de DHGNA deveria ser feita mesmo com aminotransferases
plasmaticas normais (82).
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Revisao sistematica e metanalise feita por Ma e cols incluindo 6 estudos
de coorte retrospectivos, 3 estudos de coorte prospectivos e 2 analises
transversais, em 6 estudos eram pacientes com EHNA incluindo 1023 individuos
com DHGNA e ALT normal. A proporcéo resumida de pacientes com EHNA com
ALT normal no total de pacientes com EHNA foi de 19% (1C95%: 13-27%). A
proporcdo resumida de pacientes com EHNA com valor normal de ALT na
América do Norte foi de 0,25 (IC 95%: 0,19-0,33), maior que na Asia 0,04 (IC
95%: 0,01-0,24, 12 = 85,0%) e na Europa 0,19 (95 % IC: 0,11-0,30, 12 = 81,0%)
(83).

A proporc¢ao resumida de pacientes com EHNA com valor normal de ALT
no grupo de diagnostico por RM foi de 0,30 (IC 95%: 0,2-0,37), maior que no
grupo de diagndstico histologico 0,17 (IC 95%: 0,12-0,25, 12 = 77,0 %). A
proporcao resumida de pacientes com EHNA com valor normal de ALT em mais
de 300 grupos de tamanho foi de 0,20 (IC 95%: 0,12-0,32, 12 = 91,0%), igual a
propor¢ao em menos de 300 grupos de tamanho 0,20 (IC 95%: 0,15-0,26, 12 =
0%). Os resultados mostraram que os pacientes com DHGNA com valor normal
de ALT possuem forte relagdo com DM2 (OR = 2,30, IC 95%: 1,38-3,82; P
<0,01), hipertensdo (OR = 2,03, IC 95%: 1,47-2,80; P <0,56) e sindrome
metabdlica (OR = 1,42, IC 95%: 1,00-2,00; P = 0,60) (83).

Além disso, a ALT normal foi associada ao sexo (masculino versus
feminino; OR = 0,73, IC 95%: 0,40-1,32; P <0,01), o que sugeriu que pacientes
com DHGNA do sexo feminino sdo mais propensas a ter o valor normal da ALT.
Com relagédo a histologia hepatica, os resultados indicaram que a ALT normal
estava relacionada ao grau de esteatose (1 vs 2-3; OR = 4,30, IC 95%: 2,35—
7,87; P =0,10) e inflamacgao lobular (0 —1 vs 2-3; OR = 3,35, IC 95%: 1,52-7,34;
P = 0,36) em pacientes com DHGNA (83).

A fosfatase alcalina (FA) € uma enzima principalmente produzida no
epitélio biliar hepatico, mas também encontrada em abundancia no osso, e em
menores quantidades nos intestinos, rins e células brancas sanguineas. Seus
valores se elevam patologicamente em doengas ou fraturas ésseas, doencgas
colestaticas do figado ou congestao hepatica secundaria a insuficiéncia cardiaca
direita. A diferenciagcdo da origem da elevagao dos valores séricos de fosfatase
alcalina pode ser feita pela dosagem da gamaglutamiltransferase (GGT). Esta
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enzima € encontrada abundantemente no figado, mas também em intestino,
préstata e pancreas, porém nao nos 0ssos. Dessa forma, uma elevagao isolada
da fosfatase alcalina, sugere doenca 6ssea (Paget ou metastase), deficiéncia de
vitamina D ou crianga em fase de estirdo de crescimento, sem indicar lesdo de

hepatacitos (79).

A gamaglutamiltransferase (GGT), por sua vez, tem como causas mais
comuns de elevagdo a obesidade, ingesta excessiva de alcool ou hepatite
medicamentosa. Embora a elevacido das concentracdes séricas de GGT tenha
pouca especificidade para doenga hepatica, em conjunto com AST e ALT, pode
ser um melhor preditor de morte hepatocelular. A adicdo de dosagem de GGT
ao painel de investigacao hepatico aumenta a chance de 15 a 30% de um adulto
encontrar doencga hepatica e, notadamente, sua elevagao tem sido associada a
aumento da mortalidade por todas as causas, com maior risco quanto maior a

elevagao (79).
2.6.2 Avaliagcao da Fungao Hepatica

Para a avaliagdo da funcdo hepatica, os marcadores estabelecidos
incluem as concentracbes séricas de bilirrubinas, albumina e tempo de
protrombina (TP), este ultimo envolve a sintese dos fatores de coagulacéo Il, V,
VII, IX e X. A fungdo hepatica de coagulagdo apenas sera alterada quando mais
de 70% do tecido hepatico for comprometido, resultando em coagulopatia. Neste
caso, o diagnostico diferencial consiste na pesquisa de deficiéncia de vitamina
K, que pode acontecer no contexto de ma-absorgdo ou de colestase cronica.
Quando se instala a fibrose no parénquima hepatico, a trombocitopenia aparece
com consequéncia de multiplos fatores relacionados a doenga hepatica cronica
avancada: reducdo da sintese de plaquetas, sequestro esplénico e aumento da
destruicdo. Adicionalmente, ha supressao da medula 6ssea marrom, reduc¢ao da
sintese de trombopoetina e destruigado das plaquetas por fibrindlise, translocacao
bacteriana e tensao de cisalhamento (79).

Embora estudos clinicos prospectivos recentes sugiram que pacientes
diagnosticados com DHGNA tém um risco aumentado de desenvolver
trombocitopenia, uma correlagdo real parece ser reproduzivel apenas nos
estagios fibroticos avangados da doenga, sendo um ponto ainda bastante
controverso. Os pacientes diagnosticados com DHGNA/EHNA geralmente
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apresentam aumento do volume médio de plaquetas, um indicador de ativacao
plaquetaria, que demonstrou correlagéo direta com a gravidade da inflamagao e
o grau de fibrose, enquanto os pacientes com alcoolismo a doenga hepatica
relacionada parece exibir ativacdo reduzida de plaquetas e capacidade de
agregacao. No entanto, em outro estudo, os pacientes com cirrose hepatica
relacionada ao alcool apresentaram uma diminuigdo na contagem de plaquetas,
mas um volume meédio plaquetario significativamente aumentado em
comparagao com pacientes controle ou pacientes com doenca hepatica
gordurosa relacionada ao alcool (84).

O estudo BALLETS (Birmingham and Lambeth Liver Evaluation Testing
Strategies Study), uma coorte prospectiva de 1290 pacientes no Reino Unido,
seguidos por dois anos, com alteragdo de funcdo hepatica, avaliados
adicionalmente por US de abdome revelou que menos de 5% da coorte
apresentava doenga hepatica especifica. Dessa forma, o estudo recomenda que
a avaliagao hepatica inicial seja realizada a avaliagdo das concentragdes séricas
de ALT, AST, GGT, albumina, bilirrubinas em conjunto com a contagem de
células de sanguineas se nao tiver sido realizada nos ultimos 12 meses (85).

2.6.3 Ferritina

A ferritina € um invélucro intracelular de proteinas que contém cerca de
4000 atomos de ferro. Ha cerca de 3 a 4 g de ferro em um adulto humano e a
maioria € incorporada ao heme que forma a hemoglobina, que transporta
oxigénio nos globulos vermelhos. Um intervalo de referéncia é definido como um
conjunto de valores de intervalo nos quais 95% da populagdo-alvo se enquadra.
Convencionalmente, o intervalo de referéncia para ferritina sérica (FS) é
considerado de 30 a 300 ug/L para homens e mulheres na pés-menopausa e 15
a 200 pg/L para mulheres na pré-menopausa (86).

A ferritina € uma proteina intracelular de distribuicdo ubiqua que se liga
ao ferro e o libera de maneira controlada, e seus niveis séricos aumentam em
resposta a inflamacédo. Os niveis de ferritina sérica demonstraram ser um
preditor independente de fibrose hepatica avancada entre individuos com
DHGNA (86).
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A hepcidina, um peptideo cujo gene esta localizado no cromossomo 19, é
sintetizada e secretada por varias células, sendo os hepatécitos seu principal
sitio de produgcdo. A hepcidina exerce sua fungdo através da sua ligagdo a
ferroportina, uma proteina presente na membrana celular de macrofagos,
enterdcitos, hepatdcitos e sinciciotrofoblastos placentarios, impedindo a saida de
ferro das células. Apds a formagao do complexo hepcidina-ferroportina, este é
internalizado e posteriormente degradado nos lisossomas. Vale ressaltar que a
ferroportina € o unico poro por onde ocorre a saida de ferro das células. Embora
a ferroportina seja um transportador de outros metais como manganés, zinco e

cobalto, sua maior afinidade & com o ferro (87).

O excesso de ferro € uma causa potente de lesao celular causada pelo
estresse oxidativo devido a geragdo de espécies reativas de oxigénio pela
reacdo de Fenton. Em condi¢cdes usuais, a protecéo intracelular do estresse
oxidativo induzido pelo ferro é facilitada pelo sequestro de ferro na ferritina. A
homeostase total do ferro corporal é alcangada predominantemente pela
regulacédo da liberacdo de ferro dos enterécitos e macrofagos duodenais pelo
horménio hepcidina (88). Embora a ferritina sérica acima de 1,5 vezes o limite
superior da normalidade estar comprovadamente associada a maior
probabilidade de diagnéstico de EHNA, maior grau de esteatose, inflamacgao
lobular e baldo hepatocelular, estudos adicionais de longo prazo s&o necessarios
para avaliar a relagc&o entre os niveis séricos de ferritina e as complicagdes da
doenca hepatica, como carcinoma hepatocelular e mortalidade relacionada ao
figado (89).

Em resposta a varios estimulos, como depdsitos excessivos de ferro e
sinais inflamatorios (IL-6), a hepcidina é superexpressa e determina uma
reducdo na absorcao intestinal de ferro e um aumento na retencao de ferro de
macrofagos e hepatécitos. Além disso, a necrose dos hepatocitos, com
subsequente eritrofagocitose por macrofagos, e o estado inflamatorio sistémico
induzido pela obesidade e pela propria DHGNA, podem predispor os individuos
a niveis aumentados de hepcidina (90). O progredir da lesdo hepatica crbnica
para fibrose e cirrose envolve além da ferritina, citocinas, adipocinas, fatores de
crescimento e os efeitos inflamatdrios e fibrogénicos de cada um diverge em

diferentes tipos de células durante a fibrogénese hepatica (91).
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Estudo italiano avaliou 404 pacientes com DHGNA por histologia. Houve
forte correlagdo positiva entre a ferritina e a esteatose hepatica, medida por RM
ou determinada histologicamente (r 0,57 p < 0,0001 e r 0,5 p 0,0002,
respectivamente), com tendéncias semelhantes para hepcidina (r 0,42, p 0,0024;
r 0,4, p =0,0034) (92).

Coorte longitudinal de seguimento de 222 pacientes com EHNA definida
por histologia na Suécia mostrou que os pacientes com ferritina alta (acima de
150 mcg/L para mulheres e 350 mcg/L para homens) eram mais velhos do que
pacientes com niveis normais no momento da bidpsia (mediana 56 vs. 47 anos,
p <0,001) e tinham maior prevaléncia de DM2, hipertensdo, ALT, AST e
concentragdes seéricas de glicose mais altos bem como pontuagdes mais altas
nos parametros histologicos, com maior NAS composto e maior estagio de
fibrose em comparagdo com pacientes com SF normal. No total, houve 51 ébitos
durante o seguimento, 22 no grupo com ferritina alta e 29 no grupo com ferritina
normal (25% vs. 22%, p 0,60). O risco foi semelhante entre os dois grupos
durante os primeiros 15 anos apos a bidpsia hepatica. Apds 15 anos apods a
bidpsia, o grupo com ferritina mais elevada mostrou um aumento significativo e
gradualmente mais acentuado da mortalidade. Trinta anos apos a bidpsia, o risco
foi superior a 0,10 obitos por pessoa-ano no grupo com ferritina alta e < 0,03
Obitos por pessoa-ano no grupo com ferritina baixa. A taxa de risco aumentou
9% mais rapidamente a cada ano no grupo com ferritina alta (HR = 1,09, IC 95%
1,01-1,18, p <0,05) (93).

Revisdo sistematica realizada por Du, evidenciou que ferritina sérica
elevada foi observada em pacientes com DHGNA em relagdo ao grupo controle
(diferenga média padronizada 1,01; 1C95% 0,89-1,13), pacientes EHNA contra
grupo controle (diferengca média padronizada 1,21; 1C95% 1,00-1,42), pacientes
DHGNA contra grupo controle (diferengca média padronizada 0,51; IC 95% 0,24-
0,79) e pacientes EHNA contra pacientes DHGNA (diferenga média padronizada
0,63; IC 95% 0,52, 0,75). Esses resultados permaneceram inalterados apds a
eliminacao de estudos focados em populagdes pediatricas ou adolescentes (94).

Estudo coreano avaliou dados de 25.597 sujeitos recrutados pela
Pesquisa Nacional de Saude e Nutricdo da Coréia 2007-2012. O escore de
gordura hepatica do NAFLD (NLFS) foi usado para definir o NAFLD: -2,89 + 1:18
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(SM sim= 1 n&o=0) + 0,45 X DM2 (sim =2 ndo=0) + 0,15 x insulina sérica em
jejum + 0,04 x AST — 0,94 x AST/ALT. A ALT foi definida como elevada para 40
Ul / L para o sexo masculino e 31 Ul/L para o sexo feminino. Entre os 25.597
avaliados, 9615 foram diagnosticados com DGHNA, idade média de 43,6 anos,
8,3% com DM2, 23,4% com SM. A ferritina sérica média para toda a amostra foi
116,2 ng/mL e estratificada em quartis Q1 < 62,38 ng/mL, Q2 62,38-96,97 ng/mL,
Q3 96,98-147,13 ng/ml e Q4 147,12-066,14 ng/mL. Apds o ajuste para varias
covariaveis, os ORS (IC95%) dos niveis elevados de ALT foram 1,56 (1C95%
1,17-2,07) 1,84 (IC95% 1,39-2,45) e 4,08 (IC95%: 3,08- 5.40) para o segundo,
terceiro e quarto quartis de ferritina sérica no sexo masculino (p para tendéncia
< 0,01), 1,67 (IC 95% 1,24-2,23), 2,23 (IC 95% 1,68-2,96) e 5,72 (IC 95% 4,32—
7,60) para o segundo, terceiro e quarto quartis de ferritina sérica em mulheres (p
para tendéncia < 0,01). As concentragdes séricas de ferritina também foram
significativamente associados a DHGNA e fibrose hepatica, tanto em homens

quanto em mulheres (95).
2.6.4 Outros Potenciais Biomarcadores: Vasopressina

Ha varios outros potenciais marcadores bioquimicos para DHGNA, como
a dosagem de copeptina. Esta € um marcador substituto estavel da vasopressina
(VP), que é liberada em resposta a osmolalidade plasmatica elevada ou a
pressao arterial baixa. Concentracdes elevadas de copeptina plasmatica estao
associados a maior risco de disturbios relacionados a resisténcia a insulina,
como DM2, SM e doenca cardiovascular, e a reducdo experimental de VP
circulante diminuiu significativamente o conteudo de gordura hepatica em ratos
com obesidade, independentemente da adiposidade corporal. Estudo realizado
na Universidade Sapienza de Roma, Italia avaliou pacientes com obesidade
candidatos a cirurgia bariatrica, com biopsias hepaticas intraoperatérias para o
diagnostico de DHGNA /EHNA. Para grupo controle, foram dosadas
concentracdes séricas de copeptina circulante em 60 individuos sem obesidade

comparaveis a idade e sexo sem DHGNA ao US (96).

Na amostra estudada, 53% dos pacientes com obesidade apresentaram
DHGNA confirmada por biopsia, e estes significativamente tinham
concentracdes mais elevadas de copeptina do que individuos com obesidade
sem DHGNA e individuos sem obesidade (ob /DHGNA + 9,5 + 4,9; ob / DHGNA
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- 6,4 £ 2,6; e ndo ob / DHGNA- 74 + 5,1 pmol/L; p 0,004 e p = 0,01,
respectivamente). A concentragdo de copeptina plasmatica correlacionou-se
positivamente com esteatose macro e microvesicular hepatica (r 0,36, p 0,026; r
0,31 p 0,05), inflamacgao lobular (r 0,37 p 0,024). Maiores concentragdes séricas
de copeptina circulante obteve para predicdo de EHGNA, OR 1,73 (1IC95% =
1,02-2,93) apds ajuste multivariado para idade, sexo, fungéo renal e presenca
de componentes do DM2 e da SM (96).

2.7 TRATAMENTO DA DHGNA: RECOMENDAGAO ATUAL

O tratamento padrdo recomendado atualmente para pacientes com
DHGNA é a mudanca de estilo de vida com redugao do peso corporal e atividade
fisica uma vez que ndo ha nenhuma medicagéo registrada para o tratamento de
DHGNA/EHNA. Intervencgbes dietéticas e de exercicios permanecem como
primeira linha de terapia, visando principalmente o controle do peso corporal e
de fatores de risco cardiometabalico relacionados a SM. Nos estagios iniciais da
DHGNA, uma dieta saudavel e perda de peso de pelo menos 7% podem ser
suficientes. Em estagios mais avangados ou variantes genéticas de alto risco ou
presenca de DM2, pode ser necessario, além de intervengao no estilo de vida,
associar tratamento farmacolégico, embora ainda n&o exista nenhum

medicamento registrado para o tratamento da DHGNA (97).

A maioria dos ensaios clinicos que examinam o tratamento no estilo de
vida na DHGNA sao relativamente curtos (3 a 12 meses), aumentando a
preocupagdo com a eficacia a longo prazo dessa abordagem, dada a
recuperacdo do peso, que geralmente ocorre apds a interrupcdo de uma
intervencdo. No entanto, efeitos persistentes foram observados em pacientes
com DHGNA por até 5 anos ap6s 6 a 12 meses de intervengao no estilo de vida,
com menor ganho de peso e maior probabilidade de normalizagdo da alanina
aminotransferase e melhora sustentada do conteudo de gordura hepatica do que
aqueles que ndo sofreram terapia de estilo de vida. E notavel que dietas
hipocaldricas de maior duragao (3 a 6 meses), resultando em perda de peso,
levem a redugbes equivalentes no conteudo de triglicerideos hepaticos,
independentemente de serem baixos carboidratos (10 a 30%) ou baixo teor de
gordura (20%). Entre os consumidores habituais de bebidas que contém agucar,
reduzir a ingestdo de 10% para <1% das calorias diarias pode ser um
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componente importante do tratamento nutricional, pois reduz o conteudo de

triglicerideos hepaticos independentemente da perda de peso (98).

A dieta e fatores ambientais sdo fatores fundamentais para manter uma
homeostase energética normal. Como consequéncia ao excesso de calorias,
uma expansao regular da massa gorda é critica, mas nem sempre é prejudicial.
Além do armazenamento de triglicerideos no tecido adiposo visceral e
subcutaneo, existe uma deposi¢cao semelhante de outros compostos lipofilicos,
ou seja, composto desregulador enddcrino (CDR), também chamados
contaminantes ambientais, que desempenham um papel principal na etiologia
da obesidade e em seus aspectos metabdlicos relacionados. Essa
bioacumulacéo pode ter impacto na func¢do do tecido adiposo, mas neste caso o
tecido adiposo funciona como um reservatoério para os CDR, salvando outros
orgaos dos danos causados por esses compostos. Alguns fatores ambientais
podem contribuir para o desenvolvimento do armazenamento de gordura
ectdpica. As mudancgas climaticas e a nutricdo adaptativa s&o fatores centrais
devido a capacidade substancial do tecido adiposo de impactar o gasto de
energia e a termogénese e as diminui¢gées relacionadas na exposi¢céo ao frio

sazonal (99).

A diminuicdo da termogénese induzida pela dieta devido a uma dieta rica em
gorduras e agucar altamente palatavel e atividade fisica modesta proporcionam
a preponderancia da obesidade e da SM. O fator mais importante que deve ser
estudado em relagdo a causa da obesidade n&o é o gasto energético, mas a
modificagdo gradual do balango energético e o poder de regular os estoques de
energia corporal. Agora, considerando que um rapido aumento da obesidade
surgiu durante esse periodo de rapidas mudangas ambientais e culturais, é
necessaria uma profunda reflexdo sobre os efeitos comportamentais e
ambientais na regulacdo do balango energético para tentar elucidar a
patogénese da DHGNA (99).

A dieta Atkins € uma das dietas com baixo teor de CHO mais populares e nao
requer controle de calorias ou porgdes. Consiste em 4 fases: (i) “indu¢gdo” em
que a ingestdo diaria de CHO é limitada a 20 g ou 10% de calorias; (ii)
“‘balanceamento” onde alguns carboidratos ricos em nutrientes, como nozes e

sementes, sao introduzidos sem alterar a por¢do de CHO; (iii) fase de “pré-



65

manutengao”, onde sao introduzidas algumas frutas com baixo teor de agucar,
vegetais ricos em amido e graos integrais; (iv) fase de “manutencgao vitalicia”, em
que a CHO varia de 40 a 120 g/dia. As proteinas animais contém alto nivel de
metionina, homocisteina e cisteina, cujo metabolismo produz sulfato
(transsulfuragado), fracdo importante da carga acida diaria. O figado é o local
onde ocorre o metabolismo desses aminoacidos. A desregulagédo dessa via leva
ao acumulo desses aminoacidos especialmente a homocisteina, no figado e no
plasma, que provaram ser um fator de risco para DHGNA, doenca
cerebrovascular e fratura. A ingestdo de dieta rica em proteinas derivada
principalmente de produtos lacteos, com alta carga de acido glutamico e prolina,
tem sido associada a alto risco de desenvolver diabetes. Também foi
demonstrado que a alta ingestdo de BCAAs em combinagdo com dieta
hiperlipidica levou ao acumulo de succinil e propionil-CoA, o que pode interferir
na glicdlise, ciclo do acido tricarboxilico (ATC) e sensibilidade a insulina através
do estresse mitocondrial. As pessoas que aderem a dietas ricas em proteinas
tendem a recuperar o peso assim que o fornecimento dos alimentos é
interrompido, embora tenham melhorado a saude geral e diminuido as
circunferéncias da cintura. Evidéncias recentes demonstraram que a sobrecarga
de aminoacidos pode levar a inibicdo da sinalizagédo da insulina e/ou resisténcia
a insulina através da ativacdo do mTOR. Os efeitos da dieta rica em proteinas
em pacientes com DHGNA continuam controversos. Ha necessidade de ensaios
clinicos randomizados mais focados, nos quais o impacto da contribuicdo de um

unico conjunto de aminoacidos na saude deve ser investigado (100).

Estudos avaliando a dieta mediterranea, comparada a dieta com baixo teor
de gordura ou baixo teor de carboidratos ainda ndo demonstraram qual
estratégia nutricional seria a mais adequada para reverter a resisténcia a insulina
e reduzir a esteatose hepatica. Os mecanismos moleculares envolvidos no
processo da doencga e a interagdo com a dieta também n&o estdo esclarecidos.
A dieta mediterrénea é caracterizada por uma ingestédo reduzida de carboidratos,
especialmente agucares e carboidratos refinados (40% das calorias vs. 50-60%
em uma dieta tipica de baixa gordura) e aumento da ingestdo de acidos graxos
monoinsaturados e 6mega-3 (40% das calorias como gordura vs. até 30% em

uma dieta tipica com pouca gordura) e atualmente é a estratégia nutricional mais
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recomendada (101). O Consenso Espanhol para DHGNA recomenda a dieta
mediterrAnea com baixas calorias e 200 minutos/ semana de exercicios

aerobicos para o tratamento (102).

Diferentes formas de exercicio (exercicio aerobico, exercicios resistidos ou
intermitentes de alta intensidade) parecem ter efeitos semelhantes na gordura
hepatica. Exercicios aerdbicos mais vigorosos nao trazem beneficios adicionais
para a gordura hepatica em comparagao com exercicios aerobicos de moderada
intensidade. Embora o exercicio tenha um efeito significativo e clinicamente
significativo no lipidio hepatico (reducao relativa de 20 a 30%), seus efeitos s&o
modestos em comparacado a reducado de peso, que pode produzir 80% de
reducdo na gordura hepatica. Isso é importante, pois clinicamente, apoiar as
pessoas a controlar seu peso através de abordagens dietéticas produzira
maiores alteragdes na gordura hepatica do que apenas o exercicio (103).

Nesse sentido, a mudancga de estilo de vida foi avaliada pelo estudo Look
AHEAD (Acédo para a Saude no Diabetes) multicéntrico, randomizado e
controlado, desenhado para determinar se a perda de peso intencional reduz a
morbidade e a mortalidade cardiovascular em individuos com sobrepeso e DM2.
Um total de 5.145 participantes, com uma média de idade de 60 anos e IMC
médio de 36 kg/m?, foram aleatoriamente designados para uma intervengdo no
estilo de vida intensiva ou para melhorar a condicdo de cuidados habituais
(apenas educacédo em diabetes). Os dois principais objetivos de intervencao
foram induzir uma perda média = 7% do peso inicial e aumentar a atividade fisica
(moderadamente intensa) dos participantes para = 175 minutos por semana
(104).

Um brago do estudo Look Ahead estudou a esteatose em 96 participantes
com RM para quantificar a esteatose hepatica em um seguimento de 12 meses.
Esteatose com fragdo hepatica de gordura acima de 5,5% foi definida como
DHGNA. Os participantes eram 49% mulheres e 68% brancos. A idade média foi
de 61 anos, IMC médio de 35 kg/m?, FHG média de 8%, AST e ALT foram 20,5
e 24,2 U/L, respectivamente. Apos 12 meses, os participantes designados para
o grupo de intervengao intensiva (n = 46) perderam mais peso (-8,5 vs -0,05%;
p < 0,01), tiveram um maior declinio na esteatose (-50,8 vs. 22,8%; p < 0,04) e
em HbA1c (-0,7 vs. -0,2%; p < 0,04). Nao houve mudangas significativas de 12
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meses nos niveis de AST ou ALT. Aos 12 meses, 26% dos participantes com
apenas educagao em diabetes e 3% (1 de 31) dos participantes de em
intervencao intensiva sem DHGNA no inicio do estudo desenvolveram DHGNA
(p <0,05) (105).

A maioria dos tratamentos medicamentosos utilizados baseiam-se em
reduzir a resisténcia insulinica. Em pacientes com DM2 prévio, a DHGNA esta
associada a hiperinsulinemia mais acentuada e maior resisténcia insulinica no
tecido adiposo e hepatico independente do IMC, sexo e gordura corporal total. A
intensidade da resisténcia insulinica esta associada a maior progressao para
EHNA, fibrose e mortalidade por todas as causas. O aumento do influxo de
acidos graxos livres em DHGNA desenvolve preferéncia pelo figado ao tecido
adiposo e esta associado a maior expressao de proteinas hepaticas envolvidas
na captagao de 67polipoproteina67, como proteinas de translocag&o de acidos
graxos e translocase AG/CD36 (106).

A pioglitazona era o unico o medicamento recomendado pela AASLD para
pacientes com diabetes e a vitamina E pode ser considerada para aqueles sem
diabetes, com comprovagao histolégica de EHNA (8). A justificativa para esta
recomendacgao encontra-se no estudo PIVENS, conduzido em 247 individuos
sem DM2, com esteatohepatite n&o-alcodlica divididos em trés grupos
(pioglitazona, vitamina E ou placebo). Houve redug&o da concentragéo sérica de
alanina e aspartato aminotransferase com vitamina E e pioglitazona, melhora
histolégica, em comparagdo com placebo, porém no grupo em uso de
pioglitazona houve ganho de peso (107). O guideline atualizado pela American
Association of Clinical Endocrinology Clinical Practice em maio de 2022 em
consenso com a AASLD, recomenda além da pioglitazona os analogos de GLP1
(especificamente Liraglutida dose 3 mg/semana e Semaglutida 2,4 mg/semana)
para pessoas com DM2 e EHNA comprovada por bidpsia. Recomendam ainda
considerar o tratamento de DM2 com pioglitazona e/ou AGLP-1 quando houver
uma probabilidade elevada de ter EHNA de acordo com transaminases e testes
nao invasivos. Com relagdo a beneficio cardiometabdlico, os inibidores de
SGLT2 podem também ser considerados, embora ainda ndo haja evidéncia para
o tratamento da EHNA com inibidores de SGLT2 (108).
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Existem estudos com varios agentes farmacolégicos com agdes em
diferentes vias como: 1) redugdo do acumulo hepatico de gordura (pioglitazona,
elafibranor, saroglitazar); 2) ativacdo do receptor biliar farnesdide X (acido
obeticolico); 3) inibidor da lipogénese de novo (aramchol); 4) incretinas
(liraglutida); 5) anti-obesidade (orlistate) e inibicdo da sinalizagdo pelo TNF-alfa
(pentoxifilina). Entretanto, seus efeitos sao limitados e ndo ha recomendacao
para uso apenas para DHGNA/EHNA (5-8).

A relacdo entre resisténcia insulinica e acidos biliares descrita
anteriormente e a diferengca da composicao dos acidos biliares entre as diversas
doengas que acometem o figado e as vias biliares vem sendo demonstrado em
estudos que avaliam o metabolismo dos acidos biliares. Nesse sentido, o
receptor farnesdide X (FXR), um regulador chave nuclear que controla varios
processos do metabolismo hepatico, tem sido alvo importante para terapia. A
DHGNA tem provado estar associada a uma atividade anormal de FXR (109).

O acido obeticolico (OCA) € um agonista seletivo de FXR de primeira
classe com propriedades anticolestaticas e hepatoprotetoras (110). O estudo
FLINT (Farnesoid X nuclear receptor ligand obethicolic acid for non-cirrhotic,
non-alcoholic steatohepatitis) avaliou em ensaio clinico randomizado, controlado
por placebo, pacientes sem DM2 por 72 semanas. O desfecho primario (melhora
de 2 pontos no NAS sem piora da fibrose) foi visto em 50/110 (45%) do grupo
tratado vs. 23/109 (21%) do grupo placebo ( p < 0,0002). O OCA melhorou
também a esteatose hepatica, inflamacao, balonizacdo de hepatdcitos e fibrose
(111). O prurido € frequentemente observado durante o tratamento e, em geral
o motivo principal para descontinuagao do tratamento. Entretanto, o OCA ainda

esta registrado apenas para o tratamento da colangite biliar primaria (112).
Elafibranor € um agonista do PPAR-a e PPAR-5 com efeitos em redugé&o
da sensibilidade a insulina, a homeostase da glicose e metabolismo lipidico,
reducdo a inflamacédo e a eficacia demonstrada em modelos de doenca de
DHGNA/EHNA e fibrose hepatica (113). Um ensaio clinico conduzido por Ratziu
e cols avaliou pacientes com DHGNA/EHNA sem cirrose recebendo Elafibranor

80 mg (n = 93), Elafibranor 120 mg (n = 91) ou placebo (n = 92) por 52 semanas.
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Na analise do tratamento, ndo houve diferenga significativa entre os grupos
Elafibranor e placebo no desfecho primario definido pelo protocolo (reverséo da
EHNA sem agravamento da fibrose). No entanto, a EHNA foi resolvida sem piora
da fibrose em uma proporgdo maior de pacientes no grupo de 120 mg de
Elafibranor versus o grupo de placebo (19 vs 12%; OR 2,31; IC 95% 1,02-5,24;
p 0,04), com base em analise p6s-ROC. Elafibranor produziu um aumento leve

e reversivel da creatinina sérica (114).

A pentoxifilina (PTX) € um derivado da metilxantina que tem um efeito
inibitério na fosfodiesterase e no TNFa e, portanto, pode modular as fungdes de
outras citocinas inflamatorias. Embora tenha sido usado anteriormente em um
subconjunto de pacientes com hepatite alcodlica, seu uso nesses pacientes esta

atualmente em avaliagéo (1195).

Embora existam um grande numero de medicamentos contra a EHNA
sendo testados para eficacia e seguranga, nenhuma intervengao farmacologica
esta aprovada para o tratamento da EHNA. Informacdes recuperadas de fontes
de dados de dominio publico e clinica ClinicalTrials.gov (atualizada em
dezembro de 2018), um recurso fornecido pela Biblioteca Nacional de Medicina
dos EUA, indicam que aproximadamente 47 diferentes medicamentos que tém
como alvo a DHGNA, EHNA associada a fibrose estdo sendo testadas em
diferentes estagios farmacoldgicos, incluindo 188 medicamentos na fase 1 e 162
em estudos de fase 2. Uma solucao potencial para esse atraso esperado seria o
reaproveitamento ou reposicionamento de drogas, que se baseia na
identificacdo e desenvolvimento de novos usos para os medicamentos

existentes (116).

A seguir discutiremos os principais mecanismos de agao dos tratamentos

medicamentosos recomendados até o momento.
2.7.1 Pioglitazona

O mecanismo de agdo da pioglitazona consiste em redug&o da resisténcia
periférica a insulina nos tecidos, ativando o receptor ativador proliferador de
peroxissomo gama (PPAR-gama), controle principal da homeostase energética.

Sua ativagao leva a transcrigado de genes que sensibilizam a agéo da insulina em



70

tecidos periféricos, principalmente em musculo esquelético e tecido adiposo, e
em menor grau no figado, por meio da expressao do transportador de glicose
tipo 4 (GLUT4), adiponectina, resistina, fator de necrose tumoral, entre outros. O
receptor PPAR quando inativado, tanto in vitro como in vivo, resulta em
resisténcia a insulina. Alguns efeitos protetores vasculares também podem ser
alcangados, uma vez que as glitazonas ativam a cascata AMPK/eNOS,

reduzindo assim o estresse oxidativo (117).

Os mecanismos moleculares sobre a esteatose hepatica (EH) ainda estao
sendo elucidados, um recente estudo comparou 13 camundongos com
esteatose induzida por dieta hiperlipidica (8 recebendo pioglitazona e 5 sem
pioglitazona) e 5 camundongos com dieta rica em carboidratos. Os resultados
mostraram que a EH induzida por dieta hiperlipidica foi significativamente
reduzida com pioglitazona pelos seguintes desfechos: redugdo do acumulo de
gordura hepatica (517,3 vs 235,6 mg/g p 0,005), reducédo da ALT (18,12 UI/L vs
9,78 UI/L p 0,06) e redugao da insulina (2,67 vs 0,66 p 0,024). Houve também
aumento da expressao hepatica de proteinas relacionadas a lipdlise citosélica,
beta-oxidac&o e autofagia (118).

Entretanto, alguns efeitos colaterais dependentes da ativagéo do receptor, ou
talvez intrinsecos a medicagdo, como retencdo de fluidos, ganho de peso,
insuficiéncia cardiaca congestiva, hepatotoxicidade e fratura Ossea, sao
observados. Com relagao as fraturas, pode ser explicado por expressdo da
PPAR no estroma da célula éssea, que altera o turnover e diferenciacdo de
osteoclastos, com menor diferenciagcdo em osteoblastos, implicando em
alteragado mesenquimal e diminuigdo da formagéo dssea. Além do efeito adverso
0sseo, a pioglitazona tem sido suspeita de estar associada ao cancer de bexiga,
embora esses efeitos ndo tenham sido comprovados em estudos de seguimento
(119,120,121).

A pioglitazona melhora a aterogénese e os eventos cardiovasculares em
pacientes com DM2 e grandes estudos divergem quanto a mortalidade em
comparagao com outros medicamentos para diabetes. Nao houve reducido na
mortalidade cardiovascular com pioglitazona em comparagao com sulfonilureias

em pacientes com DM2 em um grande ensaio clinico realizado na Italia. O ganho
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de peso (menos de 2 kg em média), insuficiéncia cardiaca, cancer de bexiga e
fraturas também n&o foram significativamente diferentes entre os grupos de
tratamento. Para uma populacdo com alto risco cardiovascular, os beneficios
metabodlicos da pioglitazona sdo frequentemente negligenciados devido ao
receio de ganho de peso a longo prazo (3 a 5% dos pacientes), edema nas
extremidades inferiores (cerca de 5% dos pacientes) e o citado potencial perda

ossea (122).

O anteriormente citado ensaio clinico randomizado PIVENS com trés bragos
de tratamento (pioglitazona 30 mg, vitamina E 800 Ul e placebo) foi estudo
responsavel pela indicagdo do uso de pioglitazona em EHNA em pacientes com
diabetes mellitus tipo 2 devido aos resultados de melhora de transaminases e

histolégica, com resolu¢do da EHNA em 36% (107).

Um recente ensaio clinico randomizado foi conduzido por Bril e cols,
multicéntrico, controlado por placebo reavaliou esses efeitos em uma populagao
de veteranos nos EUA, com diagnostico prévio de DM2. Os grupos foram
divididos: vitamina E (400 Ul duas vezes ao dia), pioglitazona + vitamina
E (30 ou 45 mg) e placebo. Entre o grupo de 105 pacientes (apenas 12 mulheres)
houve melhora histolégica significativa apenas com pioglitazona (54% vs 19% p
0,003), nao-significativa com vitamina E (31% vs 19% placebo p 0,26). Com
relacdo aos parametros metabdlicos, houve ganho de peso no grupo
pioglitazona e vitamina E, média de ganho de 5,7 kg em 18 meses (p <0,001),
significante apos o quarto més de tratamento, atingindo um platé aos 14 meses
de seguimento. A resolugdo da EHNA foi alcangada em 42%, similar aos 36%
do estudo PIVENS. Neste estudo ndo foi avaliado se a combinagao oferece

maior beneficio ao uso isolado de pioglitazona (123).

S&o0 aguardados novos estudos comparando pioglitazona com outros
medicamentos novos como o estudo de Ozaki e cols no Jap&o que ira comparar
pacientes com DGHNA definida por RNM para receber 20 mg de tofogliflozina
ou pioglitazona 15-30 mg por dia por 24 semanas (124).

Os diferentes isotipos de PPAR s&o também alvo importante de estudos. Os
genes alvo mais importantes do PPAR-a estdo relacionados ao catabolismo [3-
oxidativo peroxissémico e mitocondrial de acidos graxos, cetogénese e fatores
de transcricdo nuclear ligados a inflamacéo e lipogénese. O PPAR-a ativa a
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carnitina palmitil-CoA transferase 1 A (CPT1A), um importador de acidos graxos
para as mitocdndrias que estimula mais enzimas a jusante na via da oxidagao
mitocondrial, como a cadeia média da acil-CoA desidrogenase (ACADM) e a
cadeia muito longa da acil-CoA desidrogenase (ACADVL). Consequentemente,
o PPAR-a cumpre um papel fundamental durante o jejum devido a sua
capacidade de aumentar a produgao de energia celular através da produgao de
ATP e cetogénese. Os efeitos anti-inflamatorios da estimulagdo com PPAR-a
s&o atribuidos a sua ligacdo com NF-kB e AP-1. Em camundongos knockout
para a proteina de ligagado ao elemento responsivo a carboidratos (ChREBP) - /
- e PPAR-q, foi demonstrado que o PPAR-a conversa com o ChREBP, um fator
de transcricao lipogénica sensivel a glicose, para regular a expressao do FGF
21. Este é uma hepatocina que melhora a sensibilidade a insulina e o
metabolismo lipidico e controla a preferéncia pela sacarose. A proteina de
ligacdo ao elemento regulador de esterol (SREBP) 1, que é a variante sensivel
a insulina do ChREBP, esta separada do receptor X do figado, que também é
regulado pelo PPAR-a. A ativagéo croénica de PPAR-a em camundongos resulta
na regulacéo positiva dos genes a jusante SREBP1, enquanto isso ndo pdde ser
observado em camundongos SREBP1-/-. Consequentemente, o PPAR-a
funciona como um sensor critico para manter a homeostase da energia celular
por meio de vias catabdlicas e anabdlicas. Dessa forma, parece haver forte
correlagdo entre a prevaléncia da sindrome metabdlica e a DHGNA (125).

2.7.2 Vitamina E

O mecanismo farmacologico para a utilizagdo da vitamina E em EHNA é o
seu efeito intrinseco antioxidante, considerando que o estresse oxidativo € um
mecanismo chave no dano hepatocelular. Atualmente, pode ser avaliada para o
tratamento da DHGNA, de acordo com a AASLD e ACCE, em pacientes com
bidépsia comprovada e sem diabetes mellitus (8,104). O uso de vitamina E esta
associado a diminuicdo de aminotransferases em individuos com EHNA. O
estudo PIVENS, citado anteriormente, a forma pura de a-tocoferol foi
administrada por via oral na dose de 800 Ul/dia por 96 semanas alcangou o
desfecho primario foi alcangado em um numero significativamente maior de

participantes que receberam vitamina E em comparagao com placebo (42% vs.
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19%; p <0,001) (107).

Em criancas, foi conduzido o ensaio clinico Treatment of NAFLD in
Children (TONIC), que testou vitamina E (800 Ul / dia) ou metformina (500 mg
duas vezes ao dia) contra placebo em 173 criangas entre 8 e 17 anos, com
DHGNA confirmada por bidpsia, a resolugdo de EHNA foi significativamente
maior em criangas tratadas com vitamina E do que em criangas tratadas com
placebo (58% vs. 28%; p 0,006) (126).

No ensaio clinico randomizado ja citado conduzido por Bril e cols, o grupo
de DM2 que recebeu vitamina E isolada ndo apresentou melhora histolégica ndo-
significativa com vitamina E (31% vs 19% placebo p 0,26), mas significativa com
a associagao com pioglitazona (54% vs 19% p 0,003). Para vitamina E houve
melhora no escore histolégico apenas para esteatose, mas ndo para fibrose.
Com relagédo aos parametros metabdlicos, ndo houve ganho de peso no grupo
que recebeu a vitamina E, ao contrario do grupo com pioglitazona conforme ja

visto em outros estudos (123).

No entanto, persistem incertezas sobre a seguranga a longo prazo da
vitamina E com relacdo ao aumento da mortalidade por todas as causas e
modesto aumento no risco de cancer de préstata. A recomendagao da AASLD

orienta a discuss&o com os pacientes a respeito de risco-beneficio (8).
2.7.3 Cirurgia Bariatrica

A cirurgia bariatrica pode ser considerada uma opg¢ao para tratar DHGNA
devido aos beneficios cardiometabdlicos e de mortalidade por todas as causas
em DHGNA em sujeitos com um IMC igual ou superior 35 kg/m? (32,5 ou kg/m?
em populagdes asiaticas), particularmente se o DM2 estiver presente (104).

A cirurgia bariatrica tem o potencial de induzir grande perda de peso com
consequente melhora da fisiopatologia da sindrome metabdlica e DM2. Dados
recentes demonstraram efeitos significativos da cirurgia bariatrica sobre o GLP-
1 e outros horménios intestinais e importantes anormalidades metabdlicas e
inflamatorias lipidicas na fisiopatologia da DHGNA. Trés mecanismos primarios
estdo envolvidos no controle glicémico melhorado associado aos procedimentos

de derivagdo gastrica com reconstrucéo intestinal em Y de Roux (DGYR) e
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gastrectomia vertical (ou sleeve): (1) melhora precoce da sensibilidade a insulina
hepatica devido a restricao calorica pds-operatoria; (2) sensibilidade periférica a
insulina melhorada tardiamente devido a perda de peso; e (3) melhora da
secrecgao de insulina pds-prandial devido a um aumento na secrecao do peptideo
1 semelhante ao glucagon (GLP-1). Varios estudos investigaram as alteragdes
metabdlicas pos-cirdrgicas e, se a mudanga na liberagdo de hormonios
intestinais ou a restricdo de ingestdo induzida pela cirurgia, seriam os efeitos
essenciais sobre o controle glicémico ainda nao esta totalmente esclarecido
(127).

Outro estudo avaliou se havia correlagdo entre as citocinas inflamatorias
e DHGNA em pacientes que se submeteriam a cirurgia bariatrica. Foram
avaliados 91 pacientes, sem diabetes mellitus. As endotoxinas bacterianas (LPS)
nao foram associados a gravidade da doenga, enquanto TNF-alfa, IL-8 e CCL3
(ligante quimiocina 3) apresentou clara correlagdo com as concentragdes séricas

de transaminases e gravidade histologica (128).

Uma recente revisao sugere que a identificagdo precoce e o tratamento
direcionado de pacientes com EHNA é necessaria para melhorar os resultados
dos pacientes, incluindo direcionar os pacientes para modificagdes intensivas no
estilo de vida para promover perda de peso e encaminhamento para cirurgia
bariatrica, conforme indicado para tratamento da obesidade e doenga metabdlica
(129).

2.7.4 Justificativa para o Uso de Antidiabéticos orais na DHGNA

Embora a DHGNA ainda seja considerada uma entidade clinica
recentemente descrita, esta intimamente associada a duas doencas que
constituem verdadeiras epidemias, diabetes mellitus tipo 2 e obesidade. Estas
duas ultimas compdéem o quadro de doengas da SM definida pelo Painel
Nacional de Tratamento de Adultos do Programa de Colesterol Il (NCEP-ATPIII)
por trés ou mais dos seguintes cinco critérios: circunferéncia da cintura acima de
102 cm (homens) ou 88 cm (mulheres), pressao arterial acima de 130/85 mmHg,
triglicérides em jejum (TG) acima de 150 mg/dL, nivel de lipoproteina de alta
densidade (HDL) em jejum menor que 40 mg/dL (homens) ou 50 mg/dL
(mulheres) e glicemia em jejum sérica acima de 99 mg/dL (130).
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Sua intima associacdo com a SM tem sido comprovada em recentes estudos,
como o de Paudel e cols, realizado em Butwal, Nepal, envolvendo 385
participantes com DHGNA diagnosticados por US. A presenga de sindrome
metabolica pelos critérios do NCEP-ATPIIl foi encontrada em 57,6% dos
participantes, mas pelo menos um componente da sindrome metabdlica foi
encontrado em 91,4% dos participantes com caracteristicas radiolégicas de EH.
Maior proporgéo de pacientes com DHGNA eram do sexo masculino. O aumento
da circunferéncia da cintura seguido pelo baixo HDL foram os componentes mais
comuns da sindrome metabolica em participantes com DHGNA (131).

A associacdo de DHGNA com doenga coronariana também tem sido
demostrada em outros estudos como o de Kim e cols em Seul, Coreia. O
seguimento de quatro anos de 1575 pacientes por meio de proteina C reativa de
alta sensibilidade (PCR-as) (mediana de 0,06 mg/L) e escore de calcio
coronariano (CAC) revelou que 148 individuos (9,4%) desenvolveram
calcificacdo coronariana. A proporcao de individuos que desenvolveram
calcificagdo coronariana foi significativamente maior em individuos com DHGNA,
diagnosticada por US, no inicio do estudo em comparagdo com aqueles sem
DHGNA no inicio (6,8 vs. 12,4%, p <0,01), e também foi maior em individuos
com PCR-as maior ou igual a 0,06 mg/L em comparag&o com aqueles com PCR-
as <0,06 mg/L (7,2 versus 11,5%, p <0,01). O OR para o desenvolvimento de
calcificacdo coronariana foi maior em individuos com DHGNA e PCR-as maior
ou igual a 0,06 mg/L (1,67, IC 95% 1,01-2,77), embora tenha sido atenuado apos
ajuste para o indice de massa corporal (132).

Nesse contexto, outras medicag¢des antidiabéticas tém sido testadas para

DHGNA e discutiremos a seguir as mais estudadas.

2.7.4.1. Metformina

A metformina é o medicamento de primeira escolha para o tratamento de
DM2 de acordo de acordo com as sociedades brasileira, americana e europeia.
A metformina ativa a proteina-quinase adenosina monofosfato (AMP-K) no
figado, causando redugéao da glicogendlise hepatica e inibindo a gliconeogénese

através de mecanismos enzimaticos complexos. Além disso, melhora a
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sensibilidade e a agao da insulina através da ativacdo da expressdo dos
receptores de insulina e, com o0 aumento da sua atividade tirosina, aumenta a
captacao periférica de glicose, reduzindo a absorcdo intestinal da mesma e
aumentando a oxidagéo de acidos graxos (133).

Varios estudos comprovaram a seguranga cardiovascular da metformina e
seus efeitos benéficos na redugdo do risco cardiovascular. Ao ativar a AMP-K,
presente no endotélio vascular, ha aumento da atividade da eNOS (6xido nitrico
sintetase) no endotélio. Essa ativagdo do eixo AMP-K-eNOS-NO estabelece uma
cascata protetora ativada pela metformina o que explicaria suas propriedades
protetoras miocardicas, sem considerar a queda da HbA1c, ou seja, seu efeito
intrinseco protetor cardiovascular. Outros efeitos como atenuagao da constricao
transversa da aorta, hipertrofia de ventriculo esquerdo e diminuicdo das
pressdes de enchimento, também foram evidenciados (134).

Além do efeito cardiovascular, a metformina parece ter efeitos na microbiota
intestinal, um dos pontos em estudo como parte da fisiopatologia da DHGNA.
Esta microbiota apresenta distribuigdo heterogénea, sendo o célon o local com
maior densidade, devido as condicbes favoraveis a proliferacdo de
microrganismos, caracterizado por lenta periodizagdo, auséncia de secrecao
intestinal e presenga de um bom suprimento nutricional. Disbiose gera
supercrescimento bacteriano, producéo de toxinas e aumento da permeabilidade
intestinal, resultando em alteragées nos efeitos imunoldgicos e hormonais. A
microbiota e seus metabdlitos derivados também podem contribuir para o
desenvolvimento da DHGNA. O aumento da permeabilidade intestinal estimula
a absorgdo de monossacarideos do lumen intestinal, levando a translocacéo
bacteriana. As endotoxinas produzidas por essas bactérias penetram na veia
porta e diminuem a secregdo de fator adipocitario induzido pelo jejum (FIAF)
aumentando a atividade da lipoproteina lipase (LPL), promovendo a sintese de
novos acidos graxos e a produgéao de triglicerideos e ativando receptores Toll-

like inflamatdrios nos hepatocitos (135).

Estudo experimental conduzido por Brandt e cols avaliou camundongos
alimentados com dieta controle liquida ou dieta rica em gordura, frutose e
colesterol (FFC) por quatro dias ou seis semanas, tratados com + 300 mg/kg/dia
de metformina (Met). Marcadores bioquimicos hepaticos, fungdo de barreira
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intestinal e composi¢gdo da microbiota foram avaliados. O tratamento com
metformina atenuou acentuadamente a DHGNA induzida por FFC em ambos os
experimentos com marcadores de inflamagéo e lipoperoxidagdo em figados de
camundongos alimentados com FFC + Met que estavam quase no nivel dos
controles. O tratamento com metformina atenuou a perda de proteinas de jungéo
estreita no intestino delgado e aumentou endotoxina bacteriana no plasma
portal. As alteragbes da microbiota intestinal encontradas em camundongos
alimentados com FFC foram também significativamente diminuidas em

camundongos alimentados com FFC + Met (136).

No entanto, apesar de varios ensaios clinicos randomizados terem avaliado
efeitos da metformina sobre a DHGNA, alguns avaliados por biopsia hepatica,
nao houve melhora da histologia, em termos de fibrose, embora tenham sido
encontradas melhoras no peso, circunferéncia abdominal, HOMA-IR,
transaminases e hemoglobina glicada (137).

Até o momento, é bem conhecida associagcao entre DGHNA e Rl com o risco
de céncer. A metformina tem demostrado exercer protegcdo contra cancer
hepatico e ndo-hepatico (mama, cdlon, ovario, pancreas, prostata e pulmao). A
via molecular ndo é claramente conhecida, porém postula-se que, pela inibicdo
da sintese de espécies reativas de oxigénio, como consequéncia dos efeitos na
fungdo mitocondrial e na via da AMP-K, seja alcangado o efeito antitumoral (137).

2.7.4.2 Analogos de GLP-1

Os analogos de GLP-1 (glucagon like peptide type 1) sdo medicamentos de
aplicagao subcutanea com efeitos anti-hiperglicémicos com agao tanto em célula
beta-pancreatica estimulando a sintese de insulina, quanto em célula alfa-
pancreatica reduzido a sintese do glucagon, liberados tanto para o tratamento
de DM2 (exenatida, liraglutida, dulaglutida, semaglutida disponiveis no Brasil),
sendo a liraglutida a unica substancia com liberagdo também para o tratamento
da obesidade mesmo na auséncia do diagnostico de diabetes mellitus (137).

Com relacdo a segurancga cardiovascular, o LEADER ftrial (Liraglutide Effect
and Action in Diabetes: Evaluation of Cardiovascular Outcome Results), um
estudo multicéntrico, com seguimento de 9340 pacientes com DM2 e alto risco
cardiovascular, seguimento de 3,8 anos, placebo-controlado, mostrou reducéo
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dos desfechos primarios (morte por causas cardiovasculares, infarto miocardico
e AVC néo fatais), no grupo Liraglutida (13%) comparado ao grupo placebo
(14,9%) (HR 0,87; IC 95% 0,78-0,97; p <0,001 para n&o-inferioridade; p 0,01
para superioridade). A taxa de morte por qualquer causa foi menor no grupo
Liraglutida (8,2%) do que no grupo placebo (9,6%) (HR 0,85; IC 95% 0,74-0,97;
p 0,02) (138).

Para DHGNA, o efeito da Liraglutida na histologia hepatica foi avaliado no
estudo Liraglutide safety and efficacy in patients with non-alcoholic
steatohepatitis (LEAN), um ensaio clinico randomizado multicéntrico de fase |l
que comparou 48 semanas de liraglutida subcutédneo (1,8 mg/dia) versus
placebo em 52 pacientes com DHGNA comprovada por biopsia. O desfecho
primario foi a resolugdo da DHGNA (definida como desaparecimento do
balonizagdo de hepatdcitos) e foi obtido em 39% dos pacientes tratados com
Liraglutida versus 9% dos pacientes no grupo placebo (p 0,019). Nao foram
observadas diferengas significativas na progresséo da fibrose entre dois grupos,
embora apenas 2 pacientes tratados com Liraglutida (versus 8 pacientes no
grupo placebo) apresentaram agravamento da fibrose hepatica. A Liraglutida
melhorou significativamente a esteatose e a balonizagdo dos hepatocitos, mas
nao foram observadas diferengas significativas na inflamagdo lobular.
Independentemente da gravidade da EHNA, a Liraglutida apresentou um bom
perfil de seguranga, também em pacientes com cirrose (139).

Para Semaglutida, um estudo randomizado, duplo-cego, controlado por
placebo, foi realizado em 16 paises, para doses de semaglutida subcutédnea uma
vez ao dia na dose de 0,1, 0,2 ou 0,4 mg ou placebo. Foram submetidos a biépsia
na triagem e nova bidpsia foi realizada na semana 72. O desfecho primario foi
a resolucdo da EHNA (definido pela NASH Clinical Research Network como
inflamagdo no maximo leve - pontuacdo 0 ou 1; nenhuma balonizagcdo de
hepatdcitos - pontuagao 0 e sem piora da fibrose hepatica, com piora definida
como aumento de um estagio ou mais na classificagao de fibrose de Kleiner apos
72 semanas. Melhora secundaria foi considerada se melhora de pelo menos um
estagio de fibrose e sem piora da EHNA (com piora definida por aumento de >1

ponto na inflamagao lobular ou balonizagado de hepatdécitos (140).
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O estudo foi finalizado com 302 pacientes (94% do total iniciado),
semaglutida na dose de 0,1 mg (80 pacientes), 0,2 mg (78 pacientes) ou 0,4 mg
(82 pacientes) e placebo (80 pacientes). Entre os pacientes com fibrose em
estagio F2 ou F3, o desfecho primario (resolugdo da EHNA sem agravamento
da fibrose apos 72 semanas foi significativamente maior em todos os grupos de
doses de semaglutida comparados ao placebo, com a maior porcentagem
observado no grupo de 0,4 mg (59% em o grupo de 0,4 mg versus 17% no grupo
placebo; OR 6,87; IC 2,60-17,63; p <0,001), para a dose de 0,1 mg foi obtida
melhora em 40% (OR 3,36 IC 1,29-8,86), para a dose de 0,2 mg 36% (OR 2,71
IC 1,6-7,56). Para o desfecho secundario (melhora da fibrose sem piora da
EHNA), ndo houve diferenca estatistica comparado ao placebo em nenhum
grupo de doses dose de 0,1 mg melhora em 49% (OR 1,96 IC 0,864,51), para a
dose de 0,2 mg 32% (OR 1 IC 0,43-2,32) e dose de 0,4 mg 43% (OR 1,42 IC
0,62-3,28) p 0,48. Com relagdo a efeitos adversos, 7% dos pacientes
descontinuaram no grupo semaglutida (para todas as doses) e 5% no grupo
placebo. A incidéncia de nausea, constipagao e vomito foi maior no grupo de 0,4
mg do queno grupo placebo. Calculo em vesicula biliar foi mais incidente no
grupo semaglutida ( 6% para a dose de 0,1 mg, 5% para a dose de 0,2 mg e 7%
para a dose de 0,4 mg) comparada a 2% no grupo placebo .Neoplasia malignas
foram relatadas em 3 pacientes (1%) receberam semaglutida (1 com cancer de
mama no grupo de 0,1 mg; 1 cada com adenocarcinoma endometriale linfoma
periférico de células T no grupo 0,2 mg) (140).

Os efeitos dos analogos de GLP-1 sobre a esteatose mostram reducéo
da mesma proporcional a magnitude do peso perdido e essa redugédo é
proporcional a obtida em estudos com placebo para EHNA quando a perda de
peso leva a reducéo de 10-20% da esteatose (141).

2.7.4.3 Gliptinas ou Inibidores da Dipeptidilpeptidase tipo-4 (IDPP-4)

As gliptinas (ou inibidores da DPP-4) sdo medicamentos orais que tem efeito
na redugao da glicemia, com efeito neutro sobre o peso. Os representantes sao:
sitagliptina, vildagliptina, saxagliptina, linagliptina e alogliptina (142). Um
importante beneficio dos inibidores da DPP-4, a melhora da fungéo das células
beta entre os pacientes com DM2, foi demonstrado em modelos animais
diabéticos com melhora da sobrevivéncia das células beta, da neogénese das
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ilhotas, biossintese da insulina e preservacao da massa e fungao das células
beta. Em humanos com DM2, os inibidores da DPP-4 demonstraram melhora da
funcdo das células beta tanto em jejum quanto na fase pés-prandial, e esses
efeitos benéficos foram sustentados em estudos com duragédo de até 2 anos.
Uma metanalise recém-publicada envolvendo 52 estudos randomizados e
controlados mostrou que ha melhora da fungcao da célula beta medida pelo indice

HOMA-beta, embora n&o interfira na resisténcia insulinica (HOMA-IR) (142).

Alguns estudos foram conduzidos para avaliar os efeitos de IDDP-4 para
DHGNA, sem resultados efetivos como o estudo realizado por Cui et al,
randomizado, duplo-cego, controlado por placebo, que incluiu 50 pacientes com
DHGNA com pré-diabetes ou diabetes recém-diagnosticado, randomizados para
sitagliptina por via oral 100 mg/ dia ou placebo por 24 semanas. O desfecho
primario foi a alteragdo da gordura hepatica medida por RM. A sitagliptina ndo
foi significativamente melhor do que o placebo na redug&o da gordura hepatica
medida por RM (diferenga média entre os bragos com sitagliptina e placebo: -
1,3%, p = 0,4). Em comparagdo com a linha de base, ndo houve diferencas
significativas no final do tratamento RNM-DP para sitagliptina (18,1% para
16,9%, p = 0,27) ou placebo (16,6% para 14,0%, p = 0,07). Os grupos nao
apresentaram diferengas significativas quanto a alteragbes na ALT, LDL e
resisténcia a insulina na avaliagdo do HOMA (143).

Por fim, as sulfonilureias e as glinidas, medicamentos orais muito utilizados
no tratamento do diabetes mellitus tipo 2, nao foram testados para o tratamento
de DHGNA. Isso se deve ao fato de atuarem como secretagogos de insulina, ou
seja, agem em diferentes receptores na célula beta-pancreatica estimulando a
secrecao de insulina. Especialmente a glibenclamida, dentre as sulfonilureias,
esta associada a um risco maior de hipoglicemia grave, principalmente se em
combinagdo com metformina e com os demais medicamentos citados
anteriormente, especialmente em pacientes com doencga renal ou hepatica.
Devido ao metabolismo hepatico e excregcao renal, as sulfonilureias sao
classicamente contraindicadas em pacientes com doenga hepatica ou renal
crénica, apesar de os dados farmacocinéticos serem muito limitados em
pacientes cirroticos. Dessa forma, nao teria agao na fisiopatologia comum de
DHGNA e DM2, a resisténcia insulinica. As glinidas s&o caracterizadas pela
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meia-vida mais curta em comparacgao as sulfonilureias e ndo tém excrecéao renal
significativa. Apesar do fato de que elas sdo metabolizadas no figado, ndo ha
grandes estudos que avaliaram a eficacia e seguranca de repaglinida em
pacientes com DM2 com doenga hepatica cronica. A tabela 1 resume os
principais efeitos dos anti-hiperglicemiantes orais estudados na DHGNA (137).

Tabela 1. Antidiabéticos orais e seus efeitos sobre a doenca hepatica gordurosa nao

alcodlica.
Efeitos

AST/ HOMA-  Fibrose CT
Classe Peso GJ ALT IR histolégica ILH BH EH TG
Metformina X X X X X
IDPP4 X X X X
Tiazolinedionas X X X X X X
ISGLT2 X
AGLP1 X X X X X X

IDPP4 — inibidores da peptidilpeptidase tipo 4; ISGLT2 — inibidores do cotransportador de sédio
e glicose; AGLP1- analogos de glucagon like peptide tipo 1; HOMA-IR — Homeostatic model
Insulin Resistance; GJ: glicemia em jejum; AST: aspartato aminotransferase; ALT alanina
aminotransferase; ILH: inflamagao lobular histolégica, BH, balonizagao histologica, EH,
esteatose histolégica; CT — colesterol total; TG -triglicerides.

Fonte: Adaptado de Taceli M et al (137).

2.8 ISGLT2 PARA DHGNA

Os inibidores do cotransportador de sodio-glicose tipo 2 (ISGLT2) s&o
representados na Europa e América do Sul e do Norte por dapagliflozina,
canagliflozina, ertugliflozina (EUA) e empagliflozina. No Japdo encontram-se em
comercializagao tofogliflozina, luseogliflozina, ipragliflozina. Os mecanismos de
acao de ISGLT2 sao: diminuigdo do limiar de reabsor¢cdo renal de glicose,
diminui¢ao do limiar para glicosuria ou aumento da excreg¢ao urinaria de glicose.
Mesmo em pacientes com glicemia sérica de 150 mg/dL (HbA1c 6,5%) ha
resposta, com diminuigdo da taxa maxima de reabsorg¢ao de glicose, exemplo de
que sua agao nao esta concentrada apenas na glicosuria com hiperglicemia,

uma vez que ha aumento da glicosuria em valores abaixo do limiar de excre¢ao
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renal de glicose (sérica de 180 mg/dL). A dapagliflozina e empagliflozina tém
acéo em todos os trés mecanismos supracitados (144).

Entre os medicamentos que representam a classe, dapagliflozina,
canagliflozina, empagliflozina apresentaram seus estudos mais robustos. Destes
trés, a empagliflozina apresenta a maior seletividade relativa, sendo mais de
2500 vezes mais seletiva para SGLT2 do que para SGLT1, seguida pela
dapagliflozina em mais de 1100 vezes e pela canagliflozina em mais de 250
vezes (145).

Em pacientes sem DM2, a dapagliflozina em glicemias séricas entre 80-
90 mg/dL mostrou marcante glicosuria, com redugéo de cerca de 40 mg/dL da
taxa maxima de absorcao renal de glicose, porém nao deve ser este o unico
mecanismo para reduc¢ao da glicemia em normoglicémicos. Como ainda n&o se
demonstrou presenga de SGLT2 em musculo ou célula beta, a melhora da
secrecao e na sensibilidade da insulina deve-se, até o momento, a reversao da
glicotoxicidade. A dapagliflozina reduz a oxidagdo da glicose mesmo em
condigdo basal e, estimulada por insulina, aumenta a oxidagdo de gordura e,
modestamente, mas significativamente, aumenta as concentragcbes de cetonas
plasmaticas. Diante da glicosuria, as células recorrem a oxidagao de lipideos
para gerar energia sob a forma de ATP para o ciclo de Krebs, que ao final gera
acetil-coA que sera oxidada e convertida a corpos cetbnicos. A resisténcia
insulinica acarreta aumento da lipdlise em adipdcitos, com consequente
aumento dos acidos graxos livres, no figado estes sofrerdo beta-oxidagédo com
entrada no ciclo de Krebs-acetil-coA e cetonas. Como consequéncia ao aumento
da oxidacdo de lipideos, acredita-se que, a reducdo das concentracdes de
metabolitos téxicos de lipideos intracelulares (acetil-coA, diacilglicerol e
ceramidas) leva a redugao da lipotoxicidade, como evidenciado pela melhora da
sensibilidade muscular a insulina e a célula beta (144).

Os inibidores de SGLT2 ao promoverem glicosuria, melhoram a
resisténcia a insulina e glicemia. O controle glicémico regula a proteina de
ligacdo ao elemento responsivo a carboidratos (ChERB-BP), um fator de
transcrigdo responsavel por ativar a sintese de acidos graxos. Mas ha efeitos
independentes de peso e glicose, como melhora da esteatose, independente das
mudangas no peso corporal, tecido adiposo visceral ou hemoglobina glicada.
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Dessa forma, os inibidores de SGLT2 parecem ter um efeito benéfico na
DHGNA/EHNA por mecanismos independentes, como redug¢ao de marcadores
inflamatorios, diminuicdo do estresse oxidativo, diminuicdo da lipogénese e

aumento da oxidag&o de acidos graxos livres (146).

A cetogénese pode eliminar até dois tergos da gordura que entra no
figado. Assim, a desregulagcdo do metabolismo do corpo cetdnico poderia
contribuir potencialmente para a patogénese da DHGNA. A cetogénese hepatica
€ ativada em estados de alto teor de acidos graxos e diminuicdo da
disponibilidade de carboidratos e/ou quando as concentragdes circulantes de
insulina sdo muito baixas. Dentro das mitocondrias hepaticas, as reacdes
cetogénicas condensam a acetil-CoA derivada da B-oxidagdo nos corpos
cetbnicos acetoacetato (AcAc) e B-hidroxibutirato (BOHB). Ao fazé-lo, a
cetogénese descarta o acetil-CoA gerado em excesso das necessidades de
energia do proprio figado e simultaneamente recicla 2 moles de coenzima livre
A (CoASH) por mole de cetona produzida. A cetogénese é praticamente limitada
aos hepatdcitos, devido a expressao relativamente restrita da enzima cetogénica
3-hidroximetilglutaril-CoA sintase mitocondrial (HMGCS2) sob condigbes
normais. Em contraste, a depuracdo oxidativa dos corpos cetbnicos € quase
onipresente, ja que todas as células, exceto os hepatdcitos, expressam a enzima
que direciona a oxidagdo do corpo cetdnico, a succinil-CoA:3-oxoacid CoA
transferase (SCOT). Dentro das mitocondrias de tecidos extra-hepaticos, o
BOHB é oxidado em AcAc, que é entdo direcionado para o ciclo do acido
tricarboxilico (ATC) para a oxidagéo terminal através de uma reagao catalisada
exclusivamente pela SCOT. Apesar de sua alta capacidade como via de
eliminacdo de acidos graxos hepaticos, o metabolismo do corpo cetdnico tem
sido negligenciado como um potencial alvo terapéutico na DHGNA (147).

Além de seu papel direto como substrato energético como combustiveis
energéticos para tecidos extra-hepaticos (cérebro, coracdo e musculo
esquelético), os corpos cetdnicos sinalizam para os tecidos periféricos e o
sistema nervoso central para regular o metabolismo. As cetonas podem
atravessar a barreira hematoencefalica e sao detectadas no hipotalamo para
estimular a ingestdo de alimentos aumentando a expressado dos peptideos

orexigenos (NPY e AgRP) e através da potencializagdo da leptina hipotalédmica
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e da sinalizacdo da insulina. Essa sinalizacdo esta associada a redugdo da
adiposidade e melhora da sensibilidade sistémica a insulina (148).

Os corpos cetbnicos também desempenham papel central como
moduladores da inflamagcdo e estresse oxidativo. Estes corpos cetdnicos
sintetizados de novo pelo figado podem seguir trés caminhos: 1) catabolizados
pelas mitocOndrias extra-hepaticas (disponivel para o ciclo do acido
tricarboxilico), 2) desviado para lipogénese ou vias de sintese de esterol ou 3)
excretados pela urina. O papel do metabolismo mitocondrial na patogénese da
DHGNA ainda nao é completamente compreendido, mas acredita-se que, antes
do desenvolvimento da EHNA, a oxidagao hepatica mitocondrial e, em particular,
a oxidagéo de gordura, aumentam na obesidade, Rl e DHGNA. Assim, a medida
que a DGHNA progride, a fungdo oxidativa fica prejudicada. Por meio de
mecanismos ainda ndo completamente definidos, a hiperinsulinemia suprime a
cetogénese, possivelmente contribuindo para a hipocetonemia em comparagao

com controles magros (149).

O B-hidroxibutirato também esta implicado na regulagé&o de longo prazo
do metabolismo pela modificagdo de histonas através de dois processos
epigenéticos distintos. Em primeiro lugar, o B-hidroxibutirato inibe a histona
desacetilase de classe | (HDAC), que esta associada a redugé&o do estresse
oxidativo, um mediador bem documentado da resisténcia a insulina. Em segundo
lugar, o B-hidroxibutirato modula diretamente os residuos de lisina nas histonas
por meio de um processo conhecido como B-hidroxibutirilacdo da lisina, levando
a ativagdo de vias metabdlicas reguladas pela privagao, incluindo catabolismo
de aminoacidos, sinalizagdo PPAR e fosforilagdo oxidativa. Embora correlativa,
a inibicdo de HDAC é relatada com o consumo de dietas cetogénicas, com
subsequente ativacdo de PPARa e aumento de expressdo de genes do
metabolismo lipidico, maior oxidagao de acidos graxos hepaticos e liberagao de
triglicerideos plasmaticos e producdo de FGF21. Assim, o [B-hidroxibutirato
relaciona mudangas nas modificagdes das histonas dirigidas pelo metabdlito a
alteracdes no metabolismo celular (149).

Embora o [-hidroxibutirato seja comumente usado em estudos
metabdlicos para representar “cetonas”, o acetoacetato constitui 25 a 50% do
total de corpos cetbnicos hepaticos e €, portanto, uma fonte significativa de
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acetil-CoA e potencial molécula sinalizadora. O acetoacetato pode inibir a
captacao de glicose no musculo esquelético e no coragdo, embora outros n&o
tenham efeito. Trabalhos recentes mostraram que o acetoacetato secretado
pelos hepatdcitos, mas ndo o [B-hidroxibutirato, melhora a fibrose hepatica
induzida pela dieta, mas esses estudos n&o avaliam o metabolismo, e uma
melhor compreensao dos papéis do acetoacetato no metabolismo € necessaria.
Da mesma forma, uma outra cetona, a acetona, pode ser absorvida pelos
tecidos, mas seus efeitos sobre o controle glicémico e a sensibilidade a insulina

s&o desconhecidos (150).

A cetogénese prejudicada gera excesso de corpos cetdnicos que podem
mitigar a lesdo hepatica induzida por estresse oxidativo em resposta a acidos
graxos poli-insaturados. Devido a falta de expressdo da enzima SCOT nos
hepatdcitos, os corpos cetbnicos ndo sdo depurados, mas podem contribuir para
a lipogénese e servir a uma variedade de papéis independentes da sua
oxidagdo. No contexto da insuficiéncia cetogénica, a lipogénese e a produgéo de
glicose aumentam. A perda do conduto cetogénico estimula o aumento do
descarte de acetil-coA através do ciclo do acido tricarboxilico, aumentando a
eliminacdo inadequada de EROs. O comprometimento cetogénico também
aumenta a exportacao de acetil-coA para o citoplasma para a via de sintese de
lipideos. Essas alteracdes refletem, em parte, o que acontece na DHGNA, onde
o figado apresenta aumento da esterificagdo e lipolise de goticulas lipidicas,
aumento da beta-oxidagédo de acidos graxos, aumento da oxidagdo e aumento
da gliconeogénese, mas diminuicdo da cetogénese em relagéo a disponibilidade
de gordura (140).

Para avaliar a progressdo da resisténcia a insulina hepatica e o
aparecimento de EHNA prejudicariam o fluxo oxidativo através do ciclo hepatico
do ATC, os camundongos (C57/BL6) foram alimentados com uma dieta rica em
gorduras e com alto teor de frutose (TFD) por 8 semanas, para induzir esteatose
simples e EHNA em 24 semanas. Os fluxos mitocondriais hepaticos em jejum in
vivo foram determinados por analise de isotopdmeros a base de ressonancia
magnética nuclear de 13C (RMN). Os intermediarios metabdlicos hepaticos
foram quantificados usando metaboldmica direcionada baseada em

espectrometria de massa. O acumulo de triglicerideos hepaticos e a resisténcia
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a insulina precederam alteragdes no metabolismo mitocondrial, uma vez que os
fluxos do ciclo ATC permaneceram normais durante a esteatose simples. No
entanto, camundongos com EHNA tiveram uma dupla indugédo (p <0,05) de
fluxos mitocondriais (umol / min) através do ciclo ATC (2,6 £ 0,5 vs. 5,4 + 0,6),
anaplerose (9,1 £ 1,2 vs. 16,9 + 2,2) e ciclagem de piruvato (4,9 £1,0vs. 11,1
1,9) em comparagdo com seus controles pareados por idade. A inducédo da
atividade do ciclo ACT em EHNA foi concomitante com cetogénese embotada e
acumulo de diacilglicerois hepaticos (DAGs), ceramidas (Cer) e acilcarnitinas de
cadeia longa, sugerindo oxidagé&o ineficiente e eliminagdo de excesso de acidos
graxos livres (AGL). A indugéo sustentada do ciclo mitocondrial do ATC falhou
em impedir o acumulo de metabdlitos “lipotdéxicos” no figado e pode acelerar a
inflamacéo e a transigdo metabdlica para o NASH (150).

Em estudo conduzido por d’Avignon et al, camundongos alimentados com
carboidratos e dieta rica em gordura, avaliados antes do inicio da lesédo e
inflamacé&o hepaticas por RNM com espectroscopia e metabolémica e lipidémica
para a cetogénese, mostrou que houve aumento dos trés contribuintes para a
producdo hepatica de glicose (glicogendlise, glicerol e fosfoenolpiruvato) nos
animais com dieta rica em gordura. A cetogénese foi aumentada de modo similar
e o fluxo do acido tricarboxilico foi modestamente aumentado. Os figados de
camundongos com dieta rica em gordura apresentavam estado de alta energia
devido ao aumento da gliconeogénese (consumo de energia) e cetogénese
(producao de energia), apesar de aumentos modestos no fluxo de ATC. Esses
dados levam a duas formas de argumentos para o aumento da cetogénese: 1)
seu aumento poderia exacerbar o excesso de energia do figado gorduroso e,
adicionalmente, aumentar a produgao de glicose de forma deletéria assim como
o estresse oxidativo ou 2) a cetogénese para equivalentes menos redutores do
que o ciclo ATC pode ser um mecanismo eficaz para tecidos extra-hepaticos
utilizarem energia de uma forma que pode ser prontamente oxidada. Com estes
achados, o uso de ISGLT2, aumentando tanto a cetogénese quando a
gliconeogénese, pode ser vantajoso para a DHGNA (151).

E importante ressaltar ainda que, ndo apenas a insulina, mas também o
glucagon esta envolvido na produg¢ao hepatica de gordura. Estudos mostram que

o glucagon pode reduzir a produc¢ao hepatica de triglicerideos assim como pode
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acelerar o clearance plasmatico de triglicerideos. Sob efeitos agudos e crénicos,
também afeta o metabolismo hepatico de aminoacidos, resultando em reducéao
de suas concentragdes séricas. Acredita-se que, em um subgrupo de pacientes
com DM2 e DHGNA, a resisténcia hepatica ao glucagon pode causar reducéo
da ureagénese e hiperaminoacidemia. O figado gorduroso parece ser
parcialmente resistente aos efeitos hiperglicémicos do glucagon. Dessa forma, o
DM2 em pacientes com DHGNA pode depender primariamente de prejuizo da
sensibilidade hepatica induzida por gordura, ndo apenas pela insulina, mas
também pelo glucagon. Isso resulta em ambos, hiperinsulinemia e
hiperglucagonemia, o ultimo claramente responsavel pelo menos pela elevagéo

da glicemia em jejum e HbA1c (152).

Dessa forma, os mecanismos subjacentes a melhora da DHGNA com os
inibidores de ISGLT2 permanecem desconhecidos e atualmente permanecem
como especulagdes. Os efeitos na glicemia ndo explicam suficientemente uma
vez que nao ha a mesma melhora com outras medicagdes com metformina ou
outros antidiabéticos orais. Uma recente revisédo sistematica avaliou estudos em
animais e humanos com melhora das transaminases e reducdo do conteudo
hepatico de gordura, sugerindo menor dano celular e melhora da funcdo
mitocondrial ou menor estresse do reticulo endoplasmatico associados ao uso
de ISGLT2 na DHGNA (153).

2.9 COMPRIMENTO DE TELOMEROS E DHGNA

Os teldmeros sdo complexos DNA-proteina encontrados nas extremidades
dos cromossomos lineares que os protegem da degradagao, recombinagéo e da
fusado robertsoniana, estabilizando-os. Devido a observagao de que seu tamanho
regride a cada duplicagdo celular até um tamanho minimo que interrompe a
proliferagdo celular, os teldbmeros s&o considerados um relogio celular,
responsaveis pela sua senescéncia (149). Com a descoberta da enzima
telomerase, uma enzima cuja atividade esta presente em 85% das células
germinativas e tumorais, observou-se que pode ser possivel manter o tamanho
dos teldmeros (154,155).
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A telomerase, uma ribonucleoproteina com atividade de transcriptase
reversa, € responsavel pela regulacdo do comprimento dos telémeros. A
telomerase como uma enzima DNA polimerase especifica, € um complexo
ribonucleoproteico que consiste em duas partes, TERT (transcriptase reversa da
telomerase) como parte central e TERC (componente RNA da telomerase) como
parte acessoria. O componente RNA (TERC) e seu componente proteico (TERT)

se juntam para formar o complexo enzimatico ribonucleoproteico (155).

Dessa forma, o teldmero € uma estrutura que desempenha papéis criticos na
regulacdo da integridade gendmica, estabilidade cromossémica e outros
aspectos da fisiologia celular. Sua composicdo consiste em sequéncias
repetitivas de TTAGGG, que esta ligada ao complexo Shelterin, como complexo
essencial para a integridade dos teldbmeros e a regulagdo do comprimento dos
mesmos. O complexo Shelterin consiste de seis subunidades proteicas incluindo
TRF1 (fator de ligagado telomérica de repeticdo 1), TRF2 (fator de ligagcéo
telomérica de repeticdo 2), POT1 (proteina de protegao dos teldbmeros 1), TIN2
(proteina interativa-2), RAP1 (proteina repressora/ ativadora 1) e TPP1 (proteina
que interage com TIN2 e POT1) figura 4 (156).

Complexo de subunidades proteicas Shelterin

Figura 4. Estrutura do telomero e suas 6 subunidades proteicas. TRF1 e 2 (fator de ligagao

telomérica de repetigéo 1 e 2), POT1 (proteina de protegédo dos telémeros 1), TIN2 (proteina
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interativa-TRF1-2), RAP1 (proteina repressora / ativadora 1) e TPP1 (proteina que interage com
TIN2 e POT1). Fonte: autora

As repeticoes de seis nucleotideos — TTAGGG — que compreendem centenas
de quilobases, contém ainda um pequeno trecho de fitas simples com poucas
centenas de nucleotideos. O teldbmero precisa estar associado as proteinas
acima ou a um arranjo especifico para que possa ser diferenciado das quebras
cromossOmicas. Quando a maquinaria celular encontra extremidades
cromossOmicas quebradas — produzidas por radiagdo, dano ao DNA, alguma
forma intermediaria de meiose, recombinagao VDJ ou algum outro fator — esse
DNA deve ser reparado de alguma forma antes da replicagdo. Se isso nao
acontecer, a célula pode perder quantidade significativa de material genético e
morrer. Com suas proteinas especificas associadas, o teldmero se protege e
delimita as extremidades cromossdmicas. Dessa forma, o comprimento de

teldmeros (CT) relaciona-se com a senescéncia celular (155,156).

O método padrao-ouro para analise de comprimento de teldmeros foi descrito
por Edwin Southern em 1975, conhecido como analise de fragmentos de
restricdo terminal (TRF, telomere restriction fragment) por Southern blot. Este
meétodo consiste em medida do comprimento absoluto de telémeros permitindo
detectar fragmentos especificos de DNA em amostras de composi¢gao complexa,
como DNA gendmico. Desse modo é possivel obter a estimativa do numero
medio de repeticbes por amostras, pois os TRFs incluem ndo apenas as
repeticoes teloméricas, mas também as quantidades variaveis de sequéncias
subteloméricas (157). O desenvolvimento desta técnica foi fundamental para
elucidar as associagdes entre os comprimentos de teldmeros e o envelhecimento

e as doengas humanas relacionadas ao mesmo (158).

No entanto, existem limitagbes importantes para a TRF por Southern blot,
uma vez que se trata de uma técnica dispendiosa, com tempo longo (3 a 5 dias),
exigéncia de grande quantidade de DNA (0,5 -5 mcg/individuo) e poder chegar
a variagbes de até 5% a depender das enzimas de restricdo usadas, sugerindo
a existéncia de polimorfismos de comprimentos subteloméricos.
Consequentemente, ndo é um método que se aplique para estudo com grande
numero de amostras (158). Outros métodos foram desenvolvidos para estudar o

comprimento dos telémeros: 1) analise unica de comprimento de teldmeros
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(STELA — single telomere lenght analysis) 2) hibridizag&o fluorescente in situ
(FISH) e suas variantes 3) ensaio dot-blot 4) analise de hibridizagao de protecao
(HPA, hybridization protection assay) e quantificacdo da saliéncia 3'OH de fita
simples) e 5) método de PCR quantitativo em tempo real (159).

A anadlise unica de comprimento de teldbmeros também é trabalhosa e
inadequada para validar grande numero de amostras. O método FISH é usado
para avaliar comprimento de teldbmeros de leucdcitos em subconjunto de células
separadas de amostras de sangue fresco, requer equipamento caro e que néo
pode ser usado para avaliar comprimento de teldmeros em tecidos e amostras
armazenadas (159). Dessa forma, o método de PCR quantitativo em tempo real,
descrita por Cawton em 2002 (160) consiste na técnica mais utilizada em estudos
epidemioldgicos, por ser possivel de ser realizada em curto espago de tempo e
exigir pequena quantidade de DNA, 20 ng por reagao (159).

O método de PCR quantitativo em tempo real, descrito por Cawton consiste
em medir em cada amostra de DNA o fator pelo qual a amostra diferiu de uma
amostra de DNA de referéncia em sua relagdo com o numero de copias repetidas
de teldbmero para o numero de copias do gene de copia unica. A quantidade de
repeticao de teldbmeros em cada amostra experimental € medida como o nivel
de diluicdo de uma amostra de DNA de referéncia, escolhida arbitrariamente,
que tornara as amostras experimentais e de referéncia equivalentes em relagao
ao numero de ciclos de PCR necessarios para gerar uma determinada
quantidade de produtos de teldbmeros de PCR durante a fase exponencial de
amplificagdo da PCR (160).

O encurtamento de teldmeros deve-se a incapacidade do mecanismo de
replicacdo do DNA para copiar os ultimos nucleotideos da fita atrasada
(problema do final da replicagdo), e também €& substancialmente afetado pela
resseccao da extremidade 5’e danos ao teldmeros. A atividade da telomerase
neutraliza a erosdo e mantem o comprimento de teldmeros na linhagem
germinativa. No entanto, em células somaticas, com atividade da telomerase
reduzida ou ausente, os unicos mecanismos que neutralizam a perda dos
teldbmeros sdo os que auxiliam na replicagao e reparam os danos. Os teldmeros
sdo replicados por garfos terminais (ou seja, garfos de replicagcdo que se
deslocam em direcdo a uma extremidade do DNA) e, se colapsarem, a
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replicacdo nao podera ser resgatada por garfos que chegam de origens
proximas, como acontece nas regides internas. Portanto, o colapso nas regides
teloméricas pode resultar em truncamento ou perda total dos teldbmeros. Esse
cenario € agravado pela caracteristica dos telémeros de dificil replicagdo por se
fixarem locais frageis onde ocorrem dificuldades na replicagéo (161).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) podem danificar os acidos
nucleicos, proteinas e lipideos se ndo forem removidas pelo arsenal de enzimas
antioxidantes da célula que inclui as peroxidases e peroxiroxinas. Acredita-se
que os teldmeros sejam particularmente vulneraveis a danos oxidativo, por
algumas razdes: 1) a resposta a danos no DNA é reprimida em teldmeros
intactos, assim como os danos aos mesmos nao podem ser ativar os receptores
de morte celular (DDR) que diminuem o ciclo celular e induzem a expresséo de
proteinas de reparo ao DNA; 2) experimentos in vitro sugerem que o DNA
telomérico é particularmente reativo a EROs. O DNA telomérico foi mais
suscetivel a clivagem por EROs comparados as sequéncias nao-teloméricas

com um corte preferencial a 5’do 5’GGG3’ da sequéncia telomérica (162).

Os danos aos telébmeros pelo estresse oxidativo foi demonstrado em cultura
de fibroblastos humanos nas quais o encurtamento do teldbmeros e o inicio da
senescéncia celular correlacionaram-se com a concentragéo final de oxigénio a
qual as células foram expostas nas camaras de tecidos. Uma vez que
fibroblastos humanos nao-transformados nao expressam telomerases os
resultados sugerem que o dano oxidativo exagera o problema final da replicagao,
interferindo na manutengao das extremidades distais dos telémeros . Além disso,
o DNA danificado pelas EROs interfere na atividade da telomerase. A telomerase
utiliza oxoGTP como substrato para alongamento do telémero, mas o terminal
inserido 8oxoG funciona como um terminador de cadeia. A inibigdo da atividade
da telomerase por um substrato de DNA oxidado por um nucleotideo que termina
em oxoG (5'TTA-80xoG3’) ndo pode ser estendido pela telomerase (162).

Apesar de estar bem documentado que o comprimento de teldmeros esta
inversamente correlacionado com a idade cronoldgica, novos estudos mostram
que nao apenas o envelhecimento cronologico, mas também diversos fatores
genéticos e ambientais podem modular o comprimento dos teldmeros. Estudos

gémeos identificaram alta herdabilidade do comprimento de telémeros e muitos
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locais especificos associados ao teldbmero. Com relagdo ao sexo, as mulheres
adultas apresentam maior comprimento de teldmeros. Acredita-se que isso
possa estar associado a maior quantidade de estrogénios que conferem
propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes e pelo seu conhecido efeito por
promover a expressao da telomerase. Com relacdo a etnia, embora o
comprimento de teldbmeros seja mais longo em brancos comparados a negros e
hispanicos, essa diferenga geralmente ndo é estatisticamente significativa se
ndo for ajustado para outros fatores como idade, sexo, historico socioeconémico
e fatores de estilo de vida (163,164).

O estresse psicossocial e 0 sedentarismo estdo relacionados a teldmeros
mais curtos. A obesidade devido ao seu carater de inflamacéao crénica e aumento
da producgao de EROs no tecido adiposo também esta associada a encurtamento
dos teldmeros. Ja a adesédo a dieta mediterranea tem sido associada a teldomeros
mais longos. Alcool e tabaco também estdo associados a comprimento dos
teldbmeros e estao diretamente correlacionados a quantidade de consumo por dia
(163,164).
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3 OBJETIVOS GERAIS

. Determinar quantitativamente a gordura hepatica por ressonancia
magnética

. Avaliar fatores clinicos e metabdlicos associados a gordura hepatica
medida por ressonéncia magnética

. Avaliar a associacdo de DHGNA com concentracdes séricas de IGF-1

. Conduzir um ensaio clinico para avaliar a eficacia de dapagliflozina em
sujeitos com DHGNA determinada por ressonancia magnética com e
sem o diagndstico de diabetes mellitus e avaliagdo de comprimento de

teldbmeros de leucdcitos

. Avaliar a correlagdo de DHGNA com comprimento de teldmeros de

leucocitos
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4 METODOLOGIA GERAL

Os pacientes foram selecionados em clinicas de Radiologia nas cidades de Jo&o
Pinheiro — MG e Paracatu — MG a partir de ultrassonografia abdominal com
evidéncias de esteatose hepatica entre novembro de 2018 a janeiro 2019 apos
aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade Patos de Minas
aprovagao 2.984.312 (anexo 1). Os pacientes selecionados eram convidados a
se consultarem com a pesquisadora para convite para participagdo para a
pesquisa apos explicitar os objetivos e riscos. Os pacientes que aceitaram a
participacdo assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido e foram
submetidos inicialmente a ressonéancia magnética para quantificagdo da gordura
hepatica. Na abordagem de captagdo inicial, selecionamos 55 pacientes, 47
pacientes tiveram a confirmagdo da DHGNA por ressonéncia magnética e foram
incluidos no estudo transversal inicial. Destes pacientes 32 tiveram a analise do
comprimento de teldmeros de leucocitos. A partir dessa mesma amostra
selecionamos inicialmente 23 pacientes para o ensaio clinico piloto com
dapagliflozina que foram seguidos de julho de 2019 a julho de 2020. Cinco
pacientes desistiram de participar do estudo por motivos pessoais e seus dados
foram excluidos. Ao final de 48 semanas (12 meses), acompanhamos 12
pacientes no grupo tratamento (dapagliflozina) e 6 pacientes no grupo placebo.
Esses pacientes recebiam a medicagdo mensalmente com as secretarias da
clinica em cada cidade e assinavam um questionario sobre possiveis efeitos
adversos. Avaliamos também o comprimento de teldmeros de leucocitos em 7
pacientes do grupo tratamento e 2 pacientes do grupo placebo na avaliagéo
inicial (antes do inicio do tratamento) e avaliagdo final (ap6s o inicio do
tratamento). A figura 4 resume o tempo de seguimento da coorte.
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5.CAPITULO 1

FATORES ASSOCIADOS A FRACAQ HEPATICA DE GORDURA
AVALIADA POR RESSONANCIA MAGNETICA NA DOENCA HEPATICA
GORDUROSA NAO ALCOOLICA
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5.1 INTRODUCAO

A doenca hepatica gordurosa nao alcoolica (DHGNA) afeta
aproximadamente 1 bilhdo de pessoas em todo o0 mundo, com uma estimativa
de prevaléncia global de 25% e um impacto crescente na saude humana (17,
166). A DHGNA é caracterizada pela deposigao de triglicerideos nos hepatocitos
na auséncia de causas secundarias e compreende um espectro histoldégico que
varia de esteatose hepatica simples a esteatohepatite n&o alcoodlica (EHNA) e
fibrose (161). A distingdo da esteatose simples para esteatohepatite e fibrose
tem sido avaliados em varios escores ndo invasivos (61), pois a doenca
apresenta morbidade e mortalidade geral e relacionada ao figado significativas
(2, 167).

A patogénese da DHGNA é multifatorial e ndo totalmente compreendida.
Nado obstante, ha evidéncias que apoiam o papel principal da resisténcia a
insulina no desenvolvimento de esteatose hepatica e possivelmente
esteatohepatite, mesmo entre individuos com peso normal e toleréncia a glicose.
De fato, a DHGNA esta associada a outras condi¢des relacionadas a resisténcia
a insulina, como obesidade, sindrome metabdlica (168) e doenga coronariana
(132,169). Além disso, os resultados de estudos clinicos indicam que os agentes
de sensibilizagdo a insulina, como as glitazonas (107,170) e o acido biliar
lipofilico, o acido obeticolico (111), melhoram os resultados relacionados a
DHGNA, como concentracbes séricas de aspartato aminotransferase sérica
(AST) e alanina aminotransferase (ALT) e caracteristicas histologicas de
esteatose e inflamacao.

Fisiopatologicamente, a resisténcia a insulina aumenta a lipdlise
periférica, a captacdo hepatica de acidos graxos e a sintese de triglicerideos,
levando ao acumulo de triglicerideos hepatocelulares (171). O acumulo de
lipidios, por sua vez, pode ser seguido por lipotoxicidade e ativagdo imunoldgica,
que, juntamente com modificadores como fatores genéticos e disbiose, podem
conduzir ao desenvolvimento de esteatohepatite (26). Nesse cenario, é plausivel
que as variaveis relacionadas resisténcia a insulina podem influenciar o grau de
acumulo de gordura hepatica. O conteudo de gordura hepatica pode ser
28quantificado de forma n&o invasiva por técnicas de RM com alta precisao e
reprodutibilidade (54).
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Neste capitulo, apresentamos os resultados da avaliagcao da relagao entre
a esteatose hepatica e a resisténcia a insulina, investigando a associag¢ao entre
o conteudo de gordura hepatica determinado por ressonancia magnética e as
medidas antropométricas e as anormalidades bioquimicas relacionadas a

resisténcia a insulina em pessoas com sobrepeso / obesidade.

5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 Desenho do Estudo

Realizamos um estudo transversal realizado na Unidade de Endocrinologia de
Jodo Pinheiro, Minas Gerais, Brasil, e no Centro Universitario Atenas, em
Paracatu, Minas Gerais, Brasil. O estudo foi realizado de acordo com Declaragao
de Helsinque e aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Patos de Minas,
Minas Gerais, Brasil (Anexo 1). Todos os sujeitos deram consentimento
informado por escrito.

Os critérios de inclusdo adotados foram: adultos com idade superior a 20 anos
com indice de massa corporal (IMC) superior a 25 kg/m? e evidéncia
ultrassonografica de esteatose hepatica. Os critérios de exclusdo foram:
consumo meédio de alcool de mais de 30 gramas / dia para homens e 20 gramas
/ dia para mulheres nos ultimos dez anos, niveis séricos de ferritina acima de
1000 mg / dL, diagndstico prévio de disturbios metabdlicos genéticos, hepatite B
ou C, ou outras doengas hepaticas e o uso de medicamentos que afetam a beta-
oxidagdo hepatica (metotrexato, amiodarona, tetraciclina, tamoxifeno,
quimioterapia).

5.2.2 Procedimentos

Os sujeitos do estudo foram entrevistados e submetidos a avaliagdo clinica para
obtengao de dados demograficos, historia clinica e medidas antropométricas. A
avaliagdo bioquimica incluiu concentragdes séricas de glicose, hemoglobina
glicada (HbA1c), lipoproteinas, AST, ALT, gama-glutamil transferase (GGT),
ferritina, saturagdo de transferrina, tireotropina (TSH). Testes soroldgicos para
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exclusao de infecg¢ao pelos virus da hepatite B e C também foram realizados. As
concentragbes séricas de insulina no plasma em jejum foram obtidos de
participantes com tolerancia normal a glicose.

O Modelo Homeostatico de Avaliacdo da Resisténcia a Insulina (HOMA-IR) foi
calculado por meio da seguinte férmula: [glicose de jejum (mg / dL) x insulina de
jejum (muUl / L)] / 405 (28). As concentragbes séricas de HbA1c foram
quantificados por meio de cromatografia liquida de alta performance.

O escore BARD foi calculado da seguinte forma: relagdo AST / ALT> 0,8: 2
pontos / IMC> 28 kg / m2: 1 ponto; a presencga de diabetes: 1 ponto (68). O indice
FIB-4 foi calculado da seguinte forma: (Idade [anos] x AST [U / L]) / (plaquetas
[109 XNALT [U / L)) (64).

5.2.3 Avaliacao Quantitativa da Fracao Hepatica de Gordura por
Ressonéncia Magnética Técnica de Desvio Quimico

Todos os participantes foram submetidos a ressonéncia magnética usando um
scanner de corpo inteiro de 1,5 T (Philips Multiva). As imagens foram adquiridas
por sequéncias multiplanares ponderadas em GE-T1, T2-TSE, SIT, In e Out-
Phase em duas 2 medidas, uma em cada lobo e expressas como valor médio.
Os parédmetros de imagem foram TR = 214 ms, TE 4,6 ms para in phase e 2,3
ms para out phase, intervalo de corte de 1 mm, tamanho da matriz 216 x 162 e
um tempo total de varredura de 18 s (uma unica apneia) (172). O grau de
conteudo lipidico hepatico foi estimado pelo calculo da fracdo hepatica de
hepatica (FHG) usando a seguinte formula: FHG = [(SIT1IP — SIT10P) / (2x
SIT11P)] x 100, em que SIT1IP é a razdo da intensidade do sinal hepatico para
intensidade do sinal esplénico em imagens ponderadas em T1 em fase (in
phase) e SIT10P ¢ a raz&o entre a intensidade do sinal hepatico e a intensidade

do sinal esplénico em imagens ponderadas em T1 fora de fase (out phase) (50).

5.2.4 Analise Estatistica

As variaveis continuas (idade, IMC, circunferéncia da cintura, concentragdes
séricas de glicose no em jejum, concentragdes séricas de insulina em jejum,

HOMA-IR, concentragdes séricas de colesterol e triglicerideos, concentragbes
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séricas de enzimas hepaticas, concentragdes séricas de ferritina, FHG,
pontuagéo de FIB4 e pontuagdo de BARD) foram apresentadas como mediana
e intervalo interquartil, de acordo com sua distribuicdo assimétrica avaliada pelo
teste de D'Agostino-Pearson. O teste de Mann-Whitney foi usado para comparar
variaveis continuas entre homens e mulheres. Variaveis categoricas (sexo, DM2,
tratamento para diabetes, valores de HOMA-IR acima da referéncia, enzimas
hepaticas e ferritina séricas acima da faixa de referéncia foram apresentadas
como frequéncias, e o teste exato de Fisher foi usado para compara-las entre os
homens e mulheres.

Ndés agrupamos os sujeitos do estudo em 2 grupos, de acordo com os resultados
da FHG abaixo e acima da média, e comparamos as variaveis categoricas e
continuas entre os dois grupos usando o teste exato de Fisher e o teste de Mann-
Whitney, respectivamente. A correlagcdo entre FHG e variaveis clinicas e
bioquimicas continuas entre homens e mulheres foi avaliada por meio da
correlacdo de Spearman. Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. A analise dos dados foi realizada com o GraphPad Prism verséo
9.0.

5.3 RESULTADOS

5.3.1 Caracteristicas da Populagcao do Estudo

Foram incluidos 47 individuos com DHGNA, e suas caracteristicas sao
apresentadas na Tabela 1. A mediana de idade foi de 39 anos, a maioria era do
sexo masculino (29; 61,7%). Treze (27,7%) participantes tinham o diagnostico
de DM2 e faziam tratamento com metformina, em monoterapia ou em
combinagdo com um segundo anti-hiperglicemiante. Doze (25,5%)
apresentavam hipertenséo arterial sistémica e 4 (8,5%) tratavam hipotireoidismo.
A maioria (37; 78,7%) era sedentaria. Sete individuos estavam com sobrepeso
(4 homens e 3 mulheres) e 40 com obesidade (25 homens e 15 mulheres). A
resisténcia a insulina, definida pelo HOMA-IR > 2,8, foi observada em 18
individuos, compreendendo 52,9% dos participantes com tolerancia normal a
glicose. A mediana de FHG foi de 15,9%, e um total de 42,5% e 80,8% dos
individuos incluidos exibiram concentracdes séricas de AST e ALT acima do
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limite superior da normalidade, respectivamente, embora os valores medianos

estivessem apenas ligeiramente elevados (abaixo de trés vezes o limite superior

da faixa normal). Os valores do indice FIB4 e do escore BARD foram

consistentes com baixo risco de fibrose hepatica. Os homens apresentaram

concentragdes séricas de ferritina significativamente mais elevados do que as

mulheres e as mulheres hemoglobina glicada mais elevada, mas outras

caracteristicas clinicas foram semelhantes em homens e mulheres (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas dos participantes do estudo transversal.

Caracteristicas Todos Homens Mulheres p’
Numero (%) 47 29 (61.7) 18 (38,3) -
Idade — anos 39 39 50 0,05

(36-54) (32,5-49) (36,7-60,7)

DM2 —n (%) 13 (27,7) 7 (53,8) 6 (46,2)
Metformina — n(%) 13 (100) 7 (100) 6(100)
Sulfonilureia — n(%) 4 (30,7) 1(7,7) 3 (23)
Dapagliflozina — (%) 4 (30,7) 2 (38,6) 2(3,3)

Liraglutida — n(%) 2 (15,4) 1(7,7) 1(16,6)
Empaglifozina — 1(8.33) 1(16.6) 0

n(%)

Caracteristicas Todos Homens Mulheres p’

CA (cm) 105 105 100,5 0,61

(96-118) (98,5-115,5) (93.2-118.5)



Caracteristicas

|lJ — mUI/L 2

HOMA-IR 2

HOMA-IR > 2,8 no.

(%) 2

HbA1c

CT - mg/dL

HDL-C — mg/dL

TG — mg/dL

AST - U/L

Caracteristicas

ALT - U/L

ALT > ULNR —n. (%)

Todos
12,5
(8,7-21)

2,98

(1,8-4,5)

18 (52,9%)

5,6

(5,3-6,22)

189

(172,3-216)

42

(37-52,2)

156

(118,3-222)

33

(28-44)

Todos

47

(40-67)

38 (80,8)

Homens

11,9

(8,8-18,6)

2,96

(1,8-4,1)

12 (54,5)

54

(5,22-5,92)

189

(173-209,5)

41

(35-48)

158

(125,5-245)

33

(28,5-46)

Homens

48

(41,5-68)

26 (89,6)

Mulheres

12,4

(7,1-23,1)

3,25

(1,5-5,1)

6 (50,0)

5,8

(5,6-6,85)

189

(162-229)

47

(39,5-58,6)

149

(112-200)

35

(27,5-46,2)

Mulheres

47

(31,2-65,7)

12 (66,6)

102

0,85

0,87

>0,99

0,04

0,73

0,09

0,66

0,86

0,34

0,05



Caracteristicas

GGT > ULNR — n. (%)

Ferritina (ng/mL)

Ferritina > ULNR —

no. (%)

FHG por RM —n. (%)

FIB4 score

BARD score

Todos

34 (72)

366,4

(165,5-540,5)

24 (51)

19

(13,8-30)

0,96

(0,66-1,1)

1

(1-2)
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Homens Mulheres p’

26 (89,6%) 11(61,1%) 0,17

472,2 142 <0,0001
(305,8-  (60,4-292,1)
625,3)

20 (68,9) 4(22,2)  0,0001

23 16,1 0,26
(15,5-33,5)  (13,5-25,8)
0,81 1,15 0,23
(0,63-1,17)  (0,73-1,24)
1 1 0,14
(1-2) (1-3)

Valores apresentados como mediana (intervalo interquartil).

" valor de p pelo teste de Mann-Whitney para varidveis continuas e teste exato de Fisher para

variaveis categoricas.

2 Avaliado apenas em participantes com tolerancia normal a glicose.

ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; IMC: indice de massa

corporal; GJ: glicose plasmatica de jejum; IJ: insulina plasmatica em jejum; FIB4: fibrose-4;

HbA1c: hemoglobina glicada; HDL-C: colesterol de lipoproteina de alta densidade; FHG: fragédo

de gordura hepatica; HOMA-IR: Modelo Homeostatico de Avaliagdo da Resisténcia a Insulina;

LDL: lipoproteina de baixa densidade; CT: colesterol total; TG: triglicerideo; ULNR: limite superior

da faixa normal; CC: circunferéncia da cintura.
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5.3.2 Variaveis Clinicas e Bioquimicas de acordo com o Grau de Fragao

Hepatica de Gordura

Examinamos a associagao entre as variaveis clinicas e bioquimicas e a FHG
determinada por ressonancia magnética agrupando os sujeitos do estudo em
dois grupos, de acordo com se o FHG estava abaixo ou acima do valor mediano
do FHG (15,9%). As concentragcbes seéricas de triglicerideos seéricos foram
significativamente maiores entre os individuos com FHG acima da mediana
(Figura 1C). Na&o houve diferenca com relagdo a idade, variaveis
antropométricas, concentracdes séricas de enzimas hepaticas ou outras
variaveis bioquimicas relacionadas ao metabolismo da glicose e resisténcia a
insulina e concentracdes séricas de IGF-1 (Figura 1), de acordo com o grau de
FHG. Também nao encontramos diferenga de género, frequéncia de DM2 e
escores de FIB4 e BARD de acordo com a FHG.
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Figura 1 - Associacdo entre as variaveis clinicas e bioquimicas e a FHG de acordo a
mediana da FHG avaliadas pelos testes de Fisher e Mann-Whitney.

A —ldade > p 50: 41 anos < p 50: 38 anos (p 0,49); IMC > p 50: 33,8 kg/m? < p50: 33,8
kg/m? (p 0,60); CA > p 50: 105 cm < p 50: 103 cm (p 0,86);

B — AST > p 50: 37 U/L < p 50: 31 U/L (p 0,28); ALT > p 50: 56,4 U/L < p 50: 48,8 U/L
(p 0,28); GGT > p 50: 86,1 U/L < p 50: 56,1 anos (p 0,17);

C - HbA1c>p 50: 5,3 % < p 50: 5,6% anos (p 0,20); HOMA-IR > p 50: 3,52 < p 50 2,69
(p 0,21); TG > p 50: 182,9 mg/dL < p 50: 102,4 mg/dL (p 0,001); Ferritina > p 50: 417,9
ng/dL < p 50:322,9 ng/dL (p 0,97).

5.3.3 Correlagao entre Variaveis Clinicas e Bioquimicas e Fragao Hepatica

de Gordura

Também examinamos a correlagao linear entre FHG e variaveis clinicas e
bioquimicas. Quando homens e mulheres foram considerados juntos e
independentemente do status de tolerancia a glicose, nenhuma das variaveis
avaliadas se correlacionou com FHG. No entanto, a analise de subgrupo com
base no sexo indicou que as concentragdes séricas de insulina no plasma em
jejum e HOMA-IR foram positiva e moderadamente correlacionados com a FHG

em homens, mas ndo em mulheres, entre os participantes com tolerancia normal
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a glicose (Tabela 2). As concentragdes séricas de glicose em jejum foram
moderadas e significativamente correlacionadas com a FHG em mulheres, mas

ndao em homens (Tabela 2).

Tabela 2. Correlagao entre a fragdo de hepatica de gordura e variaveis clinicas
e metabdlicas.

Caracteristicas Todos' p Homens! p Mulheres' p
value
Numero 47 29 18 -
Idade — anos 0,06 0,99 0,88 0,96 0,33 0,17
IMC (kg/m?) 0,03 0,81 0,09 0,60 -0,03 0,88
CC (cm) -0,04 0,74 0,11 0,59 -0,18 0,58
GJ —mg/dL 0,20 0,17 0,03 0,87 0,65 0,003
IJ —mUI/L 0,30 0,08 0,53 0,01 -0,10 0,73
HOMA-IR 0,29 0,10 0,46 0,03 0,02 0,94
HbA1c — % 0,10 0,48 0,01 0,87 0,40 0,11
CT —mg/dL -0,01 0,92 0,12 0,50 -0,22 0,38
HDL-C — mg/dL -0,12 0,40 -0,04 0,83 -0,22 0,37
TG — mg/dL 0.05 0.72 0.22 0.24 0.10 0,69
AST - U/L 0,26 0,06 0,27 0,15 0,35 0,24
ALT - U/L 0,24 0,10 0,08 0,65 0,36 0,13

GGT - UL 0,02 0,87 0,05 0,79 0,17 0,49
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Caracteristicas Todos' p Homens! p Mulheres' p
value

Ferritina 0,16 0,26 0,08 0,65 0,23 0,36

(ng/mL)

FIB4 0,13 0,37 0,09 0,61 0,32 0,18

BARD 0,05 0,72 0,06 0,75 0,45 0,05

! Valores apresentados como r> Spearman.

ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; IMC: indice de massa
corporal; GJ: glicose plasmatica de jejum; IJ: insulina plasmatica em jejum; FIB4: fibrose-
4; HbA1c: hemoglobina glicada; HDL-C: colesterol de lipoproteina de alta densidade;
HFF: fragdo de gordura hepatica; HOMA-IR: Modelo Homeostatico de Avaliagdo da
Resisténcia a Insulina; LDL: lipoproteina de baixa densidade; CT: colesterol total; TG:

triglicerideo; CC: circunferéncia da cintura.

5.4 DISCUSSAO

Neste estudo investigamos se as caracteristicas clinicas e bioquimicas de
resisténcia a insulina e sindrome metabdlica estavam associadas ao conteudo
de gordura hepatica avaliado por ressonancia magnética entre individuos com
DHGNA e sobrepeso / obesidade. Selecionamos sujeitos com caracteristicas
homogéneas quanto ao estado nutricional, mas que variaram em relagdo a
outras caracteristicas, como idade, sexo e alteragcdes bioquimicas relacionadas
a resisténcia a insulina. Esses dados permitiriam a identificacdo de fatores que
interagem com o sobrepeso / obesidade para levar ao acumulo de lipidios
hepaticos. As concentragdes séricas de triglicerideos foram significativamente
maiores entre os individuos com FHG acima da mediana, e a analise de
subgrupo indicou que as concentragdes séricas de insulina no plasma em jejum

e HOMA-IR foram significativamente correlacionadas com o conteudo de
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gordura hepatica em homens com tolerancia normal a glicose, e as
concentragbes séricas de (glicose em jejum foram significativamente
correlacionados com a hepatica teor de gordura em mulheres,
independentemente do estado de tolerancia a glicose.

Estudos de base populacional indicam que a prevaléncia de DHGNA é
maior entre os homens do que entre as mulheres (173,174), embora os
individuos com DHGNA e peso corporal normal, descritos como “DHGNA
magros”, sejam mais frequentemente mulheres. As razdes para as diferengas de
género na prevaléncia de DHGNA nao sao completamente compreendidas, e o
papel de fatores como resisténcia a insulina, metabolismo hepatico do alcool e
horménios sexuais ndo esta claramente definido (175). Por outro lado, se ha
diferengas de género na associagéo de variaveis antropomeétricas e metabdlicas
com o conteudo de gordura hepatica entre individuos com DHGNA estabelecida,
permanece amplamente inexplorado. Neste estudo, avaliamos homens e
mulheres de peso semelhante apresentando evidéncias ultrassonograficas de
esteatose hepatica, que foi posteriormente confirmada pela observacdo de
fracdo hepatica de gordura superior a 5% determinada por RM.

Noés investigamos a associagao entre o conteudo de gordura hepatica e
variaveis clinicas e bioquimicas usando duas abordagens. Primeiro, agrupamos
os sujeitos do estudo de acordo com o DHGNA abaixo ou acima da mediana da
FHG. Descobrimos que as concentragdes seéricas de triglicerideos séricos foram
significativamente maiores entre os individuos com FHG acima da mediana
quando comparados com aqueles com FHG abaixo da mediana. Nenhuma das
outras variaveis clinicas, antropométricas e metabdlicas examinadas foi
associada ao quartil de gordura hepatica. Em seguida, avaliamos se a FHG
considerada como variavel continua estava correlacionada com a idade, IMC,
circunferéncia da cintura, medidas séricas de glicose e homeostase lipidica,
concentracdes sericas de enzimas hepaticas e concentracbes séricas de
ferritina. Na amostra geral, nenhuma dessas variaveis foi correlacionada com o
conteudo de gordura hepatica, mas a analise de subgrupo indicou que as
concentragdes seéricas de insulina no plasma em jejum e HOMA-IR foram
moderadas e positivamente correlacionados com a fragdo de gordura hepatica
entre homens, mas ndo mulheres, entre participantes com tolerancia normal a

glicose. Nossos achados gerais sao consistentes com aqueles de estudos
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anteriores que abordaram o desempenho de anormalidades metabdlicas para
prever o conteudo de gordura do figado quantificado por RM.

Lallukka et al (2017) avaliaram 97 individuos com sobrepeso e
descobriram que as medidas de composi¢ao corporal e de anormalidades de
glicose e metabolismo de lipidios falharam em prever o conteudo de gordura
hepatica no inicio e apdés um acompanhamento médio de 11 anos (176). Da
mesma forma, Costanzo et al (2019) mostraram que medidas de composi¢cao
corporal e relacionadas a resisténcia a insulina explicaram apenas 8,7% da
variacdo de FHG entre criangas obesas (177). Os achados de nosso estudo e
de estudos anteriores sugerem que pode ser dificil prever o grau de acumulo de
gordura hepatica em individuos com obesidade apenas com base em medidas
clinicas e bioquimicas obtidas rotineiramente na pratica clinica.

O desempenho das anormalidades metabdlicas para prever o grau de
conteudo de gordura hepatica deve ser interpretado a luz da significancia da
quantificacdo de gordura hepatica determinada por ressonancia magnética. A
ressonancia magnética com desvio quimico é atualmente reconhecida como um
meétodo preciso e altamente sensivel para a avaliagdo do conteudo de gordura
hepatica em adultos (53, 178) e criangas (179) com DHGNA, com vantagens
sobre a avaliagao histologica por ser nao invasivo e reprodutivel (180). Apesar
de seu valor diagndstico para quantificagdo do acumulo de gordura hepatica
(181), a ressonancia magnética pode ser uma ferramenta limitada para
discriminar entre DHGNA leve e EHNA ou fibrose hepatica. Isso € digno de nota,
visto que a identificacdo de esteatohepatite e fibrose no curso da DHGNA € um
aspecto critico de seu manejo.

Permutt et al. (2013) relataram uma estreita correlagcdo entre o conteudo
de gordura hepatica determinado por ressonancia magnética e o grau de
esteatose na avaliagdo histologica em 51 individuos com DHGNA. A fragdo de
gordura hepatica meédia foi de 8,9%, 16,3% e 25% nos graus 1, 2 e 3 de
esteatose, respectivamente. No entanto, os individuos com fibrose em estagio 4
exibiram um menor grau de esteatose na avaliagao histoldgica e por ressonéncia
magnética quando comparados aqueles com fibrose em estagio 0 a 3 (55).
Esses achados sugerem que a esteatose ndo esta linearmente relacionada a
gravidade da DHGNA e poderia explicar a falta de correlagao entre a gravidade

da doenca com os marcadores, como concentragcbes séricas de enzimas
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hepaticas e ferritina e o conteudo de gordura hepatica aqui observado. No
entanto, € mais provavel que tenhamos incluido individuos com DHGNA n&o
grave neste estudo. Embora ndo tenhamos realizado avaliagdo histologica para
detectar esteatohepatite ou fibrose, usamos duas ferramentas n&o invasivas
para prever o risco de fibrose hepatica. Tanto o indice FIB-4 quanto o escore
BARD séo relatados como tendo bom desempenho diagndstico, especialmente
para excluir fibrose avancada (182,64,68), prevendo um baixo risco geral de
fibrose hepatica nos individuos incluidos, sugerindo que o conteudo de gordura
hepatica pode variar significativamente entre os pacientes com DHGNA nao
grave.

A quantificagcdo da gordura hepatica também foi abordada como uma
ferramenta para monitorar a resposta ao tratamento com DHGNA, mas néo esta
claro se as mudangas na gordura hepatica predizem mudangas nos resultados
histolégicos além da esteatose (183). Em uma analise secundaria do ensaio
MOZART, que randomizou individuos com EHNA para receber ezetimiba 10 mg
/ d ou placebo por 24 semanas, Patel et al. (2016) relataram que o grau de
declinio da gordura hepatica determinado por ressonéncia magnética foi
associado a resposta histolégica (57). Por outro lado, em um ensaio de controle
randomizado mais recente que investigou o efeito do tratamento com
pioglitazona na EHNA, a redugao do conteudo de gordura hepatica avaliada por
ressonancia magnética foi correlacionada com uma reducado na esteatose, mas
ndao com melhora de outros resultados histologicos, como anormalidades
inflamatorias ou fibrose (58). Portanto, as evidéncias atuais de estudos clinicos
que abordam o desempenho da quantificacdo da gordura hepatica por
ressonancia magnética para prever a gravidade da DHGNA ou para monitorar
sua resposta ao tratamento suportam que a gordura hepatica determinada pela
ressonancia magnética € uma ferramenta limitada para avaliar as caracteristicas
criticas da DHGNA, como inflamacao e fibrose. No entanto, se a combinagao da
avaliacdo da gordura hepatica e outros marcadores poderiam auxiliar na
avaliacdo da gravidade da DHGNA, ainda nao foi estabelecido.

E importante ressaltar que estudos anteriores abordaram o desempenho
de marcadores clinicos e bioquimicos de resisténcia a insulina e sindrome
metabdlica para predizer a gravidade do acumulo de gordura no figado, avaliada
por ultrassonografia, em individuos de diferentes popula¢gdes e com diferentes
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status de tolerancia a glicose. Estudo chinés avaliando 7.759 criangas e
adolescentes encontrou uma prevaléncia de DHGNA por US de 4,36%, maior
em meninos comparado as meninas (5,61% vs. 1,9%, P <0,001), e esta
prevaléncia foi positivamente correlacionada com a raz&o nao-HDLc/ HDLc (p
<0,001) (178). Estudo longitudinal com acompanhamento de 5 anos de 20.628
homens coreanos sem resisténcia insulinica (HOMA-IR <2,7) no baseline da
avaliacdo mostrou que a taxa de incidéncia de RI aumentou de acordo com o
grau de DHGNA avaliada por US (normal: 11,6%, leve: 28,8%, moderada a
grave: 40,5%, P <0,001). O modelo de riscos proporcionais de Cox mostrou que
o HR para Rl aumentou proporcionalmente ao grau de DHGNA leve 1,19 (1,02-
1,39), moderado a grave 1,32 (1,08-1,5) (184). O fato de os marcadores
especificos de resisténcia a insulina associados a gravidade dos achados
ultrassonograficos na DHGNA variarem em cada estudo sugere que a referida
associacao pode ser modificada por outros fatores, como caracteristicas
genéticas e estado de tolerancia a glicose. Estudo avaliando conteudo hepatico
de gordura por RM em 113 adultos sem obesidade e sem diabetes, encontrou
HOMA-IR significativamente correlacionado com o conteudo de triglicerideos
hepaticos (r: 0,76; p <0,0001) e mesmo no grupo magro com DGHNA, HOMA-
IR estava significativamente maior (p <0,001) do que o grupo com sobrepeso
sem DHGNA. A resisténcia a insulina foi independentemente associada com
DHGNA, mas ndo com a circunferéncia da cintura ou IMC (185).

Dessa forma, embora em alguns estudos a determinagéo
ultrassonografica de gordura hepatica aumentou com o aumento de triglicerideos
(186, 187), glicose (188) e concentragbes seéricas de enzimas hepaticas
(186,187) e com niveis decrescentes de colesterol HDL (186,188), o fato de que
os marcadores especificos de resisténcia a insulina associados a gravidade de
achados ultrassonograficos na DHGNA variaram em cada estudo sugere que a
associacdo acima mencionada pode ser modificada por outros fatores, como
genéticos e caracteristicas do status de tolerancia a glicose. Os resultados de
estudos envolvendo avaliagdo ultrassonografica da gordura hepatica em
DHGNA (189) contrasta com aqueles relatados em estudos que avaliam o
conteudo de gordura hepatica por ressonancia magnética (57,58), incluindo o
presente estudo. Nao é possivel comparar precisamente o desempenho de
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ultrassonografia e ressonéncia magnética na determinacdo do acumulo de
gordura no figado, uma vez que o primeiro ferramenta qualitativa e depende mais

significativamente do operador.

N&o encontramos associagao significativa entre as concentragdes séricas
de ferritina sérica e a fragdo hepatica de gordura. Varios estudos avaliaram se
concentragbes séricas de ferritina sérica estaria associada a gravidade da
DHGNA conforme citaremos a seguir. Mousavi avaliou 30 pacientes com
DHGNA definida por histologia, com idade média de 37,9 anos e IMC médio de
26,5. Onze (36,7%) pacientes apresentaram niveis de ferritina acima de 200
ng/L. Os homens apresentaram ferritina significativamente mais altos que as
mulheres (280,08 + 222,92 vs. 97,27 £ 102,77, p = 0,011). Também nesse estudo
nao houve correlagado entre concentragdes séricas de ferritina e idade, indice de
massa corporal (IMC), concentragdo de enzimas hepaticas, glicemia em jejum

ou lipidios séricos (190).

Amin avaliou 40 pacientes diabéticos tipo 2 diagnosticados com DHGNA
por indice de figado gorduroso ao US (grupo |), 40 pacientes diabéticos sem
DHGNA (grupo Il) e 15 pessoas aparentemente saudaveis, com idade e sexo
pareados como grupo controle (grupo IllI). A ferritina sérica estava
significativamente aumentada no grupo | DM com DHGNA em comparag&o com
outros dois grupos. Houve correlagao positiva significativa entre ferritina sérica e
idade, duracéo do diabetes, peso, IMC, relacao cintura quadril, pressao arterial
sistdlica e demais variaveis metabdlicas no grupo DHGNA. Houve uma
correlagao significativa entre a ferritina sérica e a duragcéo do diabetes, presséo
arterial sistolica e diastdlica, glicemia em jejum comparado ao grupo sem
DHGNA (191).

Estudo transversal chinés envolvendo 2029 adultos, entre 35 e 70 anos
com peso normal comparou concentragdes séricas de ALT e ferritina sérica (FS).
Comparados aos controles, individuos com DHGNA apresentaram maiores
concentracgdes de ferritina sérica Q1 ferritina < 21 mcg/dL vs Q4 > 88,5 mcg/dL,
(OR =4,64, IC 95%: 3,21-6,71 p <0,001) e ferritina alta estava associada a um
risco aumentado de DHGNA para o quartil mais alto versus o mais baixo no
modelo ndo ajustado. Apos o ajuste para idade, sexo e IMC (modelo 1), os
resultados (OR = 3,51, IC 95%: 2,31-5,34) permaneceram semelhantes aos ORs
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brutos. A analise da curva ROC revelou uma capacidade preditiva de ferritina
sérica elevada para DHGNA com uma area da curva de 0,660 (IC 95%, 0,63-
0,69). Além disso, ferritina alta foi significativamente associado ao aumento do
risco de elevagdo da ALT (OR = 1,84, IC 95%: 1,32-2,55). Nas analises
estratificadas por sexo e idade, as associag¢des positivas de FS com o risco de
DHGNA e ALT elevado foram observadas apenas nas mulheres e no grupo de
35 a 49 anos (192).

Estudo transversal coreano avaliou ferritina e DHGNA definida por US. A
concentragdo sérica média de ferritina (FS) foi de 149,5 + 60,4 ng/mL nos
homens e 42,1 + 35,1 ng/mL nas mulheres. A concentragdo de FS aumentou
significativamente em homens com obesidade (163,9 + 58,6 ng/dL vs. 143,5 +
60,2 ng/dL p 0,008), SM (171,4 + 64,2 ng/dL vs. 145,1 + 58,7 ng/dL p 0,010),
DHGNA a US (157,5 + 63,1 ng/dL vs. 142,9 + 57,4 ng/dL p 0,042) e indice de
figado gorduroso =60 (165,1 + 64,3 ng/dL vs. 145,2 + 58,7 ng/dL p 0,029). Entre
mulheres, apenas a incidéncia de DHGNA a US aumentou significativamente
com o aumento do quartil de concentragao sérica de ferritina (1,9%, 3,8%, 3,4%,
6,1% p 0,012). A concentragéo sérica de ferritina aumentou significativamente a
medida que a gravidade do DHGNA aumentou de normal para grave (normal:
142,9 £ 57,4; leve: 142,2 + 57,9; moderada: 166,2 + 68,4; moderada: 166,3 +
68.,4; grave: 200,4 + 49,0 ng/ mL p <0,001) (193).

Estudo indiano avaliou dados de DHGNA definida por histologia em um
periodo de trés anos. Cinquenta e cinco dos 250 pacientes com DHGNA com
esteatose ao US e transaminases aumentadas (> 40 Ul/L) foram submetidos a
bidpsia hepatica. A estratificagdo foi realizada de acordo com a histologia: 1) com
ou sem inflamacéo, mas sem fibrose e EHNA com fibrose / cirrose. Entre os 55
pacientes, esteatose (com ou sem inflamagdo, mas sem fibrose/baldo) foi
observada em 35 pacientes, fibrose/balonizacdo em 14 pacientes e cirrose em 6
pacientes. Embora FS tenha sido baixa em individuos indianos, mesmo valores
dentro da faixa aparentemente normal indicavam fibrose e cirrose: média nos
grupos com DHGNA e EHNA com cirrose 39,4 e 72,7 ng/mL, respectivamente
(p <0,001). Entre os controles foram de 51,2 e 35,2 ng/mL, respectivamente (p
<0,05). A area sob a curva ROC da ferritina sérica com o valor de 48,0 ng/mL foi

de 0,779. Houve correlacdo entre Fibroscan e transaminases: Fibroscan e
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ferritina sérica foi de 0,9864 enquanto o de AST e ALT foi de 0,69. A ferritina
sérica no ponto de corte de 48 ng/mL diferenciou significativamente os pacientes
com fibrose e maior média de kPa ao Fibroscan (10,9 vs 18,3 p< 0,05) assim
como plaquetas (264 vs 160 per mL p < 0,05) (194).

Também mostramos que as concentragdes séricas de ferritina foram
significativamente mais baixos nas mulheres do que nos homens. Isso nao foi
observado em estudo anterior realizado por Buzzetti para investigar a
associagao entre a ferritina sérica e a gravidade da DHGNA. Os autores
relataram que nao houve diferenga de género nas concentragdes séricas ferritina
sérica, aléem de descreverem que nao estava associada a esteatohepatite, mas
aumentava na presenca de F3 e diminuia na presenca de fibrose F4 em
comparagao com FO-F1 (195). No entanto, os dados do ultimo estudo ndo s&o
facilmente comparaveis com os dados aqui apresentados porque Buzzetti et al.
(2019) avaliaram individuos mais velhos em geral (idade média de 47 anos) do
que os incluidos neste estudo (idade mediana de 38 anos), e examinaram
resultados diferentes, de modo que nao € possivel descartar que as mulheres
incluidas em nosso estudo tiveram DHGNA mais leve e, portanto, concentragcbes
mais baixas de ferritina sérica.

Acreditamos que mais estudos devem avaliar se concentragcbes séricas
de ferritina sérica podem ajudar a identificar pacientes com DHGNA e teor de
gordura hepatica determinado por ferramentas nao invasivas, como a
ressonancia magneética.

Curiosamente, quando examinamos a correlacdo entre o conteudo de
gordura hepatica e as anormalidades bioquimicas relacionadas a resisténcia a
insulina, observamos que as concentragdes séricas de insulina no plasma em
jejum e HOMA-IR estavam correlacionados com a gordura do figado apenas em
homens, e os niveis de glicose no plasma em jejum estavam correlacionados
com a FHG apenas entre as mulheres. Estudos futuros devem avaliar se ha
dimorfismo sexual na relagdo entre resisténcia clinica e bioquimica e resisténcia
a insulina e niveis de glicose em jejum.

Em nosso estudo incluimos 13 pacientes com DM2. Portadores de
DHGNA tém risco 2 a 6 vezes maior de diabetes tipo 2 e/ ou doenga
cardiovascular. Esse risco € particularmente alto se houver obesidade abdominal
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e principalmente se houver resisténcia a insulina (196). A DHGNA é altamente
prevalente em pacientes com sindrome metabdlica e todos os seus
componentes se correlacionam com o grau de conteudo de gordura hepatica.
Pacientes com DM2 mesmo com concentragdes seéricas normais de ALT
apresentam alta prevaléncia de esteatose quando avaliados por RM (197).

A resisténcia a insulina gera sobrecarga sobre as células beta
pancreaticas para produzir mais insulina. Em alguns individuos, isso resulta no
comprometimento progressivo da fungédo das células beta pancreaticas e, por
sua vez, em aumento do risco para DM2. Mas essa progressao nao € linear, pois
depende de predisposi¢cdes ou prote¢cdes genéticas e os individuos podem ou
nao ter deterioracdo dos mecanismos compensatérios de reparo hepatico,
levando-os de DHGNA para EHNA (198). A DHGNA "metabdlica" e "genética"
identificam dois fendtipos diferentes: o primeiro esta associado a Rl e a redugao
da flexibilidade metabdlica e muitas evidéncias indicam que a Rl pode preceder
DHGNA "metabdlica". A DHGNA 'genética’' ndo esta necessariamente associada
a Rl ou lipotoxicidade, mas ao excesso de ingestao calorica e ao aumento da
gordura total que aumentam sinergicamente o risco de progressao da doenga
hepatica no DHGNA 'genético' (199).

O potente efeito inibitdério da insulina na lipase sensivel ao hormdnio
(HSL), que é o principal regulador da liberagdo de AGLs pela lipdlise do tecido
adiposo, é prejudicado devido a resisténcia a insulina, resultando em um
aumento na liberagao de AGL do tecido adiposo e influxo de AGLs para o figado.
Além da HSL, a lipase trigliceridica adiposa (ATGL) também esta envolvida na
lipdlise (200).

A relagcdo entre causa ou consequéncia de DHGNA e DMZ2 ainda
permanece aberta. Estudo coreano avaliou 70.303 individuos com IMC normal e
sem diabetes por 7,8 anos e mostrou que mesmo individuos sem obesidade
central, mas apresentando esteatose ao US, o risco para diabetes incidente no
seguimento foi de 2,17 (1,56-3,03) para homens e 2,86 (1,50-5,46) para
mulheres (201).

A relacao entre hiperglicemia/DM2 e DHGNA esta bem estabelecida em
varias populagdes como estudo indiano avaliou 464 pacientes com DHGNA e
181 pacientes controle. Os pacientes com DHGNA apresentaram glicemia em
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jejum (101,88 vs 90,87 mg/dl) e triglicerideos (196,16 vs 133,20 mg/dl)
significativamente mais elevados (202). Lomonaco e cols avaliou 154 pacientes
com obesidade divididos em quatro grupos: 1) controle (sem DM2 ou DHGNA),
2) DM2 sem DHGNA, 3) DM2 com esteatose isolada e 4) DM2 com EHNA. Os
parametros metabdlicos pioraram progressivamente com a presenca de DM2 e
o desenvolvimento de esteatose hepatica, com pior hiperinsulinemia, resisténcia
a insulina e dislipidemia (hipertrigliceridemia e baixo HDL-c) naqueles com EHNA
(p <0,001) (203).

Estudo realizado na Malasia avaliando 557 pacientes por elastografia
transitoria (idade média de 61,4 + 10,8 anos, sexo masculino 40,6%). A
prevaléncia de DHGNA e fibrose avangada baseada em elastografia transitoria
foi de 72,4% e 21,0%, respectivamente. Na analise multivariada, os fatores
independentes associados a DHGNA foram obesidade central (OR 4,856, IC
95% 2,749-8,577, p = 0,006), triglicerideos (OR 1,585 IC 95% 1,056-2,381, p
=0,026) e concentragdes sericas de ALT (OR 1,047 IC 95% 1,025-1,070, p
<0,001) enquanto fibrose avangada foi associada ao HDLc (OR 0,355, IC 95%
0,126-0,997, p 0,049), ALT (OR 1,023, IC 95% 1,009 -1,037, p 0,001), GGT (OR
1,005, IC 95% 1,001,008, p 0,017) e plaquetas (OR 0,995, IC 95% 0,992-0,999,
p 0,010). Curiosamente ndo teve relagdo com duragcdo do diabetes (sem
DHGNA maior tempo de doenga 17,9 anos x 15,8 8 anos p 0,04) e mesmo
controle glicémico por HbA1c 7,7% em ambos os grupos (204).

Metanalise de um total de 19 estudos observacionais com 296.439
individuos (30,1% com DHGNA) identificou quase 16.000 casos de diabetes
incidente ao longo de uma mediana de 5 anos. Pacientes com DHGNA tiveram
um risco maior de diabetes incidente do que aqueles sem DHGNA (taxa de risco
de efeitos aleatdrios com RR 2,22, IC 95% 1,84-2,60). Ressalta-se que, embora
a DHGNA esteja significativamente associada a um risco duas vezes maior de
diabetes incidente, o desenho observacional dos estudos elegiveis n&o permite
provar a causalidade (205). Revisao sistematica de Lalluka avaliou que, em 12
dos 14 estudos, GGT ou ALT ou AST ou uma combinagdo dessas enzimas foi
um preditor significativo de DM2, independentemente da idade, IMC e consumo
de alcool. A GGT foi um preditor significativo em 10 de 11, ALT em 10 de 13 e

AST em trés dos sete estudos. GGT e ALT previram DM2 mesmo na faixa
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normal. ALT menor ou maior que 40 Ul/L obteve um RR 3,1 em um estudo
australiano e estudo coreano RR 2,20 em homens e 1,97 para mulheres em
seguimento de 2 anos. Para a GGT o RR variou de 2,61 a 4,7 em estudos
japoneses, britanicos, mexicanos, ingleses, alemaes, italianos e coreanos

comparando os quartis 1 e 4 (206).

Dessa forma, o diagndstico de DM2 aumenta a probabilidade de um
individuo ter DHGNA e suas as complicagbes. No entanto, estudos que
examinam o efeito do tratamento de medicamentos antidiabéticos s&o
extremamente heterogéneos com as evidéncias atuais, sugerindo apenas
efeitos limitados de modificacdo da doenga em diferentes classes de agentes.
Existem muitos desafios no diagnostico e tratamento da DHGNA em pacientes
com diabetes. A adaptacdo de uma estratégia de tratamento individual para
otimizar o controle metabdlico com o potencial de melhorar o fendtipo hepatico
é o atual padr&o-ouro (207).

Nosso estudo € limitado pelo pequeno tamanho da amostra e seus dados
transversais. Este ultimo impede a afirmacédo de que as variaveis clinicas e
metabdlicas podem predizer alteragdes de longo prazo no conteudo de gordura
hepatica em individuos com obesidade com tolerancia normal a glicose. Nosso
objetivo foi investigar a interacdo de variaveis metabdlicas com sobrepeso /
obesidade para predizer o grau de acumulo de gordura hepatica; no entanto,
reconhecemos que a avaliagdo histologica de esteatohepatite teria permitido
insights valiosos sobre o significado clinico do conteudo de gordura do figado.

5.5 CONCLUSAO

Avaliamos a concentragao hepatica de gordura por RM, o método de imagem de
maior precisao diagndstica, porém reconhecemos sua limitagdo para deteccao
de risco para fibrose.

Nossos achados sugerem que concentragdes séricas de triglicerideos séricos
predizem o conteudo de gordura hepatica medido por ressonancia magnética
em adultos com sobrepeso / obesidade com DHGNA, embora outras
anormalidades metabdlicas clinicas e bioquimicas relacionadas a resisténcia a

insulina ndo tenham sido capazes de predizé-lo.
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Encontramos ainda, em nossos dados, indicadores de que pode haver
dimorfismo sexual na associagédo entre as alteragdes metabdlicas e o grau de
acumulo de gordura hepatica. Isso é consistente com a fisiopatologia complexa
da DHGNA, apesar do papel crucial da resisténcia a insulina.
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6. CAPITULO 2

ENSAIO CLINICO PILOTO COM DAPAGLIFLOZINA E AVALIAGCAO DE
COMPRIMENTO DE TELOMEROS EM DOENGA HEPATICA GORDURA
NAO ALCOOLICA
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6.1. INTRODUCAO

Embora a DHGNA esteja intimamente interligada com sindrome metabdlica
e diabetes mellitus, a esteatose hepatica possui mecanismos fisiopatologicos
peculiares na sua evolugao histolégica que ainda carecem de explicitagdes e os
marcadores nao-invasivos ainda precisam de melhores resultados. Recentes
estudos mostraram diminuig&do no eixo do GH-IGF-1 esta intimamente associada
com a progressao da DHGNA geral, sugerindo um papel fisiolégico desses
horménios para a manutencédo da fungdo normal do figado. Porém ainda nao
esta claro o papel de cada um desses horménios na inflamagéo hepatica.
Acredita-se que o metabolismo prejudicado nos estados de resisténcia a GH
resulta de ag¢des diretas do GH na captagao lipidica e na lipogénese de novo,
enquanto suas acdes nos tecidos extra-hepaticos sdo mediadas pelo IGF-1
(208).

O GH reduz a gordura visceral, que desempenha um papel importante no
desenvolvimento da DHGNA. Além disso, o GH reduz diretamente a lipogénese
nos hepatocitos. O IGF-l induz a senescéncia celular e inativa as células
estreladas hepaticas, amenizando o risco para fibrose (37). No entanto, até o
momento, para nosso conhecimento, carecem estudos correlacionando as
concentracdes seéricas de IGF-1 e a alteracbes de transaminases e concentragao
hepatica de gordura.

O tratamento padrdo recomendado atualmente para pacientes com
DHGNA é a mudanca de estilo de vida com reducao do peso corporal e atividade
fisica. Intervencdes dietéticas e de exercicios permanecem como primeira linha
de terapia, visando principalmente o controle do peso corporal e de fatores de

risco cardiometabdlico relacionados a sindrome metabdlica (8, 104).

Dentre os antidiabéticos orais, os inibidores de cotransportador de sddio-
glicose tipo 2 (ISGLT2), estdo sendo estudados para DHGNA (209).
Ipragliflozina um ISGLT2 tem sido muito estudada no Japao em pacientes com
DM2 e DHGNA (210-213). A dapagliflozina demonstrou melhora da composi¢cao
corporal e adiposidade em pacientes com DM2 e DHGNA (214), e os estudos
demonstrando protecdo cardiovascular expressiva com canagliflozina (215),
empagliflozina (216) e dapagliflozina (217) em portadores de diabetes e em

insuficiéncia cardiaca sem diabetes mellitus com dapagliflozina (218) garantem



121

seguranca para avaliagdo dos seus efeitos em DHGNA, porém ainda faltam
estudos na populacdo sem diabetes.

O encurtamento de teldmeros deve-se a incapacidade do mecanismo de
replicacao do DNA para copiar os ultimos nucleotideos da fita atrasada, o que &
especialmente problematico em células somaticas, devido a atividade da
telomerase reduzida ou ausente. Dessa forma, os uUnicos mecanismos que
neutralizam a perda dos teldmeros sao os que auxiliam na replicacédo e reparam
os danos (162). As espécies reativas de oxigénio (EROs) podem danificar os
acidos nucleicos, proteinas e lipideos se nao forem removidas pelo arsenal de

enzimas antioxidantes da célula que inclui as peroxidases e peroxiroxinas (163).

Obesidade, uma doenga inflamatéria cronica de baixo grau esta
associada a teldmeros mais curtos que se deve em grande parte ao aumento da
producdo de EROs no tecido adiposo (13,164). O desenvolvimento da DHGNA
e sua progressao para EHNA sdo comumente acompanhados por varios eventos
fisiopatoldgicos, incluindo desregulacdo metabdlica e fendbmenos inflamatorios
que ocorrem no figado, que podem contribuir ou derivar da senescéncia celular
(219). Os estudos clinicos apoiam que a senescéncia celular esta ligada a
DHGNA. Verificou-se também que o teldmeros eram mais curtos e area nuclear
era menor nas biopsias hepaticas de pacientes com DHGNA comparados aos
controles. O dano ao DNA, indicado pela expressdo de gamaH2AX (uma
variante da histona H2A gerada apds fosforilagdo em serina), € maior em
pacientes com DHGNA acompanhados pela maior expressao de p21, indicando
uma parada do ciclo celular na fase G1/S. Tanto a area da p21 quanto a area
nuclear foram correlacionadas com o estagio de fibrose (220).

Os objetivos do presente estudo consistem em avaliar correlagdo entre
concentracdes séricas de IGF-1 e o comprimento dos telomeros com DHGNA
avaliada por fragdo hepatica de gordura (FHG) medida por ressonéncia
magnética (RM). Também conduzimos um ensaio clinico piloto para avaliar a
efetividade de dapagliflozina em redugdo da concentragdo hepatica de gordura
e concentracbes séricas de transaminases hepaticas e marcadores de

resisténcia insulinica (HOMA-IR) e comprimento de teldbmeros.
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6.2. MATERIAS E METODOS

O estudo segue as normas internacionais conforme estipuladas pela
Declaracdo de Helsinki e foi aprovado pelo Comité de ética em pesquisa da
Faculdade Patos de Minas. Todos os pacientes receberam um termo de
consentimento livre e esclarecido e, somente aqueles que aceitaram a
participagdo iniciaram o estudo e foram incluidos. Tratou-se de clinico
intervencionista aberto, simples cego, controlado com placebo, randomizado,
com inclusao de pacientes acima de 20 anos, com e sem diabetes mellitus tipo
2, selecionados em clinica de Radiologia, a partir de resultados de
ultrassonografia evidenciando aumento da ecogenicidade hepatica sugestivo de
esteatose hepatica. Foram incluidos pacientes acima de 20 anos que
apresentaram alteragcdes em transaminases com o ponto de corte superior a 35
U/L e fragdo hepatica de gordura acima de 5,5% por RM. O diagnéstico de DM2
foi feito a partir da histéria clinica de pacientes em tratamento para diabetes, e
foram incluidos aqueles sem uso de terapia insulinica ou AGLP-1 e em uso de,

no maximo, dois anti-hiperglicemiantes orais.

Os critérios de exclusao foram: uso de alcool > 30 gramas/dia em 10 anos
para homens e > 20 gramas/dia para mulheres (conforme relato dos pacientes
do consumo de alcool por semana: frequéncia maxima de duas vezes por
semana nos ultimos 5 anos), hepatites virais B e C, HIV, farmacos que
prejudicam a beta-oxidagdo de acidos graxos (metotrexate, amiodarona,
tetraciclina, tamoxifeno, quimioterapicos), hepatite autoimune, doencgas biliares,
disturbios genéticos metabdlicos, ferritina acima de 1000 mg/dL, infecgdo do
trato urinario de repeticdo, diabéticos em uso de analogos de GLP-1 ou em

terapia tripla oral ou em terapia com insulina.
6.2.1 Grupos de Randomizagao e Tratamento

Em cada grupo, tratamento e placebo, os individuos que atenderam a
todos os critérios de elegibilidade e forneceram consentimento informado por
escrito foram aleatoriamente designados entre tratamento e placebo conforme
dias pares e impares respectivamente. Estabelecemos 12 meses de tratamento
para o ensaio clinico: um grupo recebendo dapagliflozina (dose 10 mg uma vez
ao dia) e um placebo semelhante (uma vez ao dia). Os comprimidos de 10 mg

de dapagliflozina foram obtidos sem patrocinio da industria farmacéutica e
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comprimidos de placebo de aparéncia semelhante foram fornecidos por uma
farmacia de manipulagdo local. Mensalmente os pacientes compareciam aos
locais de atendimento e recebiam a medicagédo e relatavam se houve algum

efeito adverso.

Os sujeitos foram avaliados a cada quatro meses com a realizagdo dos
exames laboratoriais (transaminases hepaticas, GGT, glicemia, insulina,
hemoglobina glicada, ferritina, perfil lipidico) e concentragbes séricas de IGF-1.
Durante a consulta médica foram realizados: avaliagdo clinica para
determinagao do peso corporal em balanga antropométrica com peso até 200 kg
e medida da altura (em centimetros) para calculo do indice de massa corporal
(IMC=peso/alturaz), circunferéncia abdominal em centimetros (medida com fita
inelastica como o ponto médio entre a borda inferior da ultima costela e a borda
superior da crista iliaca) e pressao arterial. Ap6s 12 meses foram novamente
submetidos a um segundo exame de RM.

6.2.2. Procedimento de Imagem

Todos os participantes foram submetidos a ressonancia magnética
usando um scanner de corpo inteiro de 1,5 T (Philips Multiva). As imagens foram
adquiridas por sequéncias multiplanares ponderadas em GE-T1, T2-TSE, SIT,
In e Out-Phase em duas 2 medidas, uma em cada lobo e expressas como valor
meédio. Os parametros de imagem foram TR = 214 ms, TE 4,6 ms para in phase
e 2,3 ms para out phase, intervalo de corte de 1 mm, tamanho da matriz 216 x
162 e um tempo total de varredura de 18 s (uma unica apneia) (172). O grau de
conteudo lipidico hepatico foi estimado pelo calculo da fragdo de hepatica de
gordura (FHG) usando a seguinte formula: FHG = [(SIT1IP — SIT10P) / (2x
SIT11P)] x 100, em que SIT1IP é a razdo da intensidade do sinal hepatico para
intensidade do sinal esplénico em imagens ponderadas em T1 in phase e
SIT10P ¢é a razao entre a intensidade do sinal hepatico e a intensidade do sinal

esplénico em imagens ponderadas em T1 out phase (50).
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6.2.3 Comprimento de Telédmeros de Leucdcitos

O DNA gendmico de leucdcitos periféricos foi extraido do sangue venoso
total com o PureLink Genomic DNA Mini Kit (ThermoFisher Scientific), e as
concentracdes e a pureza do DNA foram avaliadas usando o Espectrofotdmetro
de Microvolume NanoDrop (Thermo Fisher Scientific). O comprimento relativo
dos teldmeros dos leucécitos foi medido pela reacdo em cadeia da polimerase
quantitativa (QPCR), de acordo com o método descrito por Cawthon et al. (2002),
para medir a relagao T/S relativa (154). As reagdes de qPCR foram realizadas
para o telébmero (T) e o gene de copia unica 36B4 (S) com composicéo idéntica,
cada um contendo 10 uL de SYBR Green (Rox gPCR Master Mix, Thermo Fisher
Scientific), 20 ng de DNA (4 uL), 100 nM (1 uL) de cada primer (frente e reverso)
e 4 uL de agua MilliQ, em placas de 96 pogos. As sequéncias de primers foram
aquelas descritas por O'Callaghan (221). As placas de qPCR continham as
amostras dos participantes, uma amostra de referéncia e um controle negativo,
e a reacao foi realizada usando o sistema AB7500 PCR. As condi¢cbes de
ciclagem térmica incluiram uma etapa inicial de ativagcdo de 10 min a 95°C,
seguida por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 min. Apos isso, a
analise da curva de fusdo foi realizada para verificar a especificidade dos
produtos da qPCR. A amostra de referéncia e a amostra de controle negativo
foram analisadas em triplicata e as amostras dos participantes foram analisadas
em duplicata. As amostras em que os duplicados ou os triplicados apresentaram
uma diferenca de Ct de 0,5 ou mais foram repetidas.

6.2.4 Desfechos Primarios e Secundarios

Os desfechos primarios foram redugdo maior ou igual a 30% na fragao
hepatica de gordura conforme utilizado em ensaio clinico randomizado com
dapagliflozina (216) e normalizagdo de transaminases séricas (para pontos de
corte AST e/ ou ALT < 35 U/L). Os desfechos secundarios foram redugédo do
peso, HOMA-IR, normalizagao de GGT, redugéo superior a 1% de hemoglobina
glicada e melhora nos escores de fibrose. Avaliamos também o comprimento

relativo dos teldmeros antes e apds o tratamento em metade da amostra.
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6.2.5. Analise Estatistica

As variaveis continuas foram apresentadas como mediana e intervalos
interquartis, pois apresentavam distribuigcdo assimétrica, conforme indicado pelo
teste de D'Agostino-Pearson. As variaveis categoricas (sexo, diabetes tipo 2,
tratamento do diabetes, valores de HOMA-IR acima da referéncia, enzimas
hepaticas séricas acima da referéncia e niveis séricos de ferritina acima da faixa
de referéncia) foram apresentadas como frequéncias.

Realizamos uma tabela 2 x 2 para comparar os pacientes que tiveram
reducao igual ou superior a 30% da fracdo hepatica de gordura e normalizagao
da AST, ALT entre os grupos tratamento e placebo com p 0,0025. Realizamos
também, para comparar as variaveis categoricas e continuas, o teste exato de
Fisher e o teste de Mann-Whitney, respectivamente entre os grupos tratamento
e placebo nos dados em baseline e apds o tratamento. Para as demais variaveis
durante o estudo foi utilizado um valor de p < 0,05 como estatisticamente
significativo. Os dados foram apresentados como mediana e intervalos
interquartis, pois ndo apresentavam distribuicdo normal, conforme indicado pelo
teste de D'Agostino-Pearson. A correlagdo entre as variaveis categoricas no
baseline e tratamento final com a FHG nos grupos placebos e tratamento foi
realizada pelas correlagcbes de Spearman. O comprimento dos teldbmeros antes
e apos o tratamento foi avaliada pelo teste de Mann-Whitney. A analise dos
dados foi realizada utilizando GraphPad Prism versao 9.0.

Com relagdo ao comprimento de teldmeros de leucécitos, agrupamos os
sujeitos do estudo em dois grupos, de acordo com o comprimento T/S relativo
abaixo e acima da mediana, e comparamos as variaveis categodricas e continuas
entre os dois grupos usando o teste exato de Fisher e o teste de Mann-Whitney,
respectivamente. As variaveis que foram significativamente diferentes entre os
sujeitos com comprimento T/S relativo abaixo e acima da mediana foram
incluidas em um modelo de regressao logistica multivariada em que a relagao
T/S relativa foi a variavel dependente. Um valor de p < 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. A analise dos dados foi realizada utilizando
GraphPad Prism versao 9.0 e Stata versao 16.0.



6.3 RESULTADOS

6.3.1 Resultados do Ensaio Clinico Piloto
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47 pacientes foram selecionados, 23 preencheram os critérios de inclusédo

para o ensaio clinico, 5 pacientes foram perdidos no seguimento. Ao final

acompanhamos por 12 meses, 18 pacientes, 12 pacientes no grupo tratamento

e 6 pacientes no grupo placebo conforme mostra figura 1.

49 pacientes avaliagao inicial

l

23 pacientes preencheram
critérios de inclusao

l l

12 completaram 6 completaram
grupo tratamento grupo placebo

Figura 1. Desenho do estudo

5 perdas de seguimento
4 grupo placebo
1 grupo tratamento

A tabela 1 mostra as medianas dos pacientes na avaliagdo inicial

comparando os grupos para determinar se havia diferengca entre as variaveis

estudadas. Apenas a AST estava mais elevada no grupo placebo comparada ao

grupo tratamento.



Tabela 1 — Mediana dos pacientes na avaliagao inicial e final
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Medianas dos pacientes nas avaliagdes iniciais e finais

Tratamento Placebo

Tratamento  Placebo Final -
Inicial Final inal

Variaveis (n=12) (n=6) p’ (n=12) (n=6) p
ldade
(anos) 40 49,5 0,39 40 49,5 0,39
IMC
(kg/m?) 35,48 36,7 0,13 33,76 31,5 0,23
CA(cm) 1115 101,5 0,25 105 98,5 0,05
GJ (mg/dl) 95,5 90,5 0,39 96,5 90 0,11
Insulina
(mUI/L) 12,03 17 0,21 17,4 15,6 >0,99
HOMA-IR? 2,96 3,73 0,23 3,95 3,88 0,72
HbA1c 55 6,15 0,15 5,65 5,85 0,28
AST (UI/L) 36 47,5 0,02 26 32 0,2
ALT (UIL) 525 63 0,43 31 48 0,1
GGT (UI/L) 52 44 0,38 39 38,5 0,66
IGF-1
(ng/dl) 138,5 146 0,89 143 145 0,75
Ferritina 338,35 225,95 0,3 228 208,5 0,61
CT
(mg/dL) 1825 184 0,86 177 1985 0,47
HDL
(mg/dL) 42,5 51,5 0,09 52,5 50,5 0,83
TGL
(mg/dL) 156 143,8 0,39 146,5 125 0,82
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F1B4 0,775 1,18 0,12 0,82 1,25 0,1
BARD 1 1 0,98 1 1 0,64
FHG 24,9 17,1 0,16 18,69 18,88 0,96

Valores apresentados como mediana (intervalo interquartil).

" valor de p pelo teste de Mann-Whitney para varidveis continuas e teste exato de Fisher para
variaveis categoricas.

2 Avaliado apenas em participantes com tolerancia normal a glicose.

ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; IMC: indice de massa
corporal; GJ: glicose plasmatica de jejum; IJ: insulina plasmatica em jejum; FIB4: fibrose-4;
HbA1c: hemoglobina glicada; HDL-C: colesterol de lipoproteina de alta densidade; FHG: fragédo
de gordura hepatica; HOMA-IR: Modelo Homeostatico de Avaliagdo da Resisténcia a Insulina;
LDL: lipoproteina de baixa densidade; CT: colesterol total; TG: triglicerideo; ULNR: limite superior

da faixa normal; CC: circunferéncia da cintura.

N&o houve diferenga entre o grupo tratamento e placebo quanto a redugao igual
ou superior a 30% da fracdo hepatica de gordura e normalizagao da AST, ALT e

demais desfechos secundarios conforme mostra a tabela 2.

Tabela 2. Tabela 2x2 para comparacgao entre tratamento e placebo quanto aos
desfechos metabdlicos e reducédo da FHG

Desfechos Placebo Tratamento p’

Reducgao do peso >5%
Sim 2 2 0,56
Nao 4 10

Reducéao FHG >30%
Sim 2 3 >0,99
N&o
Reducéo de HbA1c >1%

Sim 0 2 0,52
N&o 6 10
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AST <35U/L
Sim 2 5 >0,99
Nao

ALT <35U/L
Sim 3 5 >0,99
Nao

GGT <50 U/L
Sim 1 2 >0,99
Nao 5 10

" valor de p pelo teste de Mann-Whitney para varidveis continuas e teste exato de Fisher para
variaveis categoricas.

ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; FHG: fragdo de gordura
hepatica; HbA1c: hemoglobina glicada; GGT: gamaglutamiltransferase.

O grupo tratamento obteve redugcédo da FHG de - 6,39% (inicial 24,9% vs final
18,69%) enquanto no grupo placebo houve ligeiro aumento + 1,78% (17,1% vs
18,88%) sem diferenga estatistica.

A correlagdo de Spearman para o grupo tratamento mostrou correlagéo
moderada com circunferéncia abdominal, AST, ALT, GGT na avaliagcéo final
conforme mostra tabela 3.
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Tabela 3. Correlagdes da FHG com parametros clinicos e metabdlicos no grupo

tratado nas avaliagdes inicial e final.

Correlagbes FHG com variaveis grupo tratado (n=12)

Inicial p Final p
ldade (anos) 0,1368 0,66 0,01 0,97
IMC (kg/m?) -0,08 0,78 0,4729 0,12
CA (cm) 0,151 0,63 0,7856 0,0035
GJ (mg/dl) 0,1471 0,64 0,2386 0,45
Insulina (mUi/L) 0,2515 0,43 0,0119 0,99
HOMA-IR 0,3234 0,43 0,059 0,89
HbA1c -0,127 0,69 0,2794 0,37
AST (UI/L) -0,514 0,09 0,7188 0,01
ALT (UI/L) -0,1121 0,72 0,7298 0,009
GGT (UI/L) 0,4518 0,14 0,659 0,022
IGF-1 (ng/dl) 0,1439 0,65 -0,42 0,168
Ferritina -0,2522 0,42 0,4328 0,17
CT (mg/dL) 0,009 0,77 0,37 0,23
HDL (mg/dL) -0,017 0,95 0,246 0,43
TGL (mg/dL) 0,1366 0,67 0,245 0,43
FIB4 -0,017 0,96 0,22 0,48
BARD -0,064 0,85 0,3244 0,34

' Valores apresentados como r> Spearman.

ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; IMC: indice de massa

corporal; GJ: glicose plasmatica de jejum; IJ: insulina plasmatica em jejum; FIB4: fibrose-

4; HbA1c: hemoglobina glicada; HDL-C: colesterol de lipoproteina de alta densidade;

HFF: fragdo de gordura hepatica; HOMA-IR: Modelo Homeostatico de Avaliagdo da

Resisténcia a Insulina; LDL: lipoproteina de baixa densidade; CT: colesterol total; TG:

triglicerideo; CC: circunferéncia da cintura.

A correlacdo de Spearman para o grupo placebo ndo mostrou correlagéo

estatisticamente significativa com quaisquer dos parametros clinicos ou

metabdlicos conforme mostra tabela 5.
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Nao houve correlacdo da FHG com concentragdes séricas de IGF-1 em nenhum
dos grupos conforme tabelas 4 e 5.

Tabela 4. Correlagdes da FHG com parametros clinicos e metabdlicos no grupo

tratado nas avaliagbes inicial e final.

Correlagées FHG com variaveis grupo placebo (n=6)

Variaveis Inicial p Final p

ldade (anos) -0,314 0,56 -0,085 0,91
IMC (kg/m?) -0,085 0,91 0,1429 0,8
CA (cm) -0,085 0,91 0,1429 0,8
GJ (mg/dl) -0,657 0,17 0,2571 0,65
Insulina (mUi/L) 0,5 0,45 0,1 0,95
HOMA-IR 0,2 0,78 0,1 0,95
HbA1c 0,724 0,12 0,667 0,15
AST (UI/L) 0,828 0,05 0,371 0,49
ALT (UI/L) 0,695 0,14 0,2029 0,72
GGT (UI/L) 0,142 0,892 -0,371 0,49
IGF-1 (ng/dl) 0,317 0,49 -0,371 0,65
Ferritina -0,085 0,91 0,542 0,29
CT (mg/dL) 0,318 0,54 -0,376 0,46
HDL (mg/dL) -0,142 0,8 -0,6 0,24
TGL (mg/dL) 0,2 0,71 0,08 0,91
FIB4 0,228 >0,99 0,657 0,17
BARD -0,394 0,46 0,576 0,28

' Valores apresentados como r> Spearman.

ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; IMC: indice de massa
corporal; GJ: glicose plasmatica de jejum; IJ: insulina plasmatica em jejum; FIB4: fibrose-
4; HbA1c: hemoglobina glicada; HDL-C: colesterol de lipoproteina de alta densidade;
HFF: fragdo de gordura hepatica; HOMA-IR: Modelo Homeostatico de Avaliagdo da
Resisténcia a Insulina; LDL: lipoproteina de baixa densidade; CT: colesterol total; TG:

triglicerideo; CC: circunferéncia da cintura.
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A figura 2 mostra o comprimento relativo dos telémeros (T/S) avaliado em 9
participantes do estudo (7 grupo tratamento e 2 grupo controle) e ndo houve

diferencga estatistica no comprimento em 12 meses de seguimento.

Grupo dapagliflozina Grupo controle
1.5 1.0
O
o84 = ©
0 1.0 o
>
g % 0.6 O
[ ] ©
[72) o 0.4
0.5+ =
0.2
0.0 T T 0.0 T :
Inicial Final Inicial Final

Figura 2. Comprimento de telémeros incial e final nos grupos tratamento e controle.

6.3.2 Resultados do Estudo para Avaliagao do Comprimento de Teldmeros

de Leucodcitos

Foram incluidos 32 individuos com DHGNA, cujas caracteristicas estao
apresentadas na Tabela 6. A mediana de idade foi de 40 (34,5-56,7) anos, sendo
a maioria homens (20; 62,5%). Oito (25%) participantes apresentavam o
diagnodstico de DM2 e estavam em tratamento com metformina, em monoterapia
ou em combinagdo com um segundo agente anti-hiperglicémico. Nove
participantes (28,1%) apresentavam hipertensao arterial sistémica e 2 (6,6%)
apresentavam hipotireoidismo. A maioria (25; 71,4%) era sedentaria. Trés
individuos estavam em sobrepeso (1 homem e 2 mulheres) e 29 com obesidade
(19 homens e 10 mulheres). A resisténcia a insulina, definida por HOMA-IR >
2,8, foi observada em 14 individuos, compreendendo 58,3% dos participantes
com tolerancia normal a glicose. Um total de 51,3% e 81,2% dos individuos
incluidos apresentaram niveis séricos de AST e ALT acima do limite superior do
intervalo normal, respectivamente, embora os valores médios tenham sido
apenas ligeiramente elevados (abaixo de trés vezes o limite superior do intervalo
normal). Os valores do indice FIB4 e do escore BARD foram consistentes com
um baixo risco de fibrose hepatica. A mediana para o comprimento de teldbmero
(T/S) relativo foi de 0,64.



Tabela 5 — Caracteristicas dos participantes avaliados por comprimento de

teldbmeros.

Variaveis

Todos (n=32)

Idade (anos)

Status sobre
Tabagismo
Nunca
Ex-tabagista
Fumante
Exercicios
Nenhum
< 150 min/sem
> 150 min/sem
Circunferéncia cintura
(cm)
IMC (Kg/m?)

Hipotireoidismo
HAS

DM2

GJ (mg/dL)

IJ (mUI/L)
HOMA-IR
HbA1c (%)

AST (ULL)

ALT (U/L)

40
(34,5-56,7)

26 (81,2%)
4 (12,5%)
2 (6,25%)

26 (81,25%)
4 (12,5%)
2 (6,25%)

109
(100-118)
33,75

(31,24-37,9)
2 (6,2%)
9 (28,1%)

8 (25%)
98
(83-107)
12,29
(8,8-17,6)
3,29
(1,98-4,97)
5,6
(5,3-6,1)
37
(28,2-42,7)
475
(43-71)

133
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GGT (U/L) 55,5
(31-84,7)
Ferritina (ng/dL) 388,5
(221,3-579,3)
FHG por RM (%) 19
(15,4-27,1)
FIB 4 0,96
(0,61-1,19)
BARD 1
(1-2)
T/S relativo 0,64
(0,50-0,93)
TC (mg/dL) 189
(166,3-210,3)
HDL — ¢ (mg/dL) 42
(37-53)
TGL (mg/dL) 154
(113,3-189)
LDL (mg/dL) 110
(85-126)

Valores apresentados como mediana (intervalo interquartil).

ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; IMC: indice de massa
corporal; GJ: glicose plasmatica de jejum; IJ: insulina plasmatica em jejum; FIB4: fibrose-4;
HbA1c: hemoglobina glicada; HDL-C: colesterol de lipoproteina de alta densidade; FHG: fragédo
de gordura hepatica; HOMA-IR: Modelo Homeostatico de Avaliagdo da Resisténcia a Insulina;
LDL: lipoproteina de baixa densidade; CT: colesterol total; TG: triglicerideo; ULNR: limite superior

da faixa normal; CC: circunferéncia da cintura.

Avaliamos também em subgrupo por sexo (homens e mulheres) se havia
diferenca entre as variaveis e o comprimento de teldmeros e ndo houve diferenca
estatistica (dados ndo mostrados).

Examinamos a associagao entre variaveis clinicas e bioquimicas e comprimento
teldmero (T/S) relativo comparando individuos com comprimento abaixo e acima

da mediana (0,64). Individuos com comprimento teldbmero (T/S) relativo abaixo
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da mediana tinham idade significativamente maior (Figura 2A), IMC mais baixo
(Figura 2B), concentragdes séricas de AST mais altas (Figura 2C) concentragdes
séricas de GGT mais altas (Figura 2D), concentrag¢des séricas de ferritina sérica
mais baixas (Figura 2E) e maior pontuacdo do escore de FIB4 (Figura 2F),
quando comparados com aqueles que apresentaram comprimento teldmero
(T/S) relativo acima da mediana. Nao houve diferenca em relacédo a
circunferéncia da cintura, GJ, IJ, HbA1c, concentrag¢des séricas de ALT, escore
BARD e lipidios séricos ao comparar individuos com comprimento teldmero (T/S)

relativo abaixo da mediana com aqueles acima da mediana (dados nao

mostrados).
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Figura 2. Associagao entre variaveis clinicas e bioquimicas e relagdo T/S relativa
comparando individuos com razao T/S relativa abaixo e acima da mediana. Idade > p
50: 38 anos (29-43); < p 50: 54 (39,5-61). IMC > p 50: 36,1 kg/m? (32,6-39); < p 50 31,2
(30,2-32). AST > p 50: 40 U/L (29-43); < p 50 47 (40-69,5). GGT > p 50: 60 U/L (42-86);
< p 50 204 (100,4-392). Ferritna > p 50: 430 ng/dL (274-590); < p 50 133 (125-165).
FIB4 > p 50: 0,73 (0,6-1,08); < p50 1,20 (0,85-1,38).

Um modelo de regressé&o logistica multivariavel considerando comprimento de
teldmero (T/S) relativo abaixo ou acima da mediana como variavel dependente
e idade, IMC, concentragdes séricas de AST, GGT e ferritina e pontuagao FIB4
como variaveis independentes indicaram que apenas a idade estava
significativamente associada ao comprimento de teldmero (T/S) relativo (Tabela
7).

Tabela 6 — Modelo Regresséo Logistica entre as variaveis clinica e bioquimica
e T/S relativa abaixo e acima da mediana entre pacientes com DHGNA

Variaveis Odds Ratio (IC 95% ) p
ldade 0.84 (0.71-0.99) 0.04
IMC 1.16 (0.91-1.47) 0.22
AST 1.01 (0.92-1.10) 0.90
GGT 1.00 (0.99-1.01) 0.78
Ferritina 1.00 (0.99-1.00) 0.48
FIB4 23.8 (0.15-29.70) 0.21

O modelo foi ajustado para todas as covariaveis listadas na tabela.
ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; IMC: indice de massa
corporal; GGT: gama-glutamiltransferase; FIB4: fibrose-4;
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6.4 DISCUSSAO
6.4.1 Discussao para o Ensaio Clinico Piloto

A resposta ao tratamento medicamentoso para DHGNA/EHNA medida
por conteudo hepatico de gordura por RM é um tema de grande debate (56), pois
os dados dos estudos ainda sao conflitantes se ha correspondéncia entre a
redugédo do conteudo hepatico de gordura com a melhora histolégica (57,58).
Acreditamos que n&o encontramos resultados de melhora radiolégica e de

transaminases devido ao pequeno tamanho amostra.

Dessa forma, a RM tem sido uma ferramenta importante para avaliar resposta
ao tratamento medicamentoso. Nossos dados mostraram que nao houve
reducdo da FHG, transaminases, peso corporal e marcadores de resisténcia
insulinica tanto em portadores de diabetes e tolerancia a glicose normal. Esses
achados podem ter sido encontrados devido ao pequeno tamanho amostral uma
vez que diversos outros estudos mostraram efeitos em diversos parametros

conforme discutiremos a seguir.

Outros efeitos além da glicosuria, como a melhora da inflamacé&o no tecido
gorduroso foi vista no estudo em que a canagliflozina foi comparada a glimepirida
em pacientes com DM2 em tratamento por 52 semanas quanto a reducéo de
adipocinas e biomarcadores inflamatérios. Foram 99 pacientes no grupo
glimepirida e 100 pacientes no grupo canagliflozina. Houve redugao significativa
de todos os marcadores apenas no grupo canagliflozina: redugéo de leptina,
adiponectina, IL-6, TNF-alfa e PCR de alta sensibilidade (222).

Ensaio clinico randomizado realizado por Kuchay e cols avaliou 50
pacientes com diabetes tipo 2 e DHGNA para tratamento com empagliflozina 10
mg/dia ou grupo controle (tratamento padrdo sem empagliflozina) por 20
semanas. As mudangas na concentragdo de gordura hepatica foram
determinadas por RM. Desfechos secundarios foram alteragées em ALT, AST e
GGT. O grupo empagliflozina obteve redugéo significativa da gordura hepatica
(diferenca média entre RM e empagliflozina nos grupos controle de 4%; p
<0,0001). Comparado com a linha de base, redugao significativa foi encontrada
no final do tratamento RM para o grupo empagliflozina (16,2% para 11,3%; p
<0,0001) e uma mudanga nao significativa foi encontrada no grupo controle
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(16,4% para 15,5%; p 0,057). Os dois grupos mostraram uma diferenca
significativa para a mudangca em ALT (p 0,005) e diferengas n&o significativas

para as concentracdes séricas de AST e GGT (223).

Ensaio clinico randomizado, controlado com placebo conduzido por Cusi
e cols avaliou os efeitos da canagliflozina por 24 semanas em 56 pacientes com
DM2 em controle insatisfatorio (HbA1c 7,5-9,5%). Houve maior redug¢do da FHG
medida por RM no grupo canagliflozina comparado ao placebo (38% x 20% de
reducado p 0,09). As concentragdes séricas de ALT estavam normais na maioria
dos pacientes no baseline, mas apresentou tendéncia de redugao -3 vs -1 U/L (p
0,27). Houve reducgao significativa da glicemia em jejum (-26 vs 1 mg/dl p 0,002),
HbA1c (-0,7% vs -0,1 p 0,001) e da insulinemia em jejum (-4 x -0,1 mU/L p 0<
0,001). Com relagéo ao peso corporal, mais pacientes no grupo canagliflozina
reduziram pelo menos 5 kg, com moderada correlagdo com a fragado hepatica de
gordura (r-0,58 p < 0,001). Mais pacientes no grupo canagliflozina reduziram
mais de 5% do peso corporal e tiveram queda maior que 30% da FHG (38% vs
7% p 0,009) (224).

Estudo de 24 semanas, internacional, multicéntrico, randomizado, duplo-
cego, controlado por placebo, por 78 semanas em 40 locais em cinco paises
avaliou 182 pacientes com DM2. A média de idade foram mulheres 63,3 e
homens 58,6 anos; HbA1c 7,17%, IMC 31,9 kg/m? e peso corporal 91,5 kg
inadequadamente controlados com metformina. Foi introduzido dapagliflozina 10
mg/d ou placebo adicionados a metformina por 24 semanas.

Neste estudo, na semana 24, os resultados comparados ao placebo com
dapagliflozina foram os seguintes: redugéo do peso corporal -2,08 kg (IC - 2,84
a-1,31; p <0,0001), circunferéncia da cintura -1,52 cm (IC95% -2,74 a -0,31; p =
0,0143); massa gorda -1,48 kg (IC95% -2,22 a -0,74; p = 0,0001); proporcéo de
pacientes que alcangaram redugao de peso de pelo menos 5%, + 26,2% (IC 95%
15,5 a 36,7; p <0,0001); tecido adiposo visceral -258,4 cm? (IC 95% -448,1 a -
68,6; p nominal 0,0084); tecido adiposo subcutaneo -184,9 cm?3 (IC 95% -359,7
a -10,1; p nominal 0,0385) (214).

A dapagliflozina foi estudada em 6 diferentes estudos para DHGNA em
sujeitos com diabetes mellitus. Tais estudos ndo sao passiveis de comparagao

direta, uma vez que tém métodos diferentes conforme descreveremos a seguir.
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Analise retrospectiva realizada por Choi e cols avaliou pacientes com DM2
e DHGNA no Hospital Bucheon da Universidade Soonchunhyang entre 2015 a
2017. A esteatose hepatica foi determinada por US. Foram selecionados
pacientes em terapia anti-hiperglicémica dupla (metformina + ISGLT2 ou
metformina + IDPP4) nos 3 meses de diagndstico da DHGNA. Os IDPP4
utilizados foram sitagliptina ou linagliptina. Foram avaliados 50 pacientes no
grupo Dapagliflozina e 52 pacientes no grupo IDDP4. Embora no grupo da
dapagliflozina os pacientes fossem mais jovens, com maior peso e maior HbA1c,
glicemia em jejum e HOMA-IR, os valores iniciais de transaminases n&o diferiram
(225).

Houve maior perda de peso no grupo dapaglifiozina do que no grupo
IDPP4 (-2,9 £ 5,4 kg vs —0,4 £ 2,7 kg p 0,005), maior reducao glicemia em jejum
no grupo dapagliflozina do que no grupo IDPP4 (-26,5 mg/dL vs 3,35 mg/dL, p
0,002, respectivamente), porém sem diferenga na HbA1c e perfil lipidico. AST e
ALT diminuiram significativamente em ambos os grupos, mas com maior
reducao no grupo dapagliflozina do que no grupo IDPP4 (-11,4 + 16,6 U/L vs. —
6,0 + 13,8 U/L, p 0,077; —21,1 £ 20,1 U/L vs -9,5 + 22,8 U/L, p 0,008). Em
particular, a diferenca na redugdo da ALT entre os dois grupos foi
estatisticamente significativa (—21.1 U/L vs —=9.5 U/L p 0,008). A proporcao de
pacientes com normalizacdo da ALT apos o tratamento também foi
significativamente maior no grupo dapagliflozina do que no grupo IDPP4 (80%
vs 61,5%, p 0,041). Na analise multivariada, apos ajuste para idade, sexo, peso
corporal, alteragdo de peso corporal, HbA1c e colesterol total, o OR para a
associagdo metformina com dapaglifiozina para normalizagdo da ALT nos
pacientes com DM2 com DHGNA foi de 3,489 (p 0,04) (225).

Shimizu e cols realizaram estudo prospectivo de 63 pacientes com DM2
e DHGNA no ambulatoério de diabetes do Dokkyo Medical University Hospital,
aberto e cego, alocados aleatoriamente em uma proporgéo de 1:1 para receber
dapagliflozina ou o tratamento padrdo sem inibidores de SGLT2. O grupo
tratamento recebeu dapagliflozina 5 mg por 24 semanas. O diagnostico de
DHGNA foi realizado através de Elastografia transitoria. A analise de gordura
visceral e subcutanea foi realizada pela analise dupla de bioimpedancia elétrica
(226).
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Foram seguidos 33 pacientes do grupo de dapagliflozina e 24 pacientes
do grupo de tratamento padrdo. No grupo dapagliflozina, houve redugdo do
gordura visceral e tecido subcutaneo assim como peso corporal (73,6 kg para
70,7 p 0,004 no grupo dapagliflozina; 76,6 kg para 75,8 kg p 0,491 no grupo
controle; p 0,0075 para diferenga entre os grupos). Houve reducéo significativa
da HbA1c e do HOMA-IR apds 24 semanas no grupo dapagliflozina, mas n&o no
grupo de tratamento padrédo. Apds 24 semanas, diminuigao significativa na AST,
ALT e GGT no grupo dapagliflozina, enquanto ndo houve alteragbes nas
enzimas hepaticas no grupo de tratamento padrdo, porém muito discreta para
AST (28 U/L para 27,5 p 0,0018; p entre os grupos 0,08) e maior para ALT (38
U/L para 26,5 p < 0,0001; p entre os grupos 0,02) e GGT (47 para 27 U/L p
0,0003; p entre os grupos 0,004) (226).

O EFFECT-Il (Effects of dapagliflozin and n-3 carboxylic acids on non-
alcoholic fatty liver disease in people with type 2 diabetes) um ensaio clinico
multicéntrico, duplo-cego, randomizado, controlado por placebo, com duragéo de
12 semanas, foi realizado em cinco centros de pesquisa clinica em hospitais
universitarios na Suécia. Este estudo incluiu pacientes com diabetes tipo 2, com
idade entre 40 e 75 anos, em tratamento com dose estavel de metformina ou
sulfonilureia isoladamente, ou em combinacédo por pelo menos 3 meses, com
conteudo hepatico de gordura medido por RM acima de 5,5%. Quatro grupos
foram divididos: dapagliflozina 10 mg, émega 3 (OM-3CA 4 g), uma combinagao
de dapagliflozina 10 mg e OM-3CA 4 g, ou placebos correspondentes. Em cada
grupo, receberam placebo (n = 21), monoterapia com OM-3CA (n = 20),
monoterapia com dapagliflozina (n = 21) e terapia combinada com OM-3CA e
dapagliflozina (n = 22). No total, 75 participantes (89%) completaram o estudo
(227).

A dapagliflozina (-13%), OM-3CA (-15%) e combinacéo (-21%) reduziram
significativamente a fragdo hepatica de gordura em 12 semanas. Apenas o
tratamento combinado (-21%, p 0,04), mas ndo o isolado, reduziu
significativamente a fragdo hepatica de gordura e o volume total de gordura
hepatica (-3%). Dapagliflozina em monoterapia reduziu os niveis de todos os
biomarcadores medidos de lesdo de hepatocitos, incluindo AST, ALT e GGT e

citoqueratina 18. Os participantes que usaram dapagliflozina isoladamente e em
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combinacdo com OM-3CA mostraram redugcdo do peso corporal e da
circunferéncia da cintura, enquanto aqueles que usaram OM-3CA isoladamente
nao apresentaram alteragdo em comparagao ao grupo placebo. Nenhum evento
adverso grave foi reportado. O tratamento com dapagliflozina melhorou
significativamente o HOMA-IR comparado ao tratamento com OM-3CA. As
alteragdes em glicose e insulina plasmaticas no grupo dapagliflozina em
monoterapia se correlacionaram com as alteragées encontradas na RM (p =
0,55,p 0,02 e p=0,62, p 0,005, respectivamente). Nao houve efeito significativo
da OM-3CA em monoterapia ou da terapia combinada em nenhum dos
biomarcadores da lesdo hepatica. Alteragdes na RM correlacionaram-se
significativamente com as altera¢gées em GGT (p = 0,53, p 0,02), mas n&o com
os outros biomarcadores de lesdo de hepatocitos no grupo dapagliflozina (227).

Tobita e cols realizaram um estudo piloto, aberto, ndo controlado. Foram
seguidos 11 pacientes, com biopsia hepatica percutanea para o diagnéstico e
exclusdo de outras causas. Todos os pacientes receberam prescricdo de
dapagliflozina uma vez ao dia na dose de 5 mg/ dia durante 24 semanas. A
composic¢ao corporal foi feita por analise de bioimpedancia (228).

As concentracbes séricas de AST, ALT e GGT diminuiram
progressivamente durante o estudo a partir dos valores basais de 52 U/L (43-55
U/L), 59 U/L (48-69 U/L) e 64 U/L (47-94 U/L), respectivamente, para valores de
26 U/L (24-38 U/L), 30 (20-37 U/ L) e 33 U/ L (24-67 U/L), respectivamente, na
semana 24 (todos p < 0,01 vs linha de base). Essas mudangas ocorreram
juntamente com redugdes significativas nas concentragdes séricas de ferritina e
insulina. Ambos os grupos de dapagliflozina aumentam numericamente as
concentragdes de beta-hidroxibutirato, porém nao significativamente em relagao

ao placebo (228).

Arase e cols analisaram retrospectivamente pacientes com DHGNA e
DM2, que receberam monoterapia com ISGLT2 por mais de 24 semanas, no
Departamento de Gastroenterologia e Hepatologia do Hospital Oiso da
Universidade de Tokai (Kanagawa, Japao) entre novembro de 2016 e julho de
2017. Os pacientes foram seguidos por 24 semanas e a FHG foi determinada
por RMS. A mediana da idade dos pacientes foi de 60 anos (50-83 anos) e dez
pacientes (58,8%) eram do sexo feminino. Dez pacientes receberam
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dapagliflozina na dose de 5 mg/dia e sete pacientes receberam canagliflozina na
dose de 100 mg/ dia por 24 semanas. A RM revelou uma redugéo significativa
na fracdo hepatica de gordura, mediana inicial 19,1% (6,9 -50,7%) para 9,2%
mediana final (1,3 a 5,3%) na semana 24 (p <0,001). Houve também reducao
significativa do peso corporal, 72,9 kg (48,8-101,2) vs 67,7 kg (44,7-98,7), p
<0,001 e IMC de 28,2 kg/m? (mediana 25,1 a 36,8) vs. 27,2 kg/m? (mediana 21,7
a 35,0), p <0,001 (229).

Houve melhora significativa na HbA1c (6,5 vs 5,9%, p 0,003), glicemia em
jejum (132 vs. 112 mg/dL, p <0,001), insulina em jejum (18,5 vs. 11,8 yU/mL, p
<0,001) e HOMA-IR (6,3-3,2, p <0,001). As concentragdes séricas de AST (30
vs. 21 Ul /L), ALT (48 vs. 27 Ul/L) e GGT (42 vs. 28 Ul/L) também diminuiram
significativamente. A analise das variaveis relacionadas a fibrose hepatica
revelou que o tratamento com ISGLTZ2 diminuiu significativamente o APRI (0,43
vs 0,35, p = 0,031), mas ndo o indice FIB-4. A creatinina sérica aumentou
levemente, mas ndo houve mudangas significativas na ureia sérica e na taxa de
filtracdo glomerular. Com relagdo aos eventos adversos leves observados
durante 24 semanas de tratamento com ISGLTZ2 incluiram prurido da area genital
em dois pacientes (11,8%) e infecgdo do trato urinario em um paciente (5,9%).
N&o houve eventos adversos graves (229).

Lee avaliou retrospectivamente, individuos com DM2 que foram
acompanhados na Clinica de Diabetes do Hospital Queen Mary, em Hong Kong,
dapagliflozina ou empagliflozina por 26 semanas, entre 2016 e fevereiro de 2017.
Dos 115 participantes chineses com DM2 incluidos neste estudo, 69 e 46 foram
tratados com dapagliflozina e empagliflozina, respectivamente. A idade média
dos participantes foi de 56,3 anos, com duragédo média do diabetes de 16 anos.
Apos 6 meses de tratamento com ISGLT2, os parametros metabdlicos, incluindo
peso corporal, pressédo arterial sistélica, glicemia de jejum e HbA1c, melhoraram
significativamente. A perda de peso foide 1,6 kg (IC 95 % -2,2a-1,1; p <0,001),
reducdo da PAS de 5,3 mmHg (IC95% - 9,1 a-1,5; p = 0,006), glicemia em jejum
de 1,9 mmol/L (IC95% - 2,5 a - 1,4; p <0,001) e HbA1c de 1% (IC 95% - 1,2 a -
0,8; p <0,001), bem como aumento significativo de HDL e diminuigdo da TFG,
apos 26 semanas (HDL: alteragcdo média 0,04 mmol/L, IC 95% 0,003-0,08, p
0,033; TFG: alteragdo média -1,6ml/min/1,73m?, IC 95% -2,9 a -0,3, p 0,016).
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Houve melhora significativa também entre os pacientes em uso de insulina com

redugéo de cerca 2,3 u/dia (230).

Houve também reducgao significativa nas concentragdes séricas de ALT
de 40,3 (x 28,0) para 29,0 (x 14,1 U/L) p <0,001, os resultados mantendo
consistentes entre varios subgrupos, com ou sem terapia com insulina de base.
As concentragdes séricas de AST também diminuiram significativamente de 28,2
(x13,2) para 23,1 (x 7,5 U/L) p < 0,001. As concentracdes séricas de ALT foram
mais elevadas no inicio do estudo e reduziram significativamente maior em ALT
apds 6 meses de tratamento com ISGLT2. As melhoras em ALT apos 6 meses
nao diferiram estatisticamente entre os participantes tratados com dapagliflozina
versus empagliflozina (p 0,815), assim como entre os participantes com e sem
insulinoterapia de base (p 0,429). Em analises separadas, a redugado nas
concentragbes séricas de ALT foi independentemente associada com as
mudangas tanto na HbA1c quanto na glicemia em jejum (p 0,043 para mudancga
na HbA1c; p 0,014 para mudanga na glicemia de jejum), mas ndo com as

mudang¢as em outras variaveis clinicas, incluindo peso corporal (230).

No que se refere a avaliacdo das concentragdes séricas de IGF-1, embora
nao tenhamos encontrado correlagdo como biomarcador, acreditamos na
importancia de sua avaliagdo em futuros estudos para DHGNA/EHNA,
especialmente com relagao a fibrose hepatica. Uma recente reviséo ressalta que
concentracdes séricas mais baixas de IGF-1 estdo associadas a DHGNA tanto
radiografica quanto histologica em comparagdo com controles sem DHGNA.
Estudos com avaliagdo histoldégica encontraram principalmente associacdes
entre IGF1 mais baixo e inflamagao lobular, balonizagdo de hepatocitos, EHNA
e fibrose, com menos evidéncias de que IGF-1 esta fortemente correlacionado
com a propria esteatose (231). Dessa forma, como nossos resultados mostram
uma populagdo de baixo risco para fibrose e por isso ndo tenhamos obtido
correlacao.
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6.4.2 Discussao para a Avaliagcdo de Comprimento de Telémeros de
Leucécitos em DHGNA

No que se refere ao comprimento de teldbmeros, neste estudo transversal,
investigamos se as caracteristicas clinicas e bioquimicas da resisténcia a
insulina, sindrome metabodlica e DHGNA avaliada por ressonéncia magnética
entre individuos com e sobrepeso/obesidade estavam associadas ao menor
comprimento dos telémeros. Foram incluidos 8 individuos com DM2 (6

mulheres).

Quando dividimos os grupos pelo comprimento mediano dos telémeros,
verificamos que os individuos acima da mediana apresentaram menor mediana
de idade, menores concentracdes séricas de AST, GGT, mas maiores valores
de IMC e concentragbes séricas de ferritina. A analise de subgrupos por sexo

nao indicou diferencas entre as variaveis.

Quando avaliados a partir de células na corrente sanguinea, os teldmeros
podem mostrar variagdo de seus comprimentos geneticamente predispostos
devido a alteragbes induzidas pelo ambiente (232). Essas alteragbes no
comprimento dos teldbmeros atuam como um indicador da saude celular, que, por
sua vez, pode fornecer status de risco para doengas. No geral, a avaliagéo de
comprimento de teldmeros € um marcador dindmico de saude bioldgica e bem-
estar que, juntamente com comprimentos de teldbmeros geneticamente definidos,

podem fornecer informacgdes sobre o status saude do individuo (233).

Uma vez que o comprimento dos teldmeros é percebido como um marcador
potencial do metabolismo celular, situagdes clinicas, estresse ou resisténcia
tornou-se um bom candidato para um marcador preditivo e/ou diagnodstico. As
variagbes nos comprimentos do TRF entre os recém-nascidos sédo tdo amplas
quanto as variagdes nos comprimentos do TRF entre os adultos. Além disso, um
desgaste mais rapido dos teldmeros aparece nos homens do que nas mulheres.
No entanto, ndo ha consisténcia na avaliacdo da associagao entre sexo e
comprimento dos teldbmeros em adultos, e essa hipdtese tem evoluido
dinamicamente. Alguns estudos mostram que os telémeros dos leucocitos s&o
mais longos nas mulheres do que nos homens. Pode resultar da presencga de
um elemento de resposta ao estrogénio na regido do promotor hTERT, o que
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pode afetar a expressdo desse gene e contribuir para a restauragdo dos
teldbmeros (234).

Nossos resultados reiteram que a idade é um fator determinante para o
encurtamento dos teldmeros leucocitarios, pois € um marcador de senescéncia
celular, demonstrado por uma correlagdo negativa moderada tanto com a

amostra total quanto por sexo.

O comprimento dos teldbmeros € maximo ao nascimento e diminui
progressivamente com o avangar da idade. Este envelhecimento associado a
doencas como diabetes, hipertensdo, doenca de Alzheimer, cancer e suas
complicagbes associadas resultam em um efeito combinado de estresse
oxidativo, inflamacao e replicagao celular repetida sobre ele, formando assim
uma associagao entre o comprimento dos teldbmeros e o envelhecimento

cronoldgico e doengas relacionadas (232).

Um estudo longitudinal com seguimento de nascidos em Helsinque em 1934-
44 avaliou o comprimento relativo dos teldmeros leucocitarios pelo método de
PCR em tempo real. Foram avaliados 1.082 individuos e observou-se
encurtamento em 93,7%. Nos homens, o encurtamento foi mais rapido 39,5%
versus 35,5% (p 0,01). Apenas nos homens houve correlagdo do encurtamento
dos teldbmeros com peso, circunferéncia da cintura, IMC e percentual de gordura
corporal. Em média, as mulheres tinham telémeros 11% mais longos que os
homens (p < 0,001). A idade, a presséo arterial e a glicemia ndo estiveram
associadas as alteragdes do comprimento de teldmeros ao longo das avaliagdes
de 10 anos, bem como ao surgimento de doengas crénicas (235).

Estudo conduzido a partir de dados da Pesquisa Nacional de Saude e
Nutrigdo (NHANES), envolvendo dados de 3564 homens e 3806 mulheres
encontrou que, para o sexo feminino, triglicerideos elevados foi altamente
associado significativamente a uma redugdo no comprimento de teldbmeros de
leucocitos nos modelos totalmente ajustados (p <0,001). Nos grupos masculino
e feminino, a circunferéncia da cintura associou-se significativamente com a

diminuicdo do comprimento de teldmeros médio(p <0,05) (236).

Por outro lado, se existem diferengas de género na associagdo de variaveis
antropomeétricas e metabolicas com o conteudo de gordura hepatica entre
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individuos com DHGNA estabelecida e comprimento dos teldmeros, permanece

amplamente inexplorado.

Outro estudo com os dados da Pesquisa Nacional de Saude e Nutricdo
(NHANES) de 1999-2000 (3567 individuos) e 2001-2002 (4260 individuos) em
individuos com idade superior a 20 anos avaliou a relagcédo entre o comprimento
dos teldmeros de leucocitos e DHGNA presumida por concentragdes séricas
elevadas de ALT, obesidade ou obesidade abdominal. Modelos de regresséo
logistica foram utilizados para avaliar a relagdo entre o comprimento dos
teldbmeros e os marcadores presumidos da DHGNA com ajuste para possiveis
fatores de confusdo. Ndo houve relagao entre concentragdes séricas elevadas
ALT, obesidade abdominal ou obesidade e o comprimento dos teldbmeros em
modelos ajustados no NHANES (OR 1,13, IC 95% 0,48-2,65; OR 1,17, IC 95%
0,52-2,62, respectivamente). Os homens mexicano-americanos tinham menor
comprimento dos teldmeros com DHGNA (OR 0,07, IC95% 0,006-0,79) usando
diferentes indicadores de DHGNA (OR 0,012, 1C95% 0,0006-0,24). Quando as
concentragdes seéricas elevadas de ALT foram combinadas com obesidade
abdominal ou obesidade, o encurtamento dos comprimentos dos telémeros
estava associado a DHGNA presumida apenas em homens mexicanos (OR
0,15, IC 95% 0,03 a 0,64 para obesidade abdominal; OR 0,012, IC95% 0,0006 —
0,24 para obesidade). A origem mexicana com DHGNA teve menor comprimento
dos teldmeros do que os homens em outros grupos populacionais (237).

Estudo de Iglesias Molli e cols realizado na Argentina, avaliando o
comprimento de teldbmeros absoluto por PCR em tempo real em 400 mulheres
(idade média de 46,76 £ 15,47 anos) agrupou em trés grupos: mulheres nao
obesas metabolicamente saudaveis (MNO), mulheres obesas sem SM (MOSS)
e mulheres obesas com SM (MSO). As MNO apresentaram comprimento de
teldmeros significativamente maior que o MSO (p = 0,033; r=-4,63; IC95% r = -
8,89/-0,37), mas nao diferiu do MOSM. Também foi observada uma diminui¢cao
no comprimento de teldbmeros com o aumento progressivo do numero de
componentes da SM (p <0,001; r =-2,06; IC95% r = -3,13 / -0,99). Assim, esses
resultados sugerem que a obesidade isolada ndo parece ter influéncia direta no
comprimento de teldbmeros de leucdcitos (238).
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Nossos resultados indicaram que individuos com comprimento dos teldmeros
acima da mediana apresentaram um IMC maior. A interagdo genética com o
equilibrio metabdlico e a homeostase da adiposidade é importante para doencgas
cronicas e regulagdo do comprimento dos teldbmeros. A obesidade apresenta
efeitos adversos a saude e diminuicdo da expectativa de vida, uma vez que o
excesso de tecido adiposo promove aumento do estresse oxidativo e inflamacgao.
Portanto, existe uma plausabilidade para associacéo entre teldmeros mais curtos
e aumento do IMC, aumento da adiposidade e acumulo de gordura visceral
(239). Uma revisdo sistematica e meta-analise com o objetivo de avaliar a
associacao entre obesidade pediatrica e comprimento dos teldmeros incluiu 11
estudos. A meta-analise mostrou que criancas com sobrepeso ou obesidade
tinham comprimento de teldbmero mais curto do que criangas com peso normal
(SMD: -0,85; IC 95%: -1,42 a -0,28; p < 0,01) (240).

Outra revisao sistematica incluiu 63 estudos com um total de 119.439
sujeitos. O método mais utilizado para avaliagdo da LT foi o PCR, 47 estudos
(74%). Entre os 63 estudos selecionados, 24 (38%) n&o encontraram variaveis
estatisticamente significativas que mostrassem associagédo entre obesidade e
CT. Os 39 estudos restantes detectaram uma associagdo estatisticamente
significativa entre obesidade e LT. Os outros 24 estudos encontraram uma
relacdo inversa. Nove artigos relataram dados para criangas ou adolescentes.
Seis estudos relataram associagdes inversas; dois ndo apresentaram os dados
especificos das criangas, mas uma associacao inversa em toda a amostra. Em
um estudo, a associagao foi significativa apenas entre os meninos. Trés estudos
nao encontraram associagao estatisticamente significativa entre obesidade e
comprimento de teldbmeros em criangas (241). Portanto a relagdo entre a
obesidade e reducdo de comprimento de teldmeros precisa ser mais bem
explorada.

Se a cirrose hepatica esta relacionada a senescéncia celular ainda € um
ponto de debate. Em nosso estudo, embora ndo tenhamos realizado bidpsia
hepatica para avaliar fibrose, usamos os validados escores BARD e FIB4 que
revelaram que nossa amostra apresentava baixo risco de fibrose. Encontramos
menores concentracdes de AST e GGT em pacientes com maior comprimento

dos teldmeros. Alguns estudos compararam o comprimento dos teldbmeros com
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a bidpsia hepatica, como o de Shin, que avaliou 23 individuos sem DHGNA, 15
com DHGNA e 45 com EHNA e mostraram que o comprimento dos teldmeros
medido a partir de tecidos hepaticos mostraram forte correlagdo negativa (p <
0,001) com a idade, independentemente do status da DHGNA. Portanto, o
comprimento dos telébmeros ajustado a idade diminuiu gradualmente com o
aumento da gravidade da fibrose em pacientes com DHGNA (p < 0,028). Na
analise multivariada, o comprimento dos teldmeros ajustado para a idade (odds
ratio 0,59; IC 95% 0,37-0,92; p 0,01) e HDL-c (OR 0,94; IC 95% 0,80-0,99; p
0,039) foram independentemente associados com fibrose significativa. O
comprimento dos teldmeros ajustado a idade tende a diminuir junto com o
estagio de fibrose da DHGNA. Em particular, entre os componentes histologicos
da DHGNA, a gravidade da fibrose parece estar relacionada ao comprimento dos
teldmeros no figado (242).

Por outro lado, Laish et al avaliaram os teldmeros leucocitarios periféricos de
22 pacientes com DHGNA, 20 com cirrose criptogénica e 20 controles
masculinos pareados por idade. O comprimento dos telémeros foi analisado
usando hibridizagao in situ de fluorescéncia quantitativa, e a senescéncia celular
foi avaliada pela porcentagem de células com focos de heterocromatina
associados a senescéncia. Menor comprimento dos teldmeros e aumento da
senescéncia celular foi demonstrado em pacientes com DHGNA, em
comparagao com o0s pacientes com cirrose criptogénica e controles saudaveis.
Enquanto o mRNA hTERT foi significativamente diminuido, o comprimento de
teldbmeros foi aumentado em pacientes com cirrose criptogénica, em
comparagao com o grupo DHGNA e individuos saudaveis. Assim, existe uma
correlacao entre a expressao do mRNA hTERT e o comprimento dos teldmeros
em pacientes com DHGNA, o que pode estar relacionado a disturbios
metabdlicos associados e ao risco de transformag&o maligna (243).

A anadlise dos dados do NHANES 1999-2002 avaliou comprimento de
teldmeros de leucocitos em pacientes com DHGNA presumida (definida como
ALT > 30 U/L para homens e > 19 para mulheres) em 6.738 participantes com
idade média de 46,3 anos revelou que a DHGNA presumida foi inversamente
proporcional a CTL em adultos jovens de 20 a 39 anos, mas nao na populagao

em geral. O quartil de comprimento de teldbmeros mais curto foi associado a um
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OR significativamente maior para fibrose avangada (medido pelo escore de
fiborose NAFLD, FIB4 e indice de razdo AST para plaquetas) em comparagéo
com o quartil mais longo (OR 2,36 vs 2,01 p < 0,05) em um modelo de analise
univariada e uma analise multivariada ajustada a idade, sexo, etnia,

circunferéncia da cintura, tabagismo, diabetes, HAS e HDL (244).

E importante discutir que o encurtamento dos teldmeros também foi
observado nas ilhotas pancreaticas de pacientes com DM2, afetando tanto as
células beta quanto, em menor grau, as células alfa, possivelmente contribuindo
para a diminuicdo da secregao de insulina em estagios mais avangados da
doenga (245). Embora se reconhega que o estresse oxidativo excessivo induz
danos nos teldbmeros e reduz seu comprimento e comprimento dos teldmeros em
células B pancreaticas, nesta mostrou-se encurtado em pacientes com DM,
potencialmente levando a uma capacidade prejudicada de proliferar e secretar
insulina e levar a morte celular acelerada. Por outro lado, a redugdo do
comprimento dos teldbmeros de leucécitos também foi relatada em pacientes com
obesidade ou resisténcia a insulina, ambos frequentemente associados ao DM2.
Coletivamente, os dados disponiveis sugerem que hiperglicemia, estresse
oxidativo e danos nos teldmeros nos adipdcitos e pancreaticos criam um ciclo
vicioso subjacente a fisiopatologia do DM2. A redugcdo de comprimento de
teldbmeros em individuos com intolerancia a glicose ja esta sendo reconhecida

como fator de risco para o aparecimento de DM (246).

Estudo brasileiro analisou comprimento de leucdcitos do sangue periférico
por PCR em sujeitos com DM2 diagnosticados recentemente (tempo médio
desde o diagnostico de 1 ano, a maioria estava em monoterapia com
metformina), incluindo 108 pacientes com DM2 (87 mulheres, 21 homens) e 125
(37 mulheres, 88 homens) controles pareados por idade com tolerédncia normal
a glicose. A mediana do comprimento de teldmeros n&o foi diferente entre
pacientes com DM2 e controles. No entanto, analises de regressao linear
multipla mostraram que o comprimento de telébmeros foi inversamente associado
ao tempo desde o diagnostico de DM2, glicemia de jejum e HbA1c, mas n&o com
a HbA1c avaliada nos 5-12 meses anteriores, apos ajuste para idade, sexo e
IMC (247).
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Um estudo de coorte realizado na China com seguimento de 6 anos de 64
pacientes com DM2 sem DHGNA no inicio do seguimento mostrou que 39
individuos desenvolveram esteatose nesse periodo. Nao houve diferenca
significativa entre os dois grupos no comprimento dos teldmeros basais;
entretanto, ao final do sexto ano, o comprimento dos teldmeros havia diminuido

no grupo de individuos que desenvolveram DHGNA (248).

Estudo também chinés avaliou 442 pacientes entre 20 a 84 anos, com
determinacgao de fibrose hepatica avangada por NFS e pontuagao FIB-4 (se NFS
> 0,676 ou FIB-4 > 2,67). Comprimento de teldbmeros de leucdcitos foi medido
pelo comprimento do fragmento de restricdo terminal por Southern blot. Neste
estudo, 16,5% apresentavam fibrose avancada, 30,8% nao tinham fibrose
avangada e os 52,7% restantes eram indeterminados. Os pacientes com DM2
com fibrose hepatica avangada eram mais velhos (p <0,001) e maior tempo de
diagnostico de DM2 (p 0,002). IMC, circunferéncia abdominal, ALT e AST
também foram significativamente maiores em pacientes diabéticos com fibrose
avangada (todos p > 0,005). Por regressdes logisticas multiplas, comprimento
de teldbmeros foi significativamente associado com fibrose avangada em DM2
(OR: 0,997, IC 95%: 0,996 —0,999; p 0,002), juntamente com idade (OR 1,239
95% 1,129-1,359), sexo (OR: 0,217, IC 95%: 0,056—0,850; p 0,028) e ALT (OR:
1,133, IC 95%: 1,016-1,210; P <0,001). A duragcdo do diabetes so6 foi
significativamente associada a fibrose avangada em pacientes com DM2 com
mais de 6 anos de doenca (OR 1,557 IC 95% 1,059-2,291 p 0,024).
Curiosamente, apenas comprimento de teldmeros (OR 0,998 95% CI0,997-1,0 p
0,0043) e idade (IC 95% 1,115 - 1,033-1,204 p 0,005) foram significativamente
relacionados a fibrose avangada em pacientes com DM2 do sexo feminino (249).

Outro estudo chinés avaliou 120 pacientes com DM2 sem DHGNA e 120
pacientes com DM2 pareados por idade com DHGNA. A DHGNA foi definida por
US. Comprimento de teldbmeros de leucdcitos em pacientes com DM2 com
DHGNA foram significativamente mais longos do que aqueles sem DHGNA
(6.400,2 pares de bases vs. 6.023,7 p < 0,001), especialmente quando a duragao
do diabetes foi inferior a 2 anos. Enquanto isso, a tendéncia de menor
comprimento de teldbmeros foi associada ao aumento da duragéo do diabetes em

pacientes com DM2 com DHGNA, mas ndo em pacientes com DM2 sem
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DHGNA. Finalmente, comprimento de telébmeros (OR 1,001, IC 95% 1,000-
1,002, p 0,001), bem como IMC (OR: 1,314, IC95% 1,169-1,477, p < 0,001) e
triglicerideos (OR: 1,984, IC 95% 1,432-2,747, p < 0,001), tiveram uma
associagao significativa com o status de DHGNA em pacientes com DM2 (250).

Meta-analise de 17 artigos publicados entre 1990-2015 identificou
significativa associagdo entre o comprimento dos teldbmeros e DM2 em 5575
pacientes com diabetes e 6.349 individuos saudaveis. A diferenga média
agrupada agrupado por regido geografica indicou uma associagao significativa
entre o comprimento do telédmero encurtado e diabetes mellitus (SMD: 3,41; IC
95%: 4,01, 2,80; heterogeneidade, 12 = 99%) (251).

Por fim, & digno de nota que novos estudos estdo surgindo com relagéo ao
comprimento de teldbmeros como marcador de doenga isquémica associado ou
ndo a diabetes (252).

O ferro € um micronutriente essencial que € necessario para muitos aspectos
da fisiologia humana (253) incluindo a homeostase metabdlica e a estabilidade
do genoma. Estudo em camundongos demonstra que o ferro tecidual esta
negativamente correlacionado com a expressédo de TERT e TERC no figado, rim
e coragao de camundongos parabioticos (254).

Dados do NHANES 1999-2002 dos EUA analisaram 7.336 adultos com 20
anos ou mais para concentragdes seéricas de ferritina (alta acima de 200 ng/dL
para mulheres e 300 ng/dL para homens e baixo se < 30 ng/dL). Concentra¢des
séricas elevadas de ferritina, comparados aos normais, foram inversamente
associados ao comprimento dos telédmeros. Apos ajuste para fatores
demograficos, socioecondmicos e de estilo de vida, IMC, proteina C reativa e
composicao do tipo de célula leucocitaria, o coeficiente 3 para o comprimento
dos telébmeros transformados em log foi -0,020 (SE 0,009, P = 0,047). A
associacgao foi mais forte em adultos de 65 anos ou mais ( _coeficiente -0,081,
SE 0,017, P <0,001) do que em adultos de 20 a 44 anos (B _coeficiente -0,023,
SE 0,019, P = 0,24) ou adultos de 45 a 64 anos de idade (B _coeficiente 0,024,
SE 0,015, P=0,10) (P para interagdo 0,003). Concentragdes séricas baixas de
ferritina, comparados com concentracdes séricas normais de ferritina, ndo foram

significativamente associados ao comprimento dos teldmeros (255).
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Nao encontramos estudos que analisassem a ferritinaem DHGNA e CLT. Em
individuos com Hemocromatose, o Iron Overload Screening Study demonstrou
que individuos com fenétipo de ferro elevado (definido se a ferritina estava acima
de 300 ng/mL para homens ou 200 ng/mL para mulheres) tinham teldmeros mais
curtos, mas nao entre individuos com mutagdes HFE ou C282Y/C282Y. Neste
ultimo subgrupo com niveis de FS > 1.000 ng/mL (n = 11) o comprimento dos
teldmeros foi menor (255,3) do que aqueles com FS nao elevada (<300 ng/mL
em homens e <200 ng/mL em mulheres) ( n = 29), mas sem significancia
estatistica (p 0,29) (256).

Nosso estudo € limitado pelo pequeno tamanho da amostra e seus dados
transversais. Existem poucos estudos que analisaram a DHGNA e o
comprimento dos teldmeros. Nosso objetivo foi investigar a interagdo de
variaveis metabodlicas com sobrepeso/obesidade em individuos com e sem
diabetes e DHGNA com comprimento dos teldbmeros. Embora reconhegamos
que a avaliagao histologica de EHNA e fibrose teria permitido insights valiosos
sobre o significado clinico do conteudo de gordura no figado, a importancia da
avaliacdo ndo invasiva esta respaldada pela alta prevaléncia de DHGNA em todo

o mundo.

6.5 CONCLUSAO

Concentracgdes séricas de IGF-1 nao tiveram associagdo com a fragao hepatica
de gordura em DHGNA, isso pode ter acontecido por nossa amostra ser
composta por pacientes com baixo risco de fibrose.

Embora nossos dados nao tenham demonstrado eficacia dos ISGLT2
acreditamos que os mesmos devem ser mais bem estudados para o tratamento
de pacientes com DHGNA sem DM2 em uma amostragem maior, uma vez que

os estudos em pacientes com DM2 estdo mostrando bons resultados.

Nossos achados reiteram que a idade é o fator mais importante associado ao
comprimento dos teldmeros e a obesidade por si sé pode nao predizer

encurtamento de teldmeros.
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Maiores concentragdes séricas de AST e GGT e maior pontuacéo no indice FIB4
foram associadas ao encurtamento de teldmeros de leucdcitos, e este € um

ponto que deve ser estudado.
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Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DA EFICACIA DE INIBIDOR DE SGLT2
PARA ESTEATOSE HEPATICA GORDUROSA NAO-ALCOOLICA EM
DIABETICOS E NAO-DIABETICOS: ENSAIO CLINICO
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Versao: 2
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Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER
Numero do Parecer: 2.984.312
Apresentagao do Projeto:

O presente trabalho ira avaliar a importancia do estudo clinico intervencionista
randomizado controlado com placebo, cego, aberto, com inclusdo de pacientes
acima de 20 anos, diabéticos e n&do diabéticos, selecionados em clinica de
Radiologia, a partir de resultados de ultrassonografia evidenciando esteatose
hepatica. A amostra sera obtida de forma consecutiva em periodo suficiente
para obter o tamanho amostral calculado para 160 pacientes (80 por grupo).
Em cada grupo, tratamento e placebo, amostra sera dividida em 40 pacientes
diabéticos e 40 pacientes n&o diabéticos. O estudo seguira as normas
internacionais conforme estipuladas pela Declaragado de Helsinki. Todos os
pacientes receberdo um termo de consentimento livre e esclarecido e, aqueles
que aceitarem a participagao, terdo coletadas amostras séricas para dosagem
de glicemia, insulina, hemoglobina glicada, ALT, AST, ferritina, HBsAg,
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anti-HBS, anti-HCV, perfil lipidico e IGF-1. Os pacientes acima de 20 anos que
apresentarem alteragdo em
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transaminases, com diabetes (glicemia em jejum acima de 126 mg/dL e
hemoglobina glicada acima de 6,5%) ou sem diabetes (glicemia em jejum
abaixo de 126 mg/dL e hemoglobina glicada abaixo de 6,5%) serdo incluidos
no estudo e serdo submetidos RNM de abdome superior para determinacéo do
conteudo hepatico de lipideos. Entre os pacientes diabéticos serao incluidos
aqueles com duragéo da doenga superior a 6 meses (em tratamento) e inferior
a dez anos, sem usode terapia insulinica e em uso de apenas um anti-
hiperglicemiante oral. Os critérios de exclusdo sergo: uso

de alcool > 60 gramas/dia em

10 anos para homens e > 20 gramas/dia para mulheres, hepatites virais B e C,
HIV, drogas que prejudicam a beta-oxidag&o (metotrexate, amiodarona,
tetraciclina, tamoxifeno, quimioterapicos), hepatite auto-imune, doencgas
biliares, disturbios genéticos metabalicos, ferritina acima de 1000 mg/dL,
infecc&o do trato urinario de repeti¢ao, diabéticos em uso de analogos de GLP-
1 ou em terapia dupla oral. Dessa forma, 80 pacientes receberdo ISGLT2
(dapaglifozina) e 80 pacientes receberéo placebo por 12 meses. Os sujeitos
serao avaliados trimestralmente com a realizagdo dos exames laboratoriais
solicitados rotineiramente para controle de esteatohepatite (transaminases
hepaticas, GGT, glicemia, insulina, hemoglobina glicada, ferritina, perfil lipidico)
e avaliagao clinica para determinacao do peso corporal, circunferéncia
abdominal em centimetros e presséao arterial. Apds 12 meses serdo novamente
submetidos a um segundo exame de RNM. O conteudo hepatico de gordura
sera determinado pela técnica gradiente-eco de desvio quimico, primeiramente
descrita
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por Dixon. Segundo os autores do trabalho, a sensibilidade e a especificidade
documentada para essa
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técnica é de cerca de 81 % e 100%.0 tamanho da amostra planejada foi de
160 individuos, com atribuigédo igual a cada um dos dois grupos de estudo (80
por grupo). Nos estimamos que, com esse tamanho de amostral, o estudo tera
90% de poder para detectar uma diferenca absoluta na taxa de melhora na
esteatohepatite n&o alcodlica de 25 pontos percentuais, com teste de hipdtese
bicaudal (erro tipo 1) de 0,025. Esta taxa de melhora foi obtida a partir de
estudo prévio com desenho semelhante (sujeitos comNAFLD, porém sem
diabetes) em que foi investigado o efeito da pioglitazona sobre desfechos
relacionados

a NAFLD (10).NAFLD e DM2 tem como caracteristica um estado inflamatorio
cronico que tem sido associado ao processo mais conhecido de senescéncia
celular, o encurtamento de teldmeros. O estudo também avaliara se o
encurtamento de teldmeros. esta associado a doenga hepatica gordurosa
naoalcoolica

por coleta de sangue periférico.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar a eficacia clinica do ISGLT2 em pacientes diabéticos e ndo diabéticos
portadores de DHGNA

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
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O presente trabalho apresenta riscos para os pacientes, entretanto, os
pesquisadores estdo assegurando terapias corretas para a intervengéo, caso
haja complicac¢des referentes ao tratamento sugerido.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Os autores realizaram todas as alteragdes necessarias.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoéria:

Todos os documentos estdo de acordo com o esperado.

Recomendacgoes:

Enviar relatérios anuais em fevereiro de 2019, fevereiro de 2020 e final até
Setembro de 2020.

Conclusoées ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Considero o projeto de acordo com o esperado podendo ser iniciado de acordo
com o cronograma de execugao.
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Consideragoes Finais a critério do CEP:

Data para entrega de Relatorios parciais ao CEP/FPM: fevereiro de 2019,

fevereiro de 2020. Data para entrega de Relatorio Final ao CEP/FPM:
Setembro de 2020.
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OBS.: O CEP/FPM LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO
DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEP PARA FINS DE
ANALISE E APROVACAO DA MESMA.

O CEP/FPM lembra que:

a- segundo a Resolugdo 466/12, o pesquisador devera arquivar por 5 anos o
relatorio da pesquisa e os Termos de Consentimento Livre e Esclarecido,
assinados pelo Participante da pesquisa.

b- podera, por escolha aleatéria, visitar o pesquisador para conferéncia do
relatorio e documentagao pertinente ao projeto.

c- a aprovacao do protocolo de pesquisa pelo CEP/FPM da-se em decorréncia
do atendimento a Resolugdo CNS 466/12, ndo implicando na qualidade
cientifica do mesmo.

Orientagdes ao pesquisador :

O Participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de
retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagao
alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 466/12 ) e deve receber uma
via original do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele
assinado. ¢ O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no
protocolo aprovado e descontinuar o estudo somente apds analise das razdes
da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS 466/12), aguardando
seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano nao previsto ao
participante da pesquisa ou quando constatar a superioridade de regime
oferecido a um dos grupos da pesquisa que requeiram agao imediata.

* O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes
que alterem o curso normal do estudo (Res. CNS 466/12). E papel de o
pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso
grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagado ao
CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu
posicionamento.

» Eventuais modificagcdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao
CEP de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser
modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do Grupo | ou Il
apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador
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deve envia-las também a mesma, junto com o parecer aprobatorio do CEP,
para serem juntadas ao protocolo inicial (Res.251/97, item 1ll.2.e).

De acordo com as atribuigdes definidas na Resolugdo CNS 466/12, o CEP
manifesta-se pela aprovacao do protocolo de pesquisa proposto.
O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com
seres humanos, nos limites da redag&o e da metodologia apresentadas.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Arquivo Postage Autor Situaca

Documento m

'S”g’ér Qg‘gge PB_INFORMACOES BASICAS_D 53/ 097201 Aceito

do Projeto O_P ROJETO_1120204.pdf 15:56:27

Projeto

Detalhado / 23/09/201|DEBORA

Brochura |DoutoradoDHGNAcompleto.docx |8 GONCALVE|Aceito

Investigado 15:56:04 (S

r

Recurso

Anexado 23/09/201|DEBORA

pelo CD)z)utoradoDHGNAcomresposta.do 8 GONCALVE|Aceito

Pesquisado 15:55:07 (S

r

Folha de 15/07/201|DEBORA

Rosto FolhaRISGLT2.docx 8 GONCALVE|Aceito
21:15:27 |S

TCLE /

Termos de

Assentimen 01/07/201|DEBORA

to / TCLEDGHNA.docx 8 GONCALVE|Aceito

Justificativa 10:41:24 |S

de

Auséncia

Situagao do Parecer:

Aprovado
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Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao
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PATOS DE MINAS, 26 de Outubro de 2018

Assinado por:

HUGO CHRISTIANO SOARES MELO (Coordenador(a))
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