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RESUMO

Introducio e objetivo: Anorexia e desnutricdo sdo causas importantes de desnutri¢ao
nas criangas e adolescentes com cirrose. A grelina e a leptina sdo hormonios envolvidos na
homeostase energética, possuem efeitos antagonicos e estdo associadas com anorexia em
cirroticos. O objetivo deste estudo ¢ avaliar as concentragdes de grelina, leptina, insulina e
glicose, e o estado nutricional entre criancas e adolescentes cirrdticos e higidos.

Métodos: Estudo transversal prospectivo, realizado com 39 criangas e adolescentes com
cirrose (66,7% atresia biliar) idade entre 2,5 e 188 meses, sendo 51,3% do sexo feminino e
51,3% eram Child-Pugh A; 41%, B e 7,7%, C respectivamente, ¢ 39 controles higidos
pareados por sexo e idade. As concentracdes de grelina, leptina, insulina e glicose foram
dosadas pelo método de ELISA. Amostras de sangue foram coletadas pelo menos apds 3
horas de jejum. A gravidade da doenga hepatica foi avaliada pela classificagdo de Child-Pugh
e pelo escore PELD e/ou MELD. A avaliacdo antropométrica foi realizada pelos indices de
estatura para idade, prega cutinea tricipital e a classificacdo foi determinada de acordo com os
padrdes WHO 2009 e Frisancho 2008.

Resultados: A grelina apresentou correlagdo inversa com a idade. Os valores
medianos (percentil 25-75) de grelina acilada foram significativamente menores nos cirroticos
do que nos controles [140,3 (93,9-269,7) pg/ml versus 277,8 (209,9-557,8) pg/ml, P=0,003].
Os valores medianos da grelina total e desacilada dos cirroticos foram 913,4 pg/ml (760,8-
1443,7) e 1397,8 pg/ml (815,27-2.047) respectivamente. Os valores medianos da leptina,
insulina e glicose ndo foram significativamente diferentes entre os cirrdticos € os controles
(P=0,421; P=0,908; P=0,851). A grelina acilada foi associada com a gravidade e classificagdo
de Child-Pugh, e a grelina desacilada com o escore PELD >15. A leptina apresentou
correlacdo positiva com os pardmetros antropométicos, hematocrito e hemoglobina. Os
cirréticos desnutridos apresentaram niveis diminuidos de leptina quando comparados aos
cirréticos bem nutridos (P=0,023).

Conclusoes: A concentracao diminuida de grelina acilada e aumentada de grelina total e
desacilada relacionaram-se com a gravidade da doenca hepatica, enquanto os niveis séricos de
leptina com desnutricdo em criancas e adolescentes cirrdticos. A insulina e a glicose nao
apresentaram associacdo com as variaveis estudadas.

Palavras chave: cirrose, anorexia, desnutricao, grelina, leptina, criangas



ABSTRACT

Introduction and Objective: Anorexia and undernutrition state are a problem of
paramount importance in children and adolescents with cirrhosis. Ghrelin and leptin are the
main hormones involved in the control of food intake and body weigth, having antagonic
effects and being associated with anorexia in cirrhotic patients. This study aimed to
investigate the relationship between fasting ghrelin, leptin, insulin and glucose concentrations;
and the nutritional status in pediatric cirrhotic patients, comparing with sex- and age-matched
healthy controls.

Methods: Cross-sectional study evaluated 39 children with cirrhosis (biliary atresia as
etiology in 66.7%) aged between 2.5 and 188 months, 51.3% female were evaluated, 51.3%
were Child-Pugh A; 41%, B and 7.7%, C. Other 39 healthy children matched for sex and age,
taken as controls, were also evaluated. Blood samples were collected at least after 3-hours
fasting. Fasting total ghrelin, acyl grelin, leptin, insulin and glucose levels were measured
using a commercial ELISA kit. Severity of liver disease was assessed by Child-Pugh
classification, and PELD or MELD score. Antropometric papameters including, body fat mass
and height for age were determined and classified according to WHO 2009 and Frisancho
2008 standard reference.

Results: Plasma ghrelin levels showed an inverse correlation with age. Median values (25-75
centile) of acylated ghrelin were significantly lower in cirrhotics than in healthy controls [142
(93-278) pg/ml vs 275 (208-481) pg/ml, P=0.001]. Median values of leptin, insulin and
glucose were not significantly different between cirrhotics and controls (P=0.421; P=0.908;
P=0.851). Ghrelin levels were associated with the severity of Child-Pugh classification and
PELD or MELD scores >15. Ghrelin levels did not associate with gender and causes of
cirrhosis. Leptin levels were correlated positively with anthropometric parameters, hematocrit
and hemoglobin. Undernourished cirrhotic patients had lower leptin levels than well-
nourished (P=0.023).

Conclusion: Plasma acyl ghrelin concentration are lower and total and desacyl ghrelin
were higher and associated with cirrhosis severity, whereas leptin was associated with
undernourishment in children and adolescents with cirrhosis. Insulin and glucosis werent
associated with any variable.

Keywords: Cirrhosis, anorexia, undernourishment, ghrelin, leptin, children



1 INTRODUCAO




1 INTRODUCAO

A anorexia ¢ um problema de fundamental importidncia em pacientes com doenca
hepatica avangada, contribuindo significativamente para a desnutricdo (PLAUTH, 2002;
TSIAOUSI et al., 2008). Em criangas e adolescentes, os acréscimos energéticos necessarios
para promover o crescimento, aliados a inapeténcia caracteristica, tornam a desnutri¢do um

problema ainda mais dificil de ser combatido.

A desnutricdo ¢ uma condicdo comum em cirrdticos & medida que a doenga avanca.
Os mecanismos de desnutricao na cirrose ainda ndo estdo completamente elucidados, sabe-se,
porém, que ingestdo alimentar insuficiente e hipermetabolismo contribuem para um balango

energético negativo (HARDY & KLEINMAN, 2007; SCHIFF et al., 2007).

Grelina, leptina e insulina sdo hormonios fundamentais no balango energético. A
grelina atua na liberagdo do hormonio do crescimento (GH) (em inglés, growth hormone) e na
estimulacdo do apetite, sendo um sinal de fome para o sistema nervoso central (SNC), com
acdo independente de seu efeito estimulante do GH (KOJIMA & KANGAWA, 2005; CHEN
et al., 2009a). Além dessas, possui também outras fungdes, como modulacdo do sistema
imunologico através de efeitos anti-inflamatério e antioxidante, importantes na protegao

contra a lesdo hepatica (DIXIT et al., 2004; ISERI et al., 2008). A leptina suprime o apetite e
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transmite sinais de saciedade para o cérebro. WANG et al. (2009) sugerem que ela pode
mediar a fibrose hepatica, porém a maneira pela qual as rotas de leptina e grelina contribuem
para a anorexia-caquexia ainda ndo estd bem esclarecida. Em cirroticos adultos, a resisténcia
periférica a insulina e a hiperglicemia ja estdo bem caracterizadas; em criangas e adolescentes,

no entanto, ha necessidade de mais estudos.

O conhecimento sobre a relagao especifica da homeostase energética na regulagdo do
apetite em criangas e adolescentes com cirrose ¢ de suma importancia, em razao de suas
contribuicdes a ingestdo alimentar e ao peso corporal, relacionando-se com a perspectiva das

suas atuacdes terap€uticas na anorexia-caquexia.
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2.1 REGULACAO DA FOME E DO APETITE

A fome relaciona-se a mecanismos fisioldgicos, bioldgicos e institivos; o apetite refere-
se ao desejo fisico ou emocional de ingerir alimentos especificos, e a saciedade, a sensacao de
plenitude em relacdo a necessidade em alimentar-se. Fome e saciedade ndo sdo determinantes
unicos da ingestdo alimentar ou de sua interrup¢ao; sdo sensagdes de resposta a um controle e

manuten¢do da homeostase energética, consolidada numa perspectiva genético-evolutiva.

A homeostase energética ajusta-se ao longo do tempo bem como promove estabilidade
na quantidade de energia armazenada sob a forma de tecido adiposo (SCHWARTZ et al.,
2000). Os dados ainda sao conflitantes, mas varios hormdnios ¢ neuromoduladores atuam na
regulacdo da fome e do apetite. Os neuropeptidios orexigenos e anorexigenos compodem
apenas uma parcela dessa complexa regulagdo que integra um conjunto de sinais
neuroendocrinos sensiveis ao estado metabolico e a ingestdo caldrica, permeando sensagdes
de fome, apetite, saciedade e gasto energético. Fazem parte desses sinais neuroendocrinos: os
gastrintestinais, os adipocitarios, os neuromoduladores da fome e do apetite e outras

substancias como a insulina e a glicose (LEITE & BRANDAO-NETO, 2009).
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2.2 SINAIS METABOLICOS GASTROINTESTINAIS

O nucleo paraventricular do hipotalamo recebe também sinais de outros peptidios
relacionados a regulagdo do apetite, os quais atuam em receptores dos nervos auténomos,
principalmente do nervo vago. Esses peptidios abrangem os sinais gastrintestinais, os quais
interferem na regulacao da ingestdo alimentar: a grelina, a colecistocinina, o peptidio YY, o

polipeptidio pancreatico, a amilina, as incretinas e a oxintomodulina, com fungdes especificas

sumarizadas na figura 1.

A grelina € o primeiro e o Unico sinal periférico gastrointestinal conhecido de aumento
do apetite (KOJIMA & KANGAWA, 2008), o que a torna alvo do nosso interesse neste

estudo com criancgas e adolescentes cirréticos.

Grelina
1 apetite
1 GH
Gastrina
secregdo acida

Motilina
motilidade gastrointestinal
GIP
atividade incretinas I li 1
. nsulina e glucagon
Secretina glucag
= e P homeostase da glicose
secre¢do pancredtica exdcrina . , PR
. .. Polipeptideo pancreatico
Colecistoquinina

motilidade gastrica
saciedade
Amilina
homeostase da glicose
motilidade gastrica

contragdo da vesicula biliar,
motilidade
secregdo pancreatica exocrina

GLP-1
atividade incretinas
saciedade
GLP-2
motilidade e crescimento
Oxintomudulina
saciedade e secregdo acida

PYY3-36 saciedade

GLP-1: Glucagon-Like Peptide-1;GLP-2: Glucagon-Like Peptide-2
PYY3-36: Peptidio YY3-36;GIP:Glucose-dependent Insulinotropic Polypeptide

Figura 1- Regulacdo gastrointestinal da homeostase energética
Fonte: Modificado de Murphy & Bloom, 2006
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2.2.1 Grelina

A grelina (ghre, do grego, e grow, em inglés, que significa crescimento) ¢ um
hormonio peptidio, composto por 28 aminoacidos, que atua na liberacdo do hormoénio do
crescimento (GH) (em inglés, Growth Hormone) e como modulador da homeostase energética
na regulagdo da ingestao alimentar (KORBONITS & GROSSMAN, 2004; SOARES &
MOREIRA, 2008). Em 1999, a grelina acilada foi identificada por Kojima e colaboradores
como um ligante cognato endogeno para o receptor secretagogo do GH (GHS-R1a) (em
inglés, ghrelin hormone secretagogue receptor-1a), conhecido como um receptor 6rfao. Foi
descoberta a partir de extratos gastricos naturais do estdmago, ou seja, por "farmacologia

reversa" (KOJIMA et al., 1999; KOJIMA et al., 2001).

O gene da grelina humana esta localizado no cromossomo 3p25-26, ¢ o gene do
hormonio liberador do GH (GHSR) (em inglés, Growth Hormone Realease Hormone)
também se localiza no cromossomo trés, na posicdo q26-27 (SMITH et al, 1997) e ¢
codificado nos éxons dois e trés (KOJIMA & KANGAWA, 2005; KOJIMA & KANGAWA,
2008). O gene da grelina pode gerar varias moléculas bioativas: a grelina acilada, a desacilada

e a obestatina (SOARES & MOREIRA, 2008).

e Grelina acilada e desacilada

As duas principais formas da grelina encontradas no estdmago e no plasma sdo a
grelina desacilada, que ¢ a forma na qual ¢ secretada, e a grelina acilada (HOSODA et al.,
2000). No plasma, a grelina desacilada ¢ encontrada predominantemente entre 75-90% ou
mais, e a grelina acilada em cerca de 10-25% da grelina total (CHEN et al., 2009b). Camilleri
et al. (2009) sugerem que a grelina desacilada apresenta agdes biologicas sutis e as vezes
contraditorias no controle da homeostase energética, motilidade gastrointestinal e proliferagao

celular. Esses efeitos normalmente se opdem ou modificam a acdo da grelina.
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A grelina acilada age no GHS-R1a para estimular a liberacio de GH. Possui uma
modificagdo n-octanoica Unica postranslacional na serina que estd na posicao trés,
caracterizando a descoberta do primeiro caso conhecido de um hormonio peptidio modificado
por um acido graxo (KOJIMA et al., 1999; KOJIMA et al., 2001). O grupamento acil que se
liga a grelina sintetizada corresponde aos acidos graxos que foram ingeridos, indicando que os
mesmos sao usados diretamente para a acilacao da grelina (KOJIMA & KANGAWA, 2005).
Essa modificagao ¢ indispensavel para aumentar a ingestao de alimentos e a adipogénese em
humanos e ratos (KOJIMA & KANGAWA, 2005; CHEN et al. 2009b). Ha evidéncias de que
a ingestao de trigliceridios de cadeia média pode aumentar a producao da grelina acilada sem

alterar o nivel da grelina total (acilada e desacilada).

O GHS-R ¢ um receptor de ligacao para uma proteina G e tem muitos homologos, cujos
ligantes endogenos sdo peptidios gastrointestinais ou neuropeptidios. O receptor da grelina ¢
homologo ao da motilina; ambas as formas humanas compartilham 52% de aminoacidos
idénticos (FEIGHNER et al., 1999; INUIL, 2001; SMITH et al., 2001). A grelina desacilada
ndo se liga ao receptor da grelina, mas provavelmente a um receptor ainda ndo identificado

(HOSODA et al., 2003).

A enzima que catalisa a acilagdo da grelina foi identificada em 2008 por dois grupos
independentes (YANG et al., 2008; KIRCHNER et al, 2009) e denominada de grelina O-
aciltransferase (GOAT) (em inglés, ghrelin O-acyltransferase). Recentemente, foi
demonstrada a colocalizagdo da GOAT e da grelina na mucosa gastrica oxintica de ratos, a
atividade in vitro e suas propriedades enzimologicas, uma aciltransferase de cadeia média
especifica para grelina. A regulacdo da atividade da GOAT interfere nas atividades e nas
funcdes fisioldgicas da grelina, em particular na regulagdo do apetite, sugerindo que ela possa

ser um alvo terapéutico no futuro (SAKATA et al., 2009; OHGUSU et al., 2009).
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A grelina acilada, a desacilada, a obestatina, o GHS-R1a e a GOAT podem ser parte de
um sistema com varios elementos efetores que constitui o centro de um eixo integrado
cérebro-intestino, modulando o apetite, a digestdo, a motilidade intestinal, a adiposidade e a

distribuicao de nutrientes (CHEN et al., 2009b).

e Regulacido da secrecio e concentracio da grelina

A grelina ¢ produzida no estdmago, principalmente nas células do fundo (corpo)
(DATE et al., 2000a), nas células X/A-like, um tipo distinto de células endocrinas encontradas
na mucosa do estomago (DATE et al., 2000b), podendo também ser encontradas no duodeno,
no jejuno, no ileo, no pancreas, no codlon e em outros tecidos (DATE et al., 2000a;
GNANAPAVAN et al., 2002; YOSHIMOTO et al., 2002; KOJIMA & KANGAWA, 2008;
KOJIMA & KANGAWA, 2010). Age no nucleo arqueado do hipotalamo (ARC) (em inglés,
acuate nucleos), uma importante regido no controle do apetite (HOWARD et al, 1996;
GUAN et al, 1997, NAKAZATO et al., 2001). Outros estudos também indicaram sua
presenca em neurdnios hipotaldmicos de tipo ndo caracterizado previamente (COWLEY et
al., 2003). Também foi encontrada na glandula hipofise onde pode agir na liberacdo do GH
por uma via autocrina ou paracrina. Esse padrao de localizacdo sugere desempenhar ela um
papel no controle da ingestdo alimentar com acdo independente de seu efeito na liberagdo de

GH (KOJIMA & KANGAWA, 2005; CHEN et al., 2009a).

No ARC, a grelina induz uma pré-sinapse nos neurdnios que expressam o
neuropeptidio Y (NPY) para libera-los, estimulando a ingestdo alimentar. Esses neurdnios
produtores de grelina no ARC também aumentam a taxa de GABA (Gamma-Amino
Butyric Acid; 4cido gama-aminobutirico) que pode modular uma pds-sinapse para liberar a
pro-opiomelanocortina (POMC) (em inglés, Pro-Opiomelanocortin) e o transcrito e regulado

por cocaina e anfetamina (CART) (em ingl€s, cocaine and anfetamine regulated transcript).



2 REVISAO DA LITERATURA 10

No nucleo paraventricular, a grelina estimula a liberacdo de NPY que em resposta suprime a
liberacao de GABA, resultando na estimulacao da liberacao dos neurdnios que expressam o
hormonio liberador da corticotropina (CRH) (em inglés, Corticotropin Release Hormone) e
levando a liberagdo de ACTH  (Adrenocorticotropic ~ Hormone;  hormodnio

adrenocorticotrofico) e cortisol (KOJIMA & KANGAWA, 2005), figura 2.

Terceiro Nucleo
Ventriculo Paraventricular
~
\ GABA —
" ,
Células neurais que Nl:’Y @ NPY: Neuropeptio Y
rgntemigrellna \~\, AgRP: Agouti-related Protein
\ | | J v CART: Transcrito e Regulado para Cocaina e Anfetamina
[ ] CRH POMC: Pro-Opiomelanocortin

(] GABA: Acido gama-aminobutirico
|| CRH: Hormoénio Liberador de Corticotropina
Nacleo :‘ \ @ @ ACTH: Horménio Adrenocorticotrofico

Arqueado \G';- / A

POMC / CART NPY/AGRP |

b — i

14

\
@ Apetite @

ACTH / Cortisol

Figura 2 - Peptideos hipotalamicos neurais envolvidos na regulagao do apetite
Fonte: Modificado de Kojima & Kangawa, 2005

O controle da secrecdo da grelina acilada pré-prandial ndo estd completamente
esclarecido, mas a agdo simpatica pode estar envolvida (DE LA COUR et al., 2007; KOJIMA
& KANGAWA, 2010). Sua supressao pos-prandial ndo ¢ mediada apenas por nutrientes no
estdbmago ou duodeno, pois ocorre também quando os mesmos sdo administrados por infusdo
jejunal, gastrica ou duodenal (OVERDUIN et al, 2005). O nivel de glicose no sangue
também pode ser um fator critico, pois, quando a glicose ¢ administrada oral ou

intravenosamente, a concentragao de grelina no plasma diminui (SHIIY A et al., 2002).

Sanchez et al. (2004) referem que carboidratos apresentam um maior efeito supressor

em relacao aos lipidios. A glicose e os aminoacidos suprimem mais efetivamente do que
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lipidios e frutose (TEFF et al., 2004; OVERDUIN et al., 2005). Além disso, a intensidade e a
duragdo da supressao dos niveis de grelina pds-prandial estdo relacionadas de forma dose-
dependente com a quantidade de calorias das refeicoes (CALLAHAN et al., 2004). Um outro
estudo mostra uma supressao bifasica da grelina, caracterizada pela diminui¢do inicial de
grelina total e acilada e um efeito rebote muito aumentado sobre os valores pré-prandiais
iniciais, apos a ingestdo de carboidratos isolados, sugerindo que as dietas hiperproteicas e
pobres em carboidratos contribuem para a perda de peso, € as ricas em gordura, para aumentar
o ganho de peso (FOSTER-SCHUBERT et al., 2008). A supressdao da grelina acilada pos-
prandial esta demonstrada em animais ¢ humanos adultos, mas nao em criangas (BELLONE

et al., 2004).

A grelina desacilada eleva-se pelo jejum induzido em ratos e humanos e ¢ suprimida
pela alimentagdo (SEOANE ef al, 2007; LIU et al, 2008; MONDAL et al., 2008;
KIRCHNER et al., 2009). Estudo recente mostrou que ¢ regulada em resposta a privacao de
alimento em ratos, apoiando a ideia de que grelina desacilada desempenha um papel

fisioldgico ainda indefinido no comportamento alimentar (KIRCHNER et al., 2009).

A concentracdo normal da grelina no plasma sanguineo em humanos adultos ¢ de 34-
69 pg/ml (10 — 20 fmol/ml) para a acilada e de 340-519pg/ml (100 — 150 fmol/ml) para a
grelina total (acilada e desacilada) (KOJIMA & KANGAWA, 2005). A concentra¢do de
grelina plasmatica ¢ sensivel ao nimero e ao horario de refeicoes (ERDMANN et al., 2003;
GREENMAN et al., 2004). H4 um aumento pré-prandial e uma supressdo pos-prandial em
humanos que iniciam a refei¢cdo voluntariamente, sem horarios fixos (CUMMINGS et al.,
2004). A distensdo gastrica pela agua nao altera a concentracdo de grelina, e a distensao
mecanica isolada ndo induz sua secrecao (KOJIMA & KANGAWA, 2005). No entanto, a
concentracdo de grelina € sensivel ao tipo de refeicdo: diminui com refei¢do hiperlipidica e

aumenta com hiperproteica (KOJIMA & KANGAWA, 2008).
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2.2.1.1 Grelina e funcgoes fisiologicas

A grelina € um hormodnio peptidio que desempenha varias fungdes fisiologicas,

conforme destacado na figura 3 (KOJIMA & KANGAWA, 2005; CAMILLERI et al., 2009;

CHEN et al., 2009b). Contudo, o enfoque neste estudo ¢ sua atividade no controle metabolico

do apetite, visando contribuir para o tratamento da anorexia-caquexia.

Endoécrina

T GH

1] insulina

1 ACTH (fraco)

1 cortisol (fraco)

1 prolactina (fraco)

Gastrica
1 secregdo acida ‘
1 motilidade GRELINA

1 turnover gastrico e
motilidade intestinal

roduzi 0
estomago

1 Estimula; |Inibe
GH: Growth Hormone (hormonio de crescimento)
ACTH: hormonio adenocorticotroéfico

Figura 3 - Funcoes fisiologicas da grelina acilada

o Grelina e liberacio de GH

Metabolismo
1 apetite

1 adiposidade
1 glicemia

(Tecer

v

-4

Tecido adiposo
1 Peso corpdreo

Cardiovascular
1 débito cardiaco
| pressdo sanguinea

A grelina estimula a liberagdo de GH tanto in vivo quanto in vitro, diretamente

proporcional a dose aplicada (ARVAT et al., 2000). A liberacdo de GH atinge seu pico em
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aproximadamente cinco a 15 minutos apds a injecao intravenosa de grelina e cai ao nivel
basal uma hora apdés a injecdo. Uma simples administracdo de grelina
intracerebroventricularmente também aumenta a concentracdo de GH no plasma de ratos de
uma maneira diretamente proporcional, com uma dose minima de 10 pmol (DATE et al.,
2000b). Altas doses de grelina em humanos aumentam os niveis de ACTH, prolactina e

cortisol (ARVAT et al., 2001).

2.2.1.2 Grelina e regulacido do apetite e peso corporal

Até a descoberta da grelina, o sinal de fome dos tecidos periféricos permanecia sem
identificacdo, sendo a alimentagdo o fator mais importante na sua regulacao. Em adultos, os
niveis de grelina no plasma aumentam imediatamente antes de cada refeicao e se reduz aos
niveis basais uma hora apds a ingestao habitual (CUMMINGS et al., 2001). Na infancia, o
papel fisiologico da grelina no inicio da refeicdo também foi demonstrado e correlacionado
com os dados antropométricos e a idade no crescimento durante os primeiros meses de vida
(SAVINO et al., 2006). A hipotese mais provavel é que a grelina tenha um efeito anabdlico

no inicio da refeicdo seguido de um balango energético positivo (SAVASTIO et al., 2006).

O nivel de grelina no plasma ¢ mais baixo em individuos obesos do que em ndo obesos
(TSCHOP et al., 2001; HAQQ et al., 2003). Relacionado a este fato, o nivel de grelina no
plasma se encontra bastante elevado em portadores de anorexia nervosa e retorna a niveis
normais com ganho de peso e quando o individuo se recupera da doenca (TANAKA et al.,
2003a). As concentragdes de grelina também s3o elevadas em individuos com bulimia
nervosa (TANAKA et al, 2003b). Segundo Cummings et al. (2001), a concentracdo

plasmatica aumenta em condi¢cdes de jejum e se reduz apds alimentagdo, determinando o
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papel da grelina como um gatilho para o inicio da refeigdo. A expressao do gene da grelina no
estdmago aumenta com o jejum e diminui com a administracao de leptina e interleucina-1p. A
grelina acilada produz um balango energético positivo devido ao aumento da ingestdo
alimentar ¢ a diminui¢cdo do gasto de energético, bem como através do bloqueio da anorexia

induzida pela interleucina-1p (KIM et al., 2003).

Além de sua influéncia sobre o apetite, a grelina acilada interfere no peso corporal e na
adiposidade (CHEN et al., 2009b). Estudo recente revelou que a grelina acilada pode limitar
a utilizagdo de tecido adiposo branco durante a privacao caldrica (DAVIES et al., 2009).
Dentre as agdes periféricas da grelina, destacam-se a estimulagdo da secrecdao acida, a
motilidade gastrica e os distarbios da motilidade gastrica (ASAKAWA et al., 2001;
BALDELLI et al., 2001; ASAKAWA et al., 2005; CAMILLERI et al., 2009). Mietlicki et al.
(2009), em experimentos com ratos, sugerem que as agoes de grelina acilada ndo se limitam
ao estimulo da ingestdo alimentar, mas também podem incluir alteracdes que inibem o
consumo de 4gua, o que lhe confere um papel preponderante no comportamento alimentar
(CHEN et al., 2009b). A grelina desacilada também pode estar envolvida no comportamento
alimentar, no metabolismo e na regulacdo do peso corporal, provavelmente por contrariar o
elevado nivel de grelina enddgena acilada em certas situagdes fisiologicas e, em seguida,
amortecendo seus efeitos biolodgicos, tais como alimentacdo e balango energético (CHEN et

al., 2009b).

Essa multiplicidade de fungdes da grelina acilada e as perspectivas potenciais de seus
analogos na pratica clinica, na nutrigdo e no metabolismo, ja estd avangando para o
desenvolvimento de pesquisas terapéuticas potenciais na utilizagdo de agonistas e

antagonistas desse hormonio nos diferentes tipos de doengas.
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2.2.1.3 Grelinemia nos cirroticos

Estudos realizados com cirroticos adultos sugerem que a hipogrelinemia pode estar
associada com a gravidade da doenga hepatica, com anorexia ¢ com perda de peso e/ou
desnutricdo (TACKE et al., 2003; MARCHESINI et al., 2004; TAKAHASHI et al., 2006,
DIZ-LOIZ et al., 2009). Breidert et al. (2004) demonstraram uma concentragdo de grelina
diminuida e de leptina aumentada em adultos com cirrose biliar associada a resisténcia
insulinica. Tacke et al. (2003) avaliaram a grelina em jejum em cirrdticos € encontraram
valores significantemente elevados quando comparados a controles € sem correlacdo com a
funcdo hepatica; entretanto, niveis aumentados foram vistos em pacientes com Child-Pugh C
e com complicagdes severas (sangramento intestinal, ascite, encefalopatia hepatica).
Marchesini et al. (2004) mostraram que a concentracdo de grelina foi significativamente
associada com ingestdo alimentar e desnutricdo, mas nao foi maior nos controles e também
ndo apresentou correlagdo com a gravidade da doenga hepatica. Takahashi et al. (2006)
registraram correlacdo significativa da grelina com pardmetros antropométricos e com
metabolismo basal, sugerindo que refletem a desnutricio e podem ser um indicador em
cirroticos. Observaram ainda que ndo houve associagao dos niveis de grelina com a gravidade
e com a classificacdo de Child-Pugh. Em criangas e adolescentes com cirrose, ndo foram

encontrados estudos com grelina.

A grelina tem se revelado eficaz no aumento da massa magra e da atividade em
adultos caquéticos através dos efeitos orexigeno, anabolizante e anti-inflamatorio, capazes de
melhorar a qualidade de vida (ASHITANI et al ., 2009). Além disso, efeitos anti-inflamatdrio
e antioxidante da grelina t€ém sido demonstrados, sugerindo que ela tenha uma acgdo
antifibrética e um efeito protetor contra a obstrug¢ao hepatica induzida pela fibrose, bem como

um potencial terapéutico importante (ISERI ef al., 2008).
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2.3 SINAIS METABOLICOS ADIPOCITARIOS

O tecido adiposo atualmente ¢ considerado um importante 6rgao enddcrino-metabodlico
que recebe sinais neuroenddcrinos, autocrinos e pardcrinos e que produz substincias
sinalizadoras de estruturas hipotalamicas envolvidas na regulacdo da fome, saciedade e
ingestdo alimentar (FONSECA-ALANIZ et al., 2006). As “adipocinas” (tecido adiposo
citocinas), moléculas ativas produzidas pelos adipdcitos, afetam fun¢des do SNC, musculo
esquelético e figado (LEITE & BRANDAO-NETO, 2009), atuando no controle metabélico,
na inflamacdo e no reparo tecidual, como demonstrado na figura 4 (MARRA &
BERTOLANI, 2009).

A leptina serd estudada pelo seu papel-chave na homeostase energética, atuando no

controle da saciedade, e mais recentemente, por sua atuagdo profibrogénica.

ADIPOCINAS
I
| | ~ |

CONTROLE METABOLICO INFLAMAGCAO e REPARO TECIDUAL
Leptina* Resistina** Angiotensina**
Adiponectina* TNFo** Renina
Resistina IL-1, IL-6**, IL-8**, IL-10 PAI-1%*
Visfatina** Receptor antagonista IL-1 TGF-p

Interferon GLP-1
RBP4*
Apelina Hepacidina IGF-1

p . Adipsina** Fator tecidual

Vaspina
Omentina

RBP4: Proteina Ligadora de Retinol-4; IL: Interleucina; TNFa: Fator de Necrose Tumoral-oc
PAI-1: Inibidor de Ativagdo de Plasminogénio-1; TGF-B: Transforming Growth Factor-f

GLP-1: Glucagon-Like Peptide-1; 1GF-1: Insulin Growth Factor-1

* Expressdo predominante no tecido viceral e no** tecido subcuténeo.

Figura 4 - Lista de adipocinas e suas agdes
Fonte: Modificado de Marra & Bertolani, 2009
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2.3.1 Leptina

Em 1994, foi identificado o gene ob (obeso), e sua proteina codificada foi denominada
leptina (ZHANG et al., 1994). Oriundo do grego, leptos significa magro, caracterizando sua
fungdo anorexigena (AHIMA et al., 1996). A leptina constitui-se de 167 aminoacidos e com
peptideo terminal de 21 aminoacidos e sua estrutura a classifica como da familia das
citocinas, tendo de quatro a cinco segmentos helicoidais (JANECKOVA, 2001). O gene ob se
encontra no cromossomo 7q31.3, possui 650 kb e a regido que codifica a sintese de leptina
localiza-se nos éxons 2 ¢ 3 (HERMSDOREFF et al., 2006). E um horménio derivado do tecido
adiposo, apresenta 16 kDa, homologo a ob murina, e ¢ uma das adipocinas mais importantes

no controle da homeostase energética.

E produzida quase que exclusivamente em adipdcitos diferenciados, principalmente no
tecido subcutaneo, em relagao direta com o seu teor de trigliceridios, embora seja encontrada
em outros tecidos (MEIER & GRESSNER, 2004). E considerada um sinal de adiposidade,
pois seus niveis sdo diretamente relacionados a quantidade de gordura armazenada pelo corpo

(WOODS & DIALESSIO, 2008).

Estudos iniciais com leptina sugeriram que ela seria um indutor de magreza, pois os
ratos ob/ob apresentam defeitos na regulacdo da temperatura corporal e obesidade. Efeitos
similares ocorreram no jejum e foram atenuados pela reposi¢@o de leptina in vivo (AHIMA et

al., 1996; FLIER, 2004).
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e Regulacido da secrecio e concentracio da leptina

A leptina ¢ secretada para a circulacdo de modo pulsatil, com significativas variagdes
diurnas, e estd presente ao longo do desenvolvimento puberal masculino e feminino
(ANKARBERG-LINDGREN et al., 2001; MARTOS-MORENO et al., 2010). No entanto, as
acdes da leptina sobre tecidos-alvo sdo moduladas por ligacdes de formas truncadas
circulantes de seus receptores (SMITH et al., 2005). Os receptores de leptina pertencem a
familia de receptores de citocinas da classe I, e pelo menos seis isosformas de receptores da
leptina foram identificados em camundongos (0b-Ra, 0b-Rb, ob-Rc, ob-Rd, ob-Re e ob-Rf)
(LEE et al., 1996) e, em humanos, quatro isoformas (LEP-RS, R15, R67 e R274) (BARR et
al., 1999) estando divididos em classes: longos, curtos e soluveis em ambas as espécies
(KOERNER et al., 2005). Somente o receptor Rb/R274 isoforma possui forma longa, ou seja,
um nimero maior de aminoécidos, e contém dominio intracelular que ¢ capaz de realizar a

transdugdo total do sinal de ligacdo da leptina para dentro da célula (ZHANG et al., 2005).

As concentracdes mais elevadas desta isoforma sdo encontradas no hipotalamo,
considerado o mediador dos efeitos centrais da leptina, principalmente através da ativacdo da
rota janus quinase e sinalizacdo transdutor e ativador de transcri¢do. Os mecanismos de
resisténcia a leptina sdo essencialmente centrais, ou seja, ocorrem altera¢des na sinaliza¢ao do
receptor ob-Rb no SNC e um transporte ineficiente da mesma através de uma superexpressao
do sinalizador da supressdo da citocina-3, que ¢ a molécula que inibe a sinaliza¢do da leptina
(BJORBAEK et al., 1998; MARRA & BERTOLANI, 2009). As isoformas mais curtas (ob-
Ra, ob-Rc e ob-Rd) parecem atuar como os transportadores de leptina em diferentes locais

(KOERNER et al., 2005).
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E prevalente no hipotalamo, nos nticleos arqueado, paraventricular, dorsomedial e
ventromedial, que sdo areas relacionadas ao controle da ingestao alimentar e gasto energético
(MEIER & GRESSNER, 2004; ZHANG et al., 2005), que envolvem a maioria dos seus
efeitos biologicos e apresenta papel fundamental na homeostase energética pela agdo
anorexigena da leptina (FRIEDMAN, 2002). Sua a¢do central no cérebro, especialmente no
hipotalamo, ¢ bem caracterizada pela homeostase energética e por sua importancia na fungao
reprodutiva (FLIER, 2004). A leptina age através de receptores centrais, especialmente no
hipotalamo, e em varios tecidos periféricos, como pancreas, figado, tecido adiposo e sistema

imunolégico (BJORBAEK & KAHN, 2004).

A leptina encontra-se altamente expressa no ARC do hipotdlamo que contém duas
populagdes distintas de neuronios responsivos a leptina, os que expressam NPY/AgRP e os
que expressam POMC/CART. Os que contém POMC/CART sao ativados pela leptina e
consequentemente promovem gasto energético e perda de peso, enquanto os que contém
NPY/AgRP promovem ingestdo alimentar e ganho de peso e estdo inibidos (ELIAS et al.,
1999; COWLEY et al., 2001; VAN DEN TOP et al., 2004). Através de sua agdo inibitoria
sobre o NPY, leptina exerce muitas outras agdes de ambito central, afetando o eixo adrenal,

tiredide e somatotrofico.

2.3.1.1 Leptina e funcoes fisiologicas

A leptina ¢ um hormonio que age mais na regulagdo da quantidade de energia do que
na perda de peso (FLIER, 1998). Seus niveis diminuem no jejum, na perda de peso, em
situacdes de estresse, mostrando o efeito da leptina como um sinalizador do tamanho dos

estoques de gordura. O ritmo circadiano e o pico de sua secre¢do ocorrem durante a noite e
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nas primeiras horas da manha. O ritmo diurno da leptina ¢ vinculado ao momento escolhido
da alimentacdo. A velocidade de secrecao da leptina ¢ lenta (CISTERNAS, 2002). A maneira
exata pela qual a expressao da leptina ¢ controlada ndo estd esclarecida, apesar de o
metabolismo insulino-estimulador da glicose e do receptor proliferador-ativador da peroxima

e seus antagonistas participarem do processo (MORENO et al., 2001).

Uma das agdes periféricas mais importantes da leptina ¢ a reducao da sintese e da
secrecdo de insulina, estabelecendo-se, assim, um eixo “adipo-insular” (SEUFERT, 2004).
Evidéncias recentes sugerem que sinais hipotalamicos regulam a sensibilidade da insulina no
figado via um neurocircuito envolvendo o nervo vago (GERMAN et al.,, 2009), o que pode vir

a ser um possivel eixo cérebro-figado no controle da homeostase energética.

A leptina ¢ responsavel também por estimular a oxidagdo de acidos graxos e a

captacao de glicose, impedindo assim o acimulo de gordura nos tecidos (quadro 1).

Estimula

e gasto energético

o estimulagdo do aumento da glicose no muiisculo esquelético

e secre¢do de insulina

e expressdo de adiponectina

e citocinas proinflamatdrias (exemplo: interleucina-6, fator de necrose tumoral-o)
Inibe

ingestdo alimentar

producdo de glicose hepatica

biossintese de acido graxo

expressao de resistina e RBP4 (proteina ligadora de retinol-4)

Quadro 1 — A¢des metabolicas relevantes da leptina
Fonte: Modificado de Marra & Bertolani, 2009

Além da func¢do na regulacdo do peso corpodreo, a leptina participa da fisiologia da
puberdade e da reprodug¢do, informando ao cérebro se as reservas energéticas sdo suficientes

para sustentar o inicio da puberdade e da reproducdo. Contudo, o papel fisiologico
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desempenhado pela leptina e grelina no desenvolvimento sexual, bem como seus sinais
metabolicos na puberdade e em situacdes opostas de desnutricdo crdnica, obesidade e
anorexia ainda nao esta bem elucidado (MARTOS-MORENO et al., 2010).

Na infancia e na adolescéncia, ha diferenca nos niveis plasmaticos de leptina entre os
sexos. No feminino, a concentracdo aumenta progressivamente de acordo com a idade, com o
ganho de peso e com a gordura corporal, enquanto no masculino ocorre uma diminui¢ado
progressiva. Isso se deve as diferencas hormonais, tendo a testosterona correlagdo negativa
com niveis de leptina. A expressdao dessa proteina ¢ duas a trés vezes maior no tecido
subcutaneo do que no visceral (MARRA & BERTOLANI, 2009), particularmente no sexo
feminino, em razdo de os adipoécitos subcutdneos serem maiores do que o0s viscerais

(HERMSDOREFF et al., 2006).

2.3.1.2 Leptina e estado nutricional

As concentragdes podem ser definidas pela alimentagdo recebida nos primeiros anos
de vida e esses hormdnios podem ser mecanismos que ligam a dieta na infancia ao risco de
desenvolver doencas na vida adulta, tanto em individuos saudaveis como em doentes. Altos
niveis de leptina sdo seguidos de uma infincia curta, pois o ganho de peso seria o gatilho para
uma puberdade precoce. De forma inversa, baixos niveis de leptina, como € o caso de criancas
desnutridas, retardariam o processo (DUNGER et al., 2006). Em 1997, foi demonstrada a
presenca de leptina no leite materno e, mais recentemente de grelina e adiponectina, sugerindo
um importante papel biologico desses hormonios na modulagdo da termogénese e na
utilizagdo de energia no metabolismo neonatal (SAVINO et al., 2008).

As concentragdes de leptina periférica parecem diminuir apds privagdo de alimento,

normalizando-se ap6s a realimentacdo (KOLACZYNSKI ef al.,, 1996). Os niveis de leptina



2 REVISAO DA LITERATURA 22

circulantes parecem estar diretamente correlacionados com o indice de gordura corporal tanto
em adultos como em criangas ¢ adolescentes (MARTOS-MORENO et al., 2010).

A leptina tem ainda papel fundamental sobre os sistemas imunologico,
hematopoiético e cardiovascular. E um potente modulador de resposta imunoldgica. Os
efeitos imunomodulatorios da leptina requerem interagdo direta com o receptor ob-Rb.

Os efeitos imunomoduladores da leptina indicam que ela participa de uma imunidade
inata e sua deficiéncia aumenta a suceptiblidade aos efeitos deletérios das doencas
infecciosas. A dramatica queda na producao de leptina induzida pela desnutricdo também
causa imunossupressao ¢ pode ser revertida por terapia de reposicdo com leptina
(STOFKOVA, 2009). A leptina estimula a sintese de citocinas proinflamatérias como fator de
necrose tumoral-a, interleucina-6, interleucina-8, entre outros. Contudo, as agdes da leptina
na producdo de citocina ainda é controversa (STOFKOVA, 2009), os efeitos dos sinais
metabolicos do tecido adiposo na desnutricdo e supernutrigdo também necessitam de mais

esclarecimentos, principalmente nas doengas cronicas (figura 5).

Supernutriciao

_on
p y gy,
Tecido adiposo ) &C )
Desnutri¢io - (e Sag
- X o o & &l \ N )
Ea c’°~ &y S ﬁ-x ] ) L p 4
l adh.d.
T sucetibilidade inflamagao | | T sucetibilidade inflamagdo cronica
e infecgdes agudas e doengas autoimunes
LEPTINA

Figura 5 — Leptina interfere no estado nutricional e na resposta imune
Fonte: Modificado de Stofkova et al., 2009
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2.3.1.3 Leptinemia nos cirrdticos

Em dois estudos que avaliaram leptina em criangas e adolescentes com hepatopatia
cronica, a concentracao de leptina apresentou valores inversos aos encontrados em adultos.
Roberts et al. (1998) relataram que a concentragdo sérica de leptina foi menor no pré-
transplante, mas nao mostrou correlagdo com as medidas de gordura corporal. Na evolugao
pos-transplante, houve elevacdo da leptina e aumento da dobra cutdnea tricipital e da
circunferéncia do brago, sugerindo que existam mecanismos de anorexia € caquexia
caracteristicos da doenga. Honsawek et al. (2008) encontraram niveis inferiores de leptina nos
pacientes com atresia biliar, quando comparados aos dos controles saudaveis. Os niveis de
leptina foram inferiores nos pacientes com atresia biliar, quando comparados aos dos
controles. E foi significativamente menor nos pacientes com colestase em relacdo aos sem

colestase.

Nos estudos realizados com cirrdticos adultos, a leptina estava aumentada e
relacionada com perda de peso, anorexia, hipermetabolismo e gravidade da doenca hepatica
(OCKENGA et al., 2000; TESTA et al, 2000; BOLUKBAS et al., 2004). A leptina ¢
profibrogénica quando seus niveis estdo aumentados, ativando as células estreladas hepaticas
e interagindo com o TGF-f (em inglés, transforming growth factor-p), pois a lesdo do
hepatécito desencadeia uma producdo em cascata de mediadores inflamatorios pelas células
de Kupffer, pelas células do infiltrado inflamatério e pelas células estreladas, que convergem
para a produgdo de TGF-B e estimulam as células estreladas, as quais respondem produzindo
colageno. Este se acumula progressivamente, distorcendo a citoarquitectura € comprometendo
a fun¢do. Wang et al. (2009) sugerem que a leptina ¢ um mediador da fibrose hepatica
principalmente por intermédio das células de Kupffer, aumentando o TGF-B. Outros

mediadores encontrados em adultos sdo insulina e glicose.
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2.4 NEUROMODULADORES DA FOME E DO APETITE

No hipotdlamo, o ARC ¢ a regido do sistema nervoso responsavel por enviar os
neuropeptidios que atuam no controle da fome e do apetite, sendo alguns com acao
anorexigena e outros, orexigena.

Os mecanismos de atuacdo dos neuromoduladores no anabolismo e catabolismo sdo
antagdnicos, interagem entre si € com sinais periféricos na regulacao do apetite e do gasto
energético. A grelina produzida no estdmago estimula o sistema nervoso via nervo vago
aumentando a expressdo gé€nica dos neuropeptidios orexigenos NPY (neuropeptidio Y) e o
AgRP (argouti-related protein) e suprimindo o POMC e o CRH os quais levam a uma agao
orexigena. Ja a leptina secretada no tecido adiposo que atua no hipotdlamo pela corrente
sanguinea estimulando de maneira inversa a familia POMC e CART e inibindo o NPY ¢ o
AgRP que leva a um efeito anorexigeno (KLOK et al., 2007). Ou seja, um modelo onde os
peptidios gastrintestinais, a leptina e a insulina exercem efeitos regulatorios sobre o
hipotdlamo; de um lado originando-se dos neuropeptidios NPY/AgRP e, de outro lado, dos
POMC e CART (WOODS et al., 2000), ambos mediados pela atividade da quinase ativada
por monofosfato de adenosina (AMPK) (em inglés, adenosine monophosphate-activated

protein kinase) (KOJIMA & KANGAWA, 2010) (figura 6).

ARC
Estimula apetite
NPY/AgR
3 [ ®
Grelina + + - L

Figura 6 - Regulacdo hipotalamica do apetite pela grelina e leptina
Fonte: Modificado de Kojima & Kangawa, 2010
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Os efeitos especifico da ativagado da AMPK sdo estimulagdo da oxidagdo dos acidos
graxos e cetogénese hepatica; a inibigdo da sintese do colesterol, lipogénese, ¢ a sintese de
trigliceridios; a inibicdo da lipdlise dos adipocitos e lipogénese; a estimulacdo do musculo
esquelético oxidacao dos acidos graxos e da captacao de glicose muscular, ¢ a modulagao da
secrecdo de insulina das células-beta do pancreaticas (WINDER et al, 1999). Contudo,
alguns estudos demonstram que a AMPK possui, além das acdes orexigenas também efeitos

metabolicos de sinais dos tecidos periféricos (CHEN et al., 2009a).

2.5 INSULINA E GLICOSE

A insulina, do latim “insula”, que significa ilha, ¢ um hormonio de carater anabolico,
produzido pelas células B das ilhotas de Langerhans no pancreas, em resposta aos niveis
plasmaticos dos nutrientes, especialmente a glicose (FERRANINNI ef al., 1999;
ROSENFELD, 2002). E sintetizada nas células beta das ilhotas de Langerhans, assim como
seu precursor, a proinsulina (9,6 Kda, 86 aminoacidos). Em humanos, o tempo de meia-vida
da insulina na circulagdo ¢ de aproximadamente trés a cinco minutos. Quase todos os tecidos
metabolizam a insulina, sendo que 50% ocorre no figado e 30 % no rim (CHEVENNE et al,
1999). A insulina € o principal hormonio responsavel pelo controle do metabolismo da glicose
e desempenha importante papel no controle do peso corporal, por ser um dos hormonios
responsaveis pela regulacdo da ingestdo alimentar e do gasto energético, bem como atua no
hipotalamo, interagindo com neurotransmissores envolvidos no mecanismo de controle da

fome e da saciedade (SCHWARTZ et al., 2000).

A glicose ¢ o primeiro sinal de estimulo de secrecdo de insulina, pois, dentre os
nutrientes secretagogos, somente ela pode iniciar a secre¢ao de insulina. A glicose ¢ um

monossacarideo importante, pois ¢ a fonte de energia mais utilizada, e deriva do grego glykys
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que significa “doce” acrescentado do sufixo “ose”. A estrutura da glicose ¢ representada por
seis atomos de carbono e um grupo aldeido (C¢H;2Og); no metabolismo, a glicose fornece
quatro quilocalorias (kcal) de energia por grama. Assim, ¢ recomendéavel a dosagem de ambas
para uma interpretacao correta da medida de insulina (CHEVENNE et al., 1999; VOLP et al.,

2008).

2.5.1 Mecanismo de acido da insulina

A insulina liga-se a receptores de afinidade especifica com a membrana celular da
maioria dos tecidos, como musculo, figado e tecido adiposo, promovendo uma série de
reacoes em cadeia que interagem no controle hipotalamico provocando uma série de agdes
biologicas. No musculo, promove a captacao de glicose a partir do estoque de glicogénio. No
figado, inibe a producdo e liberagdao de glicose, bem como promove o estoque de glicogénio.
No tecido adiposo, a captacao de glicose ¢ estimulada e a liberagao de acidos graxos livres ¢
inibida, afetando diretamente o metabolismo de lipidios, reduzindo a oxidacao de gorduras,
por inibir a agdo da lipase hormodnio-sensivel, estimulando o depdsito de gorduras por

ativacdo da lipase lipoproteica (FRIEDMAN, 1998; HOWARD, 1999).

O receptor insulinico ¢ formado por uma subunidade a extracelular e uma subunidade
B intracelular. A liga¢do da insulina a subunidade alfa estimula a atividade da tirosina-quinase
associada a subunidade 3 do receptor insulinico inserido na membrana das células, resultando
na fosforilagdo do substrato do receptor de insulina-1. Uma vez fosforilado, esse substrato do
receptor interage com uma série de proteinas intracelulares, desencadeando uma cascata
complexa de reacdes de fosforilagdo e defosforilagdio (CARVALHEIRA et al., 2002). A

secrecdo basal de insulina ¢ constante, porém alguns estimulos provenientes do metabolismo
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de nutrientes, atuacao de neurotransmissores € outros hormdnios podem aumentar ou diminuir

esses niveis (CISTERNAS, 2002).

2.5.2 Modula¢ao hormonal e homeostase

A insulina interage com hormonios como a leptina, que também atua no hipotalamo,
resultando em efeitos indiretos sobre a ingestdo de alimentos (RABEN & ASTRUP, 2000). E
capaz de estimular a expressao da leptina por meio da metaboliza¢ao da glicose e de lipidios
(CNOP et al., 2002). Quando ha diminui¢do da produgao da leptina, ocorre supressao da
funcdo tireoidiana, em parte pela redu¢dao da produgdao do hormonio estimulador da tireoide
no nucleo hipotalamico paraventricular, juntamente com a diminui¢ao da expressao de fatores
anorexigenos como POMC, CRH, CART, a-MSH (a-Melanoocyte Stimulating Hormone) €
aumento da expressdo de fatores orexigenos NPY e AgRP (CISTERNAS, 2002;
SUVIOLAHTI et al., 2003).

A ativagdao do NPY traduz-se em a¢des metabodlicas com deposito de gordura corporal
devido a seus potentes efeitos orexigenos, promovendo, assim, a lipogénese nos tecidos
hepatico e adiposo. Esse aumento da expressdo promove maior secre¢do de insulina e
glicocorticoides na circulacdo, mecanismo que contribui para uma hiperfagia compensatoria
como resposta a perdas de tecido adiposo (SCHWARTZ, 2001). Contrariamente aos efeitos
do NPY, a insulina atua positivamente na expressao das melanocortinas, como o a-MSH, que
sao peptidios derivados do POMC e possuem efeitos catabolicos. Produzida por neurénios do
ARC, exerce efeitos anorexigenos que resultam na diminuicao da ingestdo com consequente
perda de peso (SCHWARTZ, 2001). Outras substancias cerebrais cuja expressao ¢ estimulada
pela insulina, com mesmo efeito catabdlico, sao o CART e o CRH que suprimem a ingestao

alimentar e estimulam a lipdlise e a termogénese (figura 7).



2 REVISAO DA LITERATURA 28

Rota
' i - Catabélica

PN 9
I Respostas ao

| . sinais de saciedade

Rota

| NPY POMC/CART | Anabdélica °
GRELINA
Tecido Nutriente
adj\poso
@i{t GLPT o r
o GIP
OXM - .
Load £ Nervo Vago

VMN: Ventromedial Nucleus; nicleo ventromedial; GLP-1: Glucagon-Like Peptide-1

PVN: Paraventricular Nucleus; nicleo paraventricular; GIP: Glucose-dependent Insulinotropic Polypeptide
LHA: Lateral Hypothalamic Area; area hipotalamica lateral; OXM: Oxintomudulina

NTS: Nucleus Tractus Solitarius; nticleo do trato solitario; PYY3-36: Peptidio YY3-36

ARC: Arcuate Nucleus; nicleo arqueado;PP: Polipeptidio pancreatico; Neuropeptidio Y
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Figura 7 - A¢ao da leptina e insulina
Fonte: Modificado de Zanella & Ribeiro, 2009

2.5.3 Resisténcia a insulina

Resisténcia insulinica (RI) significa diminui¢do da capacidade da insulina enddgena
ou exdgena de estimular a utilizacdo celular de glicose devido aos defeitos nos mecanismos
pos-receptores envolvidos em sua utilizagdio ou a deficiéncia no receptor insulinico

(WALKER, 1995).
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A RI estabelece um ciclo vicioso: o tecido ndo responde a insulina, o pancreas
compensa secretando ainda mais insulina e gradualmente o tecido se torna ainda mais
resistente. A RI pode ser medida pelo modelo de avaliagdo da homeostase-resisténcia a
insulina (HOMA-IR) (em inglés, Homeostasis Model Assessment- Insulin Resistence). Huang
et al. (2002) validaram um indice de HOMA para identificagdo da RI em criangas pré-puberes
utilizando a formula: HOMA-IR= insulina (u mU/I) x glicemia de jejum (mmol/l)/ 22,5. O
critério para diagnostico da RI sdo valores de HOMA-IR acima do percentil 90. Até o
momento, ndo hd uma equacdo validada que contemple sua determinacdo para criangas e
adolescentes de acordo com sexo e idade, razao pela qual o HOMA-IR ndo foi realizado neste
estudo.

Moreira et al. (2008) sugerem que a insulinemia apresenta o melhor poder de
predicdo, sensibilidade e especificidade quando comparada aos outros indicadores. Os indices

antropométricos também possuem significativo poder de predi¢ao da RI.

2.5.4 Insulinemia e glicemia nos cirrodticos

Nos cirroticos adultos sdo extremamente comuns a resisténcia periférica a insulina e
hiperglicemia, bem como diabetes melito, porém, em criangas ¢ adolescentes com cirrose
esses achados sdao baseados na resisténcia ao GH e seus efeitos metabolicos (BUCUVALAS
et al., 1990). Em pesquisas realizadas em cirrdticos adultos (HARDY & KLEINMAN, 2007;

NIGHTINGALE & VICKY, 2009), nas quais ndo foram encontrados dados confirmatorios.



2 REVISAO DA LITERATURA 30

2.6 CIRROSE

O figado desempenha um papel essencial no processamento de nutrientes, hormonios,
drogas e toxinas, além de atuar na sintese de substdncias metabolicamente implicadas na
manutengdo da homeostase corporal (SCHIFF et al, 2007). E o principal o6rgio de
detoxificagdo, um sitio de conversao de compostos enddgenos, exdgenos e catabolismo de
hormonios, participando na regulagdo dos niveis plasmaticos e respondendo a estimulos
hormonais e neurais que regulam a concentragdo de glicose. Constitui apenas 2% do peso
corporal no adulto e aproximadamente 5% na crianga e utiliza cerca de 20% do gasto
energético basal (SCHIFF et al., 2007).

As doengas hepaticas graves nao apenas agravam a fun¢do hepatica como também
exercem consideraveis efeitos extra-hepaticos no metabolismo da glicose, dos lipidios e das
proteinas. Por esse motivo, complicagdes nutricionais sdo frequentes quando a integridade
hepatica encontra-se comprometida (SCHIFF et al., 2007, HARDY & KLEINMAN, 2007).

Os problemas nutricionais em cirrdticos apresentam diversas causas: anorexia,
hipermetabolismo, além de problemas na sintese e absor¢ao de nutrientes (MAIO, 2000), na
qual se destaca a diminuicao da sintese de IGF-1 (em inglé€s, Insulin-like Growth Factor-1) e
sua proteina de ligacdo IGFBP-3 (em inglés, Insulin-like Growth Factor Binding Protein-3),
que resultam na resisténcia ao GH (BUCUVALAS et al., 1997). A desnutri¢cdo ¢ considerada
um dos mais importantes fatores progndsticos na evolucdo da cirrose (TSIAOUSI et al.,

2008).
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2.6.1 Definicao

A cirrose ¢ uma das principais consequéncias das doengas hepdaticas cronicas e
representa o estdgio final de praticamente todas as doengas progressivas (HARDY &
KLEINMAN, 2007). Caracteriza-se por uma alteracdo cronica e irreversivel do parénquima

hepético, modificando sua estrutura, o funcionamento dos hepatocitos e a circulagdo porta.

A medida que a cirrose avanga, ocorre uma alteragdo progressiva da arquitetura
hepatica com compressdo de estruturas vasculares e biliares, o que ocasiona uma oferta
irregular de nutrientes, oxigénio e metabolitos a diversas partes do figado e pode perpetuar o
processo de cirrose, mesmo quando o fator desencadeante ¢ controlado ou eliminado
(HARDY & KLEINMAN, 2007). At¢é o momento, o transplante hepatico ¢ a tnica opg¢ao
terapéutica efetiva; no entanto, algumas terapias medicamentosas estdo sendo desenvolvidas
com o objetivo de reverter ou deter a progressao desse processo (SCHUPPAN & AFDHAL,

2008).

2.6.2 Epidemiologia e etiologia

A prevaléncia da hepatopatia cronica em criangas nao ¢ conhecida, estimando-se que
ocorra em cerca de 1: 10.000 nascidos vivos (KIM et al., 2002). De uma maneira geral, no
grupo infanto-juvenil, as causas de hepatopatia cronica envolvem uma lista heterogénea de

doencas que podem evoluir com diferentes prognosticos (quadro 2).

A atresia biliar (AB) responde pela maioria dos casos de cirrose na populagao
pediatrica (BALISTRERI, 2000). Sua etiologia permance desconhecida e provavelmente

resulta de um processo heterogéneo em que um insulto inicial, seja infeccioso, isquémico ou
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toxico, precipita uma severa destruicdo inflamatoria dos ductos biliares em individuos
geneticamente suscetiveis (KIELING et al., 2008).

A incidéncia estimada ¢ de 1: 9.600 nascidos vivos no Japao, de 1:14.000 nos EUA e
de 1:15.000 no Reino Unido, com um discreto predominio do sexo feminino (1,2:1)
(CARVALHO, 2007; KIELING et al., 2008). No Rio Grande do Sul, Kieling et al. (2008)
estudaram 112 casos de criancas com AB, cuja prevaléncia entre as hepatopatias cronicas foi

33,9% de 1982 a 1989, 41,1% de 1990 a 1999 e 25,0% a partir de 2000.

e Anomalias congénitas e Doencas genéticas/metabolicas
Atresia biliar Deficiéncia de alfa-1 antitripsina
Sindromes colestaticas intra-hepaticas Galactosemia
progressivas familiares* Frutosemia

Deficiéncia de FIC 1 (ATP8B1)* Tirosinemia

Deficiéncia de BSEP (ABCBI11)* Fibrose cistica

Deficiéncia de MDR3 (ABCB4)* Hemocromatose

Defeitos na sintese de acidos biliares Doengas do ciclo da uréia
Sindrome de Alagille Glicogenose (tipo Il e IV)
Hipoplasia biliar intra-hepéatica Doenga de Wilson

Doenga de Gaucher

Doenga de Niemann-Pick tipo C
Doenga de Caroli

Sindrome de Budd-Chiari

e Hepatite e Miscelania
Hepatite autoimune Criptogénica
Hepatite B Colangite esclerosante
Hepatite C

Quadro 2 - Causas da cirrose em criangas ¢ adolescentes
Fonte: Adaptado de Leonis & Balistrieri, 2008; *Santos et al., 2010

2.6.3 Desnutricio e anorexia-caquexia

A desnutricao faz parte da evolu¢do da doenca hepatica cronica e pode influenciar o
progndstico e a morbi-mortalidade pré e pds-transplante hepatico, tanto em criangas como em

adultos. Além disso, as criangas desnutridas apresentam mais infecgdes, maiores
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complicagdes cirtrgicas, maior tempo de permanéncia em unidade de terapia intensiva e

dependéncia de ventilacado mecanica (BLECKER et al., 2000; GREER et al., 2003).

A desnutricdo representa um forte indicador no escore de gravidade pediatrico, o
PELD (Pediatric End-Estage Liver Disease), que ¢ baseado no risco de morbidade utilizado
para alocagao de orgdo para transplante (LEONIS & BALISTRERI, 2008). A desnutrigdo ¢
considerada um dos mais importantes fatores prognoésticos na evolucao da cirrose (TSIAOUSI
et al., 2008). Schneider ef al. (2007) observaram, em nosso meio, uma prevaléncia de 16,7%
de desnutricdo entre criangas cirrdticas, através da relacdo estatura/idade, e 32,4% das

criangas apresentavam risco nutricional quando avaliadas pela dobra cutanea tricipital.

A palavra "caquexia" ¢ de origem grega, em que "kakos" significa "mau" e "hexis"
significa "condicdo, estado", portanto "um estado debilitado da saude". A diferenca mais
importante entre desnutrigdo e caquexia ¢ a preferéncia da primeira por mobilizacdo de
gordura, poupando o musculo esquelético, enquanto na segunda had igual mobilizagao de
gordura e tecido muscular (DELANO & MOLDAWER, 2006). A caquexia ¢ inversamente
correlacionada com a sobrevida (NORMAN, 2008). Nos cirrdticos, a anorexia-caquexia ¢
resultado da interacdo de diversos fatores, entre eles, anorexia, perda de peso, saciedade
precoce, ma absorcdo de nutrientes, alteragdes gastrointestinais, disturbios hormonais e

imunodepressao (SOKOL & STALL, 1990; SHEPHERD, 2004).

A perda de apetite ¢ comum em cirroticos, sendo que ndusea e perda de peso podem
surgir a medida que a funcdo hepatica se deteriora e, consequentemente, ocorre diminuicao da
sintese proteica. Dietas hipocaldricas ndo intencionais e/ou pouco palatdveis em decorréncia
do manejo dietético especifico na cirrose também podem contribuir para a anorexia
(CORDOBA et al., 2004; TSIAOUSI et al., 2008). Outras causas iatrogénicas incluem as
multiplas hospitalizacdes, nas quais a ingestdo alimentar pode ser prejudicada pela

necessidade de jejum para a realizagdo de exames e procedimentos (PLAUTH, 2002). Dieta
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com restricdo de proteinas ¢ frequentemente recomendada para pacientes com doenga
hepatica avangada na tentativa de impedir o desenvolvimento de encefalopatia hepatica
clinica. Em criangas, esta recomendacao empirica € menos apropriada, dado o aumento da
demanda de proteinas para o crescimento. A recomendacdo de ingestdao proteica de até 4 g/kg
de peso corporal por dia tem demonstrado ndo precipitar encefalopatia em criancas com

cirrose (NIGHTINGALE & VICKY, 2009).

Algumas citocinas pro-inflamatorias, como as interleucinas-1, as interleucinas-6 e o
fator de necrose tumoral-oc, estdo associadas com anorexia-caquexia e depressao e tém um

papel no hipermetabolismo, no catabolismo proteico e na resisténcia a insulina (PLAUTH,

2002; DELANO & MOLDAWER, 2006).

Um dos determinantes da perda de peso na caquexia ¢ o aumento do gasto energético
(DELANO & MOLDAWER, 2006). Baker et al. (2007) sugerem que o hipermetabolismo
pode ser uma das causas para o déficit de crescimento, que ¢ cerca de 40% maior nos

desnutridos em comparagao com os eutrdficos.

Nos casos de colestase cronica e enteropatia hipertensiva portal, hd diminui¢ao da
absor¢dao de gorduras e de vitaminas lipossoluveis, resultando em deficiéncias especificas,
como a de vitaminas A, D, E, K, célcio, folato, riboflavina, nicotinamida, adcido pantoténico,
vitamina Bj, e tiamina (TSIAOUSI et al., 2008; NIGHTINGALE & VICKY, 2009). A
diminui¢do dos niveis de zinco, magnésio, sodio e fosforo ¢ frequente (KONDRUP, 2006;

GUNDLING, 2007; TSIAOUSI ef al., 2008; SCHNEIDER et al., 2009).

Em criancas e adolescentes, os acréscimos energéticos necessarios para promover o
crescimento, aliados a inapeténcia caracteristica, tornam a desnutrigdo um problema ainda

mais dificil de ser combatido. Por isso, devem ter seu crescimento constantemente monitorado
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e o risco nutricional prontamente identificado (SHEPHERD, 2004), bem como a

determinagdo de uma intervengao precoce da terapia nutricional.

2.6.4 Avaliacao e diagnostico nutricional

O crescimento ¢ regulado por uma complexa interagdao entre fatores nutricionais,
hormonais e genéticos. A avaliagdo nutricional ¢ uma etapa fundamental no atendimento da
crianca e do adolescente com cirrose, salientando-se que, quanto mais jovem a crianga, mais
vulneravel aos agravos e disturbios nutricionais. Ela ¢ um processo que define o estado
nutricional e estabelece as necessidades de macro e micronutrientes.

Na pratica clinica da avaliagdo nutricional, alguns métodos tém sido tradicionalmente
utilizados enquanto outros, mais modernos, t€ém incrementado o arsenal propedéutico. A
antropometria, pela facilidade de execucao, baixo custo, inocuidade e, principalmente, pelo
seu emprego universal, recomendado pela OMS (Organizacdo Mundial de Saude), tem se
revelado o método mais utilizado para o diagndstico nutricional, sobretudo na infancia e na
adolescéncia (SIGULEM et al, 2000; MELLO, 2002; WHO, 2006a). Considera-se
desnutricdo quando indices antropométricos sdo inferiores a -2,00 DP abaixo da média de
referéncia, desnutricio modeada entre -2,00 e -3,00 e desnutricdo grave -3,00 DP (WHO,
1995a; WHO, 1995a; WHO, 2006). E risco nutricional quando o indice de massa corporal
para idade (IMC/I) encontra-se entre -1,00 a -2,00 DP (De ONIS, 2007), destacando este risco
¢ um momento adequado para a intervencao precoce.

A calorimetria indireta ¢ um procedimento tecnicamente dificil em criangas e
adolescentes. Porém, a composi¢do corporal pode ser avaliada pelas medidas da espessura das
dobras cutdneas ou por métodos especializados. A bioimpedancia elétrica ¢ um método

simples, portatil e ndo-invasivo, porém apresenta limitacdes pela falta de equagdes para
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lactentes e pré-escolares, bem como pela necessidade de manutengao de hidratagdo constante,
dificil de ser obtida e avaliada nos cirrdticos. A absormetria de duplo raio X (DEXA) (em
inglés, dual energy X-ray absormetry), considerada o padrdo-aureo para avaliagdo da
composi¢ao corporal, a ressonancia magnética e a tomografia computadorizada tém o seu uso
limitado pelo alto custo e encontram-se disponiveis apenas em centros especializados. Outras
técnicas sdo utilizadas para a avaliagdo nutricional em adultos, a avaliacao global subjetiva e a
dinamometria, medida pela forca do aperto de mao, mas que nao foram validadas para
criancas e adolescentes. Portanto, a necessidade de um método mais simples na avaliagcao da
desnutri¢ao em cirrdticos ¢ ainda um desafio, pois ndo existe método considerado ideal, em
razdo de suas limitagdes e influéncias de fatores independentes do estado nutricional

(SCHNEIDER et al., 2007).

O diagnostico do estado nutricional ¢ uma integragdo entre parametros clinicos,

nutricionais, antropométricos, laboratoriais e dietéticos.

e Parametros antropométricos

No inicio da doenga hepatica, geralmente as criangas e adolescentes sdo eutroficos; no
entanto, podem evoluir com baixa ingestdo alimentar e consequentemente apresentar perda de
massa magra, mesmo sem manifestagdes clinicas. A medida que a doenga avanga, a avaliagio
antropométrica do hepatopata torna-se dificil em decorréncia da organomegalia e de ascite
e/ou edema periférico, frequentes nos cirroticos. Estes fatores podem mascarar os parametros
tradicionais utilizados, como, por exemplo, indices de peso/estatura (PE), peso/idade (PI) e
IMC/I para idade. Portanto, ¢ essencial a avaliacdo de medidas adjuvantes, tais como a
circunferéncia de brago e a espessura de dobras cutdneas. O acompanhamento regular destes
pacientes pode detectar sinais precoces de comprometimento nutricional, evitando o aumento

de sua gravidade e as sequelas da desnutri¢do na vida adulta. Os parametros antropométricos
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sdao diversos e adotados de acordo com sexo e idade (WHO, 2006b; WHO, 2007; WHO,
2009). Recomenda-se complementar a avaliagdo com a afericdo da circunferéncia muscular
do brago (CMB) e da dobra cutanea triciptal (DCT), pois ndo sdao afetadas pela presenga de
ascite e edema periférico (GUNSAR, 2006; PLAUTH et al, 2006). Sugere-se que essas
medidas sejam realizadas por um profissional experiente no sentido de evitar variabilidades
intra e interobservadores. O diagnostico de desnutricdo ¢ estabelecido quando a CB

(circunferéncia do braco) e/ou a DCT estiverem com valores abaixo do percentil cinco

(FRISANCHO, 2008).

e Parametros laboratoriais

Os parametros laboratoriais mais utilizados para avalia¢do nutricional sdo a dosagem
de albumina, pré-albumina, transferrina, proteina transportadora de retinol, colesterol sérico e
o balanco nitrogenado. Alguns destes exames podem ter seus resultados influenciados pela
gravidade da hepatopatia, seja porque sdo sintetizados pelo figado (albumina, pré-albumina,
transferrina e proteina transportadora de retinol) ou porque niveis baixos de colesterol sérico
sdo vistos com maior frequéncia na doenga hepatica, sem relagdo com o estado nutricional
(MAIO, 2000; TAYLOR & DHAWAN, 2005). O balango nitrogenado reflete a perda de
proteina muscular e ¢ um método bastante 1til na avaliagdo nutricional, porém em cirroticos
tem sua interpretacdo prejudicada pela nefropatia secunddria a hepatopatia. Assim, ha
dificuldade em discernir as alteracdes laboratoriais que ocorrem devido a desnutrigdo

daquelas que resultam do comprometimento hepatico.

e Parametros dietéticos

A historia dietética fornece informagdes valiosas sobre a quantidade e a qualidade dos
nutrientes ingeridos. A aplicacdo de recordatdrios alimentares de 24 horas e inquéritos

alimentares de frequéncia na anamnese alimentar, bem como a solicitagdo do preenchimento
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de registros alimentares de dois a trés dias viabilizam um exame mais detalhado da
alimentacdo e tornam possivel estimar as calorias, os macronutrientes, as vitaminas € os
minerais da dieta. Além disso, observam-se o padrdo sociocultural, a oferta do tipo de
alimento, as preparacdes, o volume e o fracionamento das refeicdes, bem como a consisténcia

e a adequacao para a idade.

Os disturbios nutricionais e as alteragdes do apetite nos cirroticos sofrem influéncia
nao sé do tipo da doenga hepatica e da quantidade de nutrientes ingeridos, como também de
varios hormonios e peptidios. Apesar das pesquisas ainda estarem em andamento, a grelina
com sua funcao orexigena, a leptina e a insulina com suas fungdes anorexigenas, juntamente
com outros hormdnios e peptidios, estdo envolvidos neste delicado equilibrio que existe em
seres humanos eutréficos, bem como nos cirréticos. Maiores elucidagdes, possivelmente em

um futuro préoximo, poderao contribuir para um tratamento adequado da anorexia-caquexia.

Relato da mae de um menino com nove anos de idade, pés-transplante hepatico

“Antes de ficar doente, comia normal... arroz, feijdo, muitas frutas e legumes cozidos.

Depois... Quando a doenca comegou a ficar mais grave, ndo tinha apetite, ficava
enjoado so de ver a comida, até mesmo do cheiro... e ja ndo conseguia comer mais nada...
Quando comia um pouquinho, reclamava que ja estava com o estomago cheio... e dizia que,
Se tentasse comer um pouco mais, vomitava... E muitas vezes era o que acontecia!

No comecgo, quando colocou a sonda, vomitava também. Depois comegou se a
acostumar, comegou a comer e por fim ja nao vomitava mais!

Depois do transplante, no primeiro dia ja comegou a dizer que estava sentindo sede,
coisa que antes nem agua ele conseguia tomar. No segundo dia comec¢ou a comer ja a comida
solida, com bastante apetite. “Qualquer comida” sem dizer que se sentia nauseado ou que
estava ruim, a comida que viesse comia toda!

Perguntei como ele estava se sentindo de figado novo?

- Muito bem, mais disposto até para poder caminhar.

Disse também que conseguia sentir o sabor da comida e que era muito bom sentir que
podia comer as coisas sem passar mal como antes.

- Mde, meu figado velho ndo gostava de comer, mas o novo é um comildo!”
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Criancas e adolescentes com cirrose frequentemente apresentam perda de apetite e
saciedade precoce, sintomas gastrintestinais que contribuem para a desnutricdo e anorexia-

caquexia, aumentando o risco de morbi-mortalidade.

Grelina ¢ um hormonio com propriedades orexigenas, agcdes contrarias as da leptina,
que ¢ modulada por acdes da insulina e glicose. Em cirréticos adultos, quando avaliados em
jejum, sua concentracdo mostra-se diminuida, sugerindo que a hipogrelinemia possa estar
associada com a redugdo da ingestdo energética, perda de peso e desnutricao (TACKE et al.,
2003; MARCHESINI et al., 2004; TAKAHASHI et al., 2006; KALAITZAKIS et al. 2007),

mas desconhece-se na populagdo em estudo.

Assim sendo, o presente estudo investigou a concentracdo em jejum de grelina,
leptina, insulina e glicose e o potencial de relacdao das alteragdes com anorexia-caquexia em
criancas e adolescentes com cirrose. Esta pesquisa ¢ inédita e sua importincia deve-se
principalmente ao impacto da doenga no estado nutricional, repercutindo consequentemente
sobre o crescimento e desenvolvimento na infancia e adolescéncia. Este trabalho visa
contribuir para o conhecimento dos mecanismos de anorexia que frequentemente acomete

criangas com cirrose ¢ desnutri¢ao.
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4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a concentragdo de grelina, leptina, insulina e glicose no sangue de criangas e

adolescentes com cirrose.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Comparar as concentracdes de grelina total, acilada e desacilada no plasma e de
leptina, insulina e glicose no soro de criangas e adolescentes com cirrose € compara-

las com as de um grupo sem doenga hepatica.

o Avaliar a eventual relagdo entre dados obtidos na andlise da concentragdo de grelina

acilada, desacilada e total e de leptina, insulina e glicose com:
o dados antropométricos (cirroticos e controles)
o gravidade da cirrose

o ingestdo alimentar (cirréticos)
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5.1 DELINEAMENTO

Foi realizado um estudo transversal prospectivo, considerando-se como fator em
estudo a cirrose. Os desfechos analisados foram os resultados das concentragdes de grelina,

leptina, insulina e glicose.

5.2 POPULACAO

A populacao em estudo foi constituida de criangas de dois meses a 15 anos de idade,
com diagnostico clinico de cirrose, atendidos regularmente na Unidade de Gastroenterologia
Pediatrica do Servigo de Pediatria do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Os controles
foram criangas e adolescentes sem doenca hepatica, eutréficos, previamente higidos e

selecionados entre pacientes com indicacao para cirurgias ambulatoriais de pequeno porte.

Quarenta e duas criangas e adolescentes com cirrose foram elegiveis, e seus pais e/ou
responsaveis concordaram em deixa-los participar do estudo. Desse total, permaneceram no

estudo 39, sendo que os motivos de exclusdo estdo expostos no fluxograma abaixo (figura 8).
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42 cirréticos elegiveis

06 excluidos
1 recusa em participar estudo
1 6bito
1 diagnoéstico de hipotireoidismo

39 cirréticos
participaram
estudo

Figura 8 - Fluxograma de sele¢do dos pacientes com cirrose

5.3 AMOSTRA

5.3.1 Calculo do tamanho da amostra

O calculo amostral foi obtido com base nos estudos de Marchesini et al. (2004),
Honsawek et al. (2008), Huang et al. (2002) e Breidert et al. (2004). Considerando-se as
respectivas médias, desvios-padrdes (DP) e/ou margens de erro para cada uma das dosagens
em estudo e um nivel de confianca de 95%, foram necessarias amostras de nl1= 39, n2=16,

n3=13 e n4=23 criangas. O programa utilizado foi o PEPI, versao 4.0.

e nl=Grelina: 414 pg/ml (DP£164) e margem de erro 52 fmol/litro

e n2=Leptina: 2,5 ng/dl e margem de erro 2,0 ng/dl

e n3= Insulina: 15uU/ml (DP£10)

e n4= Glicose de 0,3 mg/dl (DP£0,3 4)
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5.3.2 Critérios de inclusao

Os critérios de elegibilidade para o estudo foram os seguintes:

Cirréticos: criancas e adolescentes de dois meses a 15 anos de idade, com
diagnodstico de cirrose obtido por confirmacdo histopatolégica (presenga de
formagao nodular e fibrose na bidpsia hepatica) ou, na auséncia desta, por
exames laboratoriais (alteragdes de coagulacdo e de provas funcionais
hepaticas), endoscopicos (presenga de varizes esofigicas) e/ou
ultrassonograficos (figado com ecogenicidade heterogénea, nddulos

regenerativos e sinais de hipertensao portal).

Controles: criancas e adolescentes, sem doenca hepatica, eutroficos,
supostamente higidos, com idade de dois meses a 15 anos, com solicitacao de
coleta de sangue nos laboratérios do Servigco de Patologia do Hospital de

Clinicas de Porto Alegre e jejum minimo de trés horas e maximo de 14 horas.

5.3.3 Critérios de exclusao

e Cirroticos: concomitancia com outras doengas cronicas (fibrose cistica,
diabetes melito, pneumopatia cronica e hipotireoidisno, entre outras)
diferentes da desnutri¢do, encefalopatia, cirrose pos-transplante hepético,

uso de corticoterapia e prematuridade.

o Controles: doengas hepaticas e/ou doencas cronicas (fibrose cistica,
diabetes melito, pneumopatia cronica, entre outras), uso de medicagao,
exceto sulfato ferroso e polivitaminicos em doses profiléticas,
prematuridade, sobrepeso e/ou obesidade, processo infeccioso uma semana
antes da coleta, dieta para perda de peso, impossibilidade de realizacao da

antropometria.
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5.3.4 Coleta de dados
A coleta de dados ocorreu de dezembro de 2006 a maio de 2009.

Os pacientes cirrdticos foram encaminhados do Servico de Pediatria, Setor de
Gastroenterologia Pediatrica do Servigo de Pediatria do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
Os controles foram selecionados a partir das solicitagdes e encaminhamentos para coleta de
sangue dos servicos de Pediatria, Puericultura, Cirurgia Pediatrica e Otorrinolaringologia

Pediatrica.

5.4 Variaveis estudadas

e Idade - foi registrada em meses e anos, através da diferenca entre a data da entrevista

e a data de nascimento.

e Sexo - masculino ou feminino

e Idade gestacional (semanas), peso ao nascimento (g) e comprimento ao
nascimento (cm) - os dados foram verificados no prontudrio on line ou no cartdo da

crianca.

e Grupo racial - as criangas e adolescentes foram considerados caucasoides ou nao

caucasoides.

e Horas em jejum - foi solicitado um minimo de trés horas e um méaximo de 14 horas

de jejum, sendo considerada a tltima ingestao de alimento como ultima refeicao.

e Historia de alimentacdo insuficiente - foi considerada quando, na anamnese
alimentar, a ingestdio em recordatorio de 24 horas era inferior a 80% da
Recomendacgdo Diaria de Ingestdo (RDI) (FOOD AND NUTRITION BOARD, 2001-

2005) para a idade, em associagdo ao ganho pondero-estatural inadequado para a
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idade. E também as criangas que estavam recebendo dieta enteral e leite materno com

complemento de férmula lactea.

Gravidade da cirrose - foi avaliada considerando-se dois modelos progndsticos para
doentes hepaticos cronicos, a classificagdo de Child-Pugh (PUGH,1973) e os PELD
(Pediatric End-stage Liver Disease) ¢ MELD (Model for End-stage Liver Disease)

(UNOS, 2005).

A classificacdo de gravidade por Child-Pugh foi realizada de acordo com a soma de

pontos obtidos apds a avaliacdo de aspectos clinicos e laboratoriais (quadro 3). Considera-se

doenca de intensidade leve (Child-Pugh A) quando a soma de pontos ¢ inferior a seis; de

intensidade moderada (Child-Pugh B) quando a soma situa-se entre sete € nove, e grave

(Child-Pugh C) quando for superior a nove.

Avaliacio clinica e bioquimica Pontuacido 01 Pontuacio 02 Pontuacao 03
Encefalopatia (grau) Ausente Discreta Moderada/Grave
Ascite Ausente Discreta Moderada/Grave
Bilirrubina (mg/dl) 1-2 2-3 >3
Albumina (g/dl) >3.5 2,8-3,5 <2,8
Prolongamento do tempo de 1-4 4-6 >6

protrombina (segundos)

Grau A= (leve) < 6; Grau B= (moderada) 7—9; Grau C=(grave) >9
Quadro 3 - Intensidade da doenga hepatica de acordo com a classificagdo Child-Pugh (1973)

A partir de fevereiro de 2002, a UNOS (United Network for Organ Sharing) tem sido

utilizado na alocagdo de 6rgdos para transplante hepatico o escore PELD (quadros 4), que ¢

um modelo prognostico especifico para criangas com doenga hepatica cronica até 12 anos de

idade. O PELD foi realizado com base no MELD. Neste modelo prognostico, através de

analise multivariada, foram identificadas cinco varidveis consideradas preditivas de morte ou

internagdo em unidade de tratamento intensivo em criangas com doenga hepatica cronica:
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idade, albuminemia, bilirrubina total, INR (International Normalized Ratio) ¢ quando o
escore-z do peso ou da estatura para a idade ficar abaixo de -2,0 DP desse escore-z.
Atribuindo-se um peso para cada uma das varidveis, conforme equagdo especifica (quadro 4),
obtém-se o valor do PELD. Os pacientes com mais de 12 anos foram categorizados conforme
a classificacao PELD, <10, 11 a 18, 19 a 24 e >25, sendo que, a partir do escore 15,
considera-se mais grave o estado do paciente, tanto para o PELD como para o MELD (UNOS,

2005).

PELD = 0,48 x Log (bilirrubina total mg/dl) + 1,1857 x Log (INR) — 0,687 x Log (albumina g/dl)
+ 0,436 (paciente <12 meses. Caso o paciente houver sido incluido em lista de transplante
antes de 12 meses, este valor continua no calculo até que ele alcance 24 meses de idade).

+ 0,667 (se o paciente estiver abaixo de — 2,00 DP do escore-z do PI ou EI)

INR: International Normalized Ratio
Quadro 4 - Equacao do PELD
Fonte: UNOS, 2005

O modelo MELD ¢ calculado para pacientes a partir de 12 anos de idade e para
adultos. Para célculo do MELD, sdo utilizadas as seguintes variaveis: creatinina, bilirrubina
total e INR. A equagdo para o céalculo do MELD esté representada no quadro 5. Este modelo
utiliza uma escala numérica cujos escores variam de seis a 40, a fim de categorizar a

gravidade do paciente.

MELD = 0,957 x Log (creatinina mg/dl) + 0,378 x Log (bilirrubina total mg/dl)

+ 1,120 x Log (INR) + 0,643

Quadro 5 - Equacao do MELD
Fonte: UNOS, 2005
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Niveis séricos de bilirrubinas e albumina - foram solicitados durante exames de
rotina, € os niveis séricos foram determinados conforme o Protocolo Operacional
Padrao do Laboratério de Bioquimica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
Empregou-se o método Jendrassik e Grof para andlise da bilirrubinemia e o método
colorimétrico do verde de bromo cresol para analise da albuminemia. Os valores de

referéncia utilizados nesse hospital sdo:

- Bilirrubina total (BT) - (0,3 - 1,2 mg/dl)
- Bilirrubina direta (BD) - (< 0,2 mg/dl)

- Albumina - (3,4 - 4,8 g/dl)

Peso (g) - foi medido, com as criancas e adolescentes sem roupa, em balanca
eletronica de marca Filizola®; nas criancas até 24 meses, com carga maxima de 16 kg
e variacdo 10g; nas criangas acima de dois anos e nos adolescentes, o peso foi

verificado em balanca da marca Filizola® de uso hospitalar, com carga maxima de

120 kg.

Estatura (cm) - criangas com até 24 meses foram medidas em dectbito dorsal, em
uma prancha com lamina de madeira fixa de um lado € moével do outro (topo da
cabeca na parte fixa), sendo a parte mével colocada de modo a ficar paralela aos pés
da crianga, € o comprimento, estabelecido através da mensuracdo com uma régua
fixada na prancha. As criancas acima de dois anos foram medidas na posicao vertical

com régua antropométrica fixa na parede e cursor movel graduado em centimetros.

indice de massa corporal (kg/m?) - o IMC/I foi calculado pelo peso dividido pela

altura elavada ao quadrado, no software WHO, 2009.
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Circunferéncia braquial (cm) - a CB foi medida com fita métrica em fibra de vidro
flexivel e retratil, circundando a por¢do média do brago ndo dominante, estando o

brago, relaxado. As medidas foram feitas com precisao de 0,1mm.

Dobra cutinea tricipital (mm) - a espessura da DCT foi medida em triplicata a face
posterior do braco ndo dominante, paralelamente ao eixo longitudinal, no ponto que
compreende a metade da distancia entre a borda superolateral do acromio e o olecranio

(COSTA, 2001), com a utilizagdo do adipometro cientifico, marca Cescorf®.

Dobra cutanea subescapular (mm) - a espessura da DCS foi medida em triplicata
com bragos relaxados ao longo do corpo, obliquamente em relagdo ao eixo
longitudinal, seguindo a orientacdo dos arcos costais, localizada a dois centimetros
abaixo do angulo inferior da escapula (COSTA, 2001), utilizando-se um adipdmetro

cientifico, marca Cescorf®.

Inquérito alimentar - foi solicitado o registro da ingestdo alimentar de todos os
alimentos ingeridos e suas quantidades. Esse registro deveria ser feito em dois dias da
semana ¢ em um dia de final de semana, na semana da coleta de material para os
exames laboratoriais. Todos os pacientes apresentavam orientacao dietética com 150%
da recomendagao para a idade. A comparacdo da ingestdo alimentar foi realizada com
os dados preconizados pelas RDI e RDA (Recomendagao Diaria Aceitavel). Os
calculos da ingestao calorica foram feitos no programa Nutwin — Sistema de Apoio a
Decisao em Nutricdo da Escola Paulista de Medicina, versao 2.5, que utiliza como
referéncia a recomendacdo didria de ingestao de nutrientes e necessidades energéticas

de acordo com a idade.
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e Ingestiao alimentar insuficiente: considerada quando a ingestao alimentar do registro
de trés dias no periodo da coleta foi inferior a 120% da recomendagdo para a idade,

pois a ingestdo adequada para cirrdticos deveria contemplar entre 120% a 150%.

e Dosagem de grelina (pg/ml) — para a coleta e armazenamento do sangue para
determinar a concentragdo da grelina os tubos foram previamente preparados e
esterilizados. Devido a instabilidade desse hormonio, utilizaram-se 50ul de aprotinina

e 15 ul de EDTA-2Na por mililitro de sangue como inibidores de proteases.

e Dosagem de leptina (ng/ml), insulina (uUI/ml), glicose (mg/dl) — para a coleta e
armazenamento do sangue para determinar a concentracdo da leptina, insulina e

glicose os tubos foram previamente esterelizados.

5.5 LOGISTICA

Semanalmente era realizada uma busca eletronica nas agendas do ambulatério de
Gastroenterologia Pediatrica do Servigo de Pediatria do Hospital de Clinicas de Porto Alegre,
para identificar as criangas e os adolescentes com cirrose que tinham consultas agendadas e
preenchiam os critérios de inclusdo. Os dados da histéria clinica, diagnéstico, informagdes
perinatais, entre outros, eram verificados por pesquisa on line e confirmados com um

gastropediatra da equipe.

Na data agendada para a consulta gastropediatrica de rotina era marcada também uma
avaliagdo nutricional. Nesta consulta da nutri¢cdo era realizada uma entrevista com os pais
e/ou responsaveis para explanag¢do do trabalho e verificacdo do interesse na participagdo do
estudo. Apo6s a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO 1), era

preenchida uma ficha de coleta de dados com a histdria clinica (ANEXO 2) e solicitado o
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preenchimento de um registro da ingestao alimentar (ANEXO 3) dos trés dias imediatamente

anteriores ao da coleta de rotina.

Posteriormente, verificava-se a data da solicitacdo do exame para ser efetuada a coleta
de sangue para dosagem da concentragdo de grelina, leptina, insulina, glicose e para a
avaliacdo antropométrica. Quatro dias antes da data agendada para coleta de sangue, todos
recebiam um telefonema como lembrete ao inicio do preenchimento do registro alimentar,

horério agendado dos exames e periodo de jejum.

Na data e horario previamente marcados para os exames de sangue, a pesquisadora
responsavel se dirigia até a zona de coleta, com 30 minutos de antecedancia, para
identificacdo do comparecimento do paciente cirrdtico agendado, realizacdo da avaliagao
antropométrica, recebimento do registro da ingestdo alimentar e espera do material coletado.
As analises foram feitas nos laboratérios do Servico de Patologia Clinica do Hospital de

Clinicas de Porto Alegre.

5.5.1 Avaliacdo antropométrica

e Criangas de zero a cinco anos

Na avaliacao dos dados antropométricos das criangas de zero a cinco anos foi utilizado
o software WHO Anthro, 2009 determinando os percentis e escores-z para as relacdes peso
para estatura (PE), peso para idade (PI), estatura para idade (EI), IMC/I, CB, DCT e DCS

(WHO, 2009) para sexo e idade.

Para a classificagdo antropométrica do estado nutricional foi adotado o padrdo da
OMS, 2006, comparando os indices de EI e IMC/I, cofirmados pela CB, DCT e DCS (WHO,

2007). A eutrofia foi definida a partir do ponto de corte do escore-z +1,00 e -1,00 (percentil
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15 e 85), e a desnutricdo, pelo escore-z para E/I e IMC/I abaixo de —2,00 (< percentil 3).
Possivel risco para sobrepeso definiu-se a partir do IMC/I entre +1,00 e +1,99 (percentil 85 e
95), e sobrepeso entre +2,00 e +2,99 (percentil 95 e 99); para a obesidade, foi utilizado o
IMC/I acima de + 3,00 (> percentil 99), segundo critérios recomendados pela OMS, 2006.
Foram considerados para classificacdo de risco nutricional os valores de escore-z < -1,00(<
percentil 10) para IMC/I (De ONIS, 2007). Na classificagao do estado nutricional em que foi
empregada mais de uma relagdo dos indices antropométricos (EI, PE e IMC/I), havendo

discrepancia entre as faixas utilizadas, considerou-se o menor valor.

¢ Criancas acima de cinco

Na analise dos dados das criangas acima de cinco anos foi utilizado o software WHO
Anthro Plus, 2009 e foram calculados os percentis e escores-z para as relagdes PI até 10 anos,
EI e IMC/I. Os dados de CB, DCT e DCS das criancas com mais de cinco anos foram

avaliados no programa do Frisancho, 2008.

Para a classificacdo antropométrica do estado nutricional foi adotado o padrdo da
OMS, 2007, comparando os indices de EI e IMC/I, cofirmados pela CB, DCT e DCS. A
eutrofia foi definida a partir do ponto de corte do escore-z +1,00 e -1,00 (percentil 15 e 85), e
a desnutrigdo, pelo escore-z para EI e IMC/I abaixo de —2,00 (< percentil 3). Para defini¢ao de
sobrepeso, foi utilizado o indice IMC/I entre +1,00 e +1,99 (percentil 85 e 95) e, para
obesidade, acima de + 2,00 (> percentil 95). A classificacdo do estado nutricional das criangas
e dos adolescentes com cirrose que apresentaram edema e/ou ascite foi determinada pela
avaliacdo da estatura e pela espessura da DCT. Havendo discrepancia entre os dados
antropométricos ¢ a espessura das dobras cutineas, considerou-se o menor valor para

diagnéstico do estado nutricional, conforme demonstrado no diagrama a seguir (figura 9).
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Cirréticos
Exames laboratorias e Avaliacao Inquérito
dosagem dos niveis de antropométrica alimentar
grelina, leptina, insulina (3 dias)
e glicose . - ..
£ Classificac¢do do estado nutricional
I [ [ [ [ |
Desnutri¢cao Risco para Eutrofia Risco para Sobrepeso Obesidade
IMC/I< -2,00 baixo peso sobrepeso
DCT <-2,00 IMC/T IMC/1-1,00 ¢ 1,00 <5 anos IMC/I <5 anos IMC/I +2,00 <5 anos IMC/I +3,00
Baixa estatura -1,99 ¢ -1,00 EI-2,00 a +2,00 +1,00 >5 anos IMC/I +1,00 >5 anos IMC/I1 +2,00
EI< 2,00 DCT -1,99 e -1,00 DCT -1,00 ¢ +1,00 DCT + 1,00 DCT +2,00 DCT >+2,00

Figura 9 - Diagrama de avaliacdo e classificagdo do estado nutricional dos cirréticos

Os controles foram selecionados e pareados a partir de uma pesquisa para avaliar a
concentracdo de grelina, leptina e insulina de criancas de dois meses a 15 anos de idade,
eutroficas e previamente higidas. Na data agendada para realizacdo dos exames laboratoriais
era realizada uma entrevista com os pais e/ou responsaveis para explanacao do trabalho e
verificacdo do interesse na participacdo do estudo. Apds a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO 4), também era preenchida uma ficha com os
dados da avaliagcdo, da historia clinica e dos exames laboratoriais (ANEXO 5). Todos os
participantes foram pesquisados individualmente no prontudrio on line, para confirmar o
motivo da solicitagdo do exame e o historico clinico (dados perinatais, presenga de doenga,

uso de medicagdes, acompanhamento nutricional, entre outros).

O grupo controle de zero a cinco anos de idade obteve a sua classificacdo também pelo
padrao da OMS, 2006, comparandos os indices de PE, EI e IMC/I, cofirmados pela CB, DCT
e DCS. A eutrofia foi definida a partir do ponto de corte do escore-z +2,00 e -2,00. E as

criancas e adolescentes desse grupo acima de cinco anos pelo padrao da OMS, 2007,
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comparando os indices de EI e IMC/I e PI (criangas até 10 anos), somados aos resultados das
medidas de CB, DCT e DCS. A eutrofia foi definida a partir do ponto de corte do escore-z

+1,00 e -2,00 (WHO, 2007).

Apos a avaliagdo antropométrica, 0s casos € os controles eram encaminhados a sala de
coleta de sangue para realizacdo dos exames solicitados e os da pesquisa. Era coletado
sangue venoso no periodo da manha. Apds a coleta dos exames de rotina, o sangue restante
era colocado nos tubos especificos para obtengdo de plasma (grelina) (ANEXO 6) e de soro
(leptina, insulina e glicose), conforme protocolos (ANEXO 7). As amostras eram
transportadas para o Laboratério Experimental de Hepatologia e Gastroenterologia (LEHG)
em caixa térmica refrigerada. Ao chegar ao LEHG as amostras para obten¢dao de plasma
(grelina) eram centrifugadas imediatamente (centrifuga refrigerada da marca SIGMA®
Laboratory Centrifuges 3k30) a 3.000 rpm a uma temperatura de 4°C por 10 minutos. Apds, o
plasma era pipetado para microtubo devidamente identificado. Adicionavam-se 10% de acido
cloridrico (HCI), na concentrag¢do de 0,1 molar/ml por mililitro de plasma coletado, procedia-
se a homogenizacao do plasma no agitador de tubos (marca Phoenix® Ap 56) e armazenava-
se o material em freezer a -80°C. As amostras para obtencdo de soro (leptina, insulina e
glicose) ficavam em temperatura ambiente por 45 minutos para reter o coagulo. Apos,
centrifugava-se a amostra (centrifuga refrigerada da marca SIGMA® Laboratory Centrifuges
3k30 a 3.000 rpm) a uma temperatura de 4°C por 15 minutos. O soro era pipetado para

microtubo devidamente identificado e entdo armazenado em freezer a -80°C.

5.5.2 Analise dos hormonios e glicose

A andlise da concentracdo dos hormonios foi realizada no Laboratorio Experimental

de Hepatologia e Gastroenterologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, pela
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pesquisadora responsavel e por um pesquisador bidlogo, pelo método ELISA (Enzime-Linked

Immunosorbent Assay), especifico para cada hormonio.

O ensaio imunoenzimatico ELISA foi proposto em 1971 por Engvall, Jonsson &
Perlmann e por Van Weemen & Schuurs. A técnica utiliza enzimas ligadas a antigenos ou
anticorpos para detec¢do de anticorpos ou antigenos, respectivamente. Sua adaptagdo para o
uso em placas de microtitulacdo foi descrita por Voller, Bartlett & Bidwell (1976) e

possibilitou seu uso com menores volumes de reagentes, mais estdveis € mais econdmicos.

Na técnica ELISA para detec¢dao de anticorpo o antigeno ¢ adsorvido a uma placa de
poliestireno ou polipropileno ¢ a amostra a ser investigado ¢ ai incubada. Lava-se, em
seguida, para eliminar o excesso de elementos do soro que ndo tenham reagido com o
antigeno (WHO, 1976). Na operacao seguinte, a antiglobulina (anti-humana, se for o caso de
um paciente) ligada a enzima (uma peroxidase ou fosfatase, por exemplo) ¢ incubada no
mesmo lugar da placa (WHO, 1976). Se, na primeira fase do teste, houve formagao de
imunocomplexo, a antiglobulina ¢ fixada a ele e ai permanece depois de nova lavagem do
suporte. Adiciona-se, entdo, o substrato da enzima para que se produza a hidrolise e o
fendomeno visivel apareca (mudanga de cor, por exemplo), indicando um resultado positivo
para a pesquisa de anticorpos especificos no soro do paciente (WHO, 1976). Para a deteccdo
de antigeno o anticorpo ¢ adsorvido ao suporte e depois lavado, para remover-se o excesso. A
solugdo problema onde deverd encontrar-se o antigeno ¢ acrescentada e incubada. Realiza-se
uma nova lavagem e adiciona-se o soro contendo anticorpo especifico ligado a enzima e
incuba-se. Lava-se. Ao juntar-se o substrato, a reacdo positiva se manifesta, caso haja

antigeno na amostra (WHO, 1976).

¢ Grelina total (pg/ml) — foi utilizado o kit comercial Human Ghrelin (Total) ELISA Kit
(Linco Research™, St Charles-MI, USA), seguindo-se o protocolo conforme

recomendado pelo fabricante (ANEXO 8).
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e Grelina acilada (pg/ml) — foi utilizado o kit comercial Human Ghrelin (Active) ELISA
Kit (Linco Research™, St Charles-MI, USA), adotando-se o protocolo conforme

recomendado pelo fabricante (ANEXO 9).

¢ Grelina desacilada (pg/ml) — foi realizada a subtracdo entre a grelina total e a grelina

acilada (ANEXO 10).

e Leptina (ng/ml) — foi utilizado o kit comercial Human Leptin ELISA Kit (Linco
Research™, St Charles-MI, USA), seguindo-se o protocolo conforme recomendado

pelo fabricante (ANEXO 11).

¢ Insulina (nUI/ml) — foi utilizado o kit comercial Active Insulin ELISA (DSL-Diagnostic
Systems Laboratories, Inc, Webster-TX, USA), conforme protocolo adotado pelo

fabricante (ANEXO 12).

e Glicose (mg/dl) — foi utilizado o kit comercial Glicose PAP Liquiform (Labtest
Diagnoéstica®, Lagoa Santa-MG, Brasil), adotando-se o protocolo conforme

recomendado pelo fabricante (ANEXO 13).

5.6 EQUIPE DE PESQUISA

A equipe foi composta por uma nutricionista pesquisadora, duas nutricionistas
clinicas, um bidlogo e dois biomédicos. Foi realizado um treinamento para a padronizacao das

técnicas de laboratorio para a uniformiza¢do dos métodos.

A pesquisadora foi responséavel pelo contato com os participantes do estudo, pela
avaliacdo antropométrica e pela explicagdo do procedimento a ser realizado e calculos do

inquérito alimentar. O processamento e armazenamento do sangue (plasma e soro) foram
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feitas pela propria pesquisadora ou por um membro da equipe previamente treinado, no
Laboratorio de Hepatologia e Gastroenterologia (LHEG). A andlise das amostras de plasma,
para determinacdo da concentracdo dos hormonios e da glicose, foi supervisionada pelo
biologo Rafael Lucyck Maurer, do LHEG do Centro de Pesquisa do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre. Os demais exames e as analises bioquimicas e histopatoldgicas foram realizados

conforme as rotinas desse hospital.

5.7 CONSIDERACOES ETICAS

O projeto de pesquisa elaborado para o desenvolvimento deste estudo foi aprovado
pela Comissdo de Pesquisa ¢ Etica em Saude do Grupo de Pesquisa e Pos-Graduagdo (GPPG)
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, conforme consta na Resolugdo do Projeto niimero
06-457. A dosagem de insulina e glicose foi realizada com aprovacao de emenda no projeto,
pelo GPPG do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, conforme previsto no Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.

O estudo foi realizado de acordo com as diretrizes sobre pesquisa envolvendo seres
humanos estabelecidas pela Resolucdo n° 196/96 do Conselho Nacional de Saude (BRASIL,
1996). Durante a pesquisa, nao houve interferéncia quanto as datas de consulta no
ambulatdrio e solicitagdo de exames. Para participar do estudo, foi assinado um Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido pelos pais e/ou responsaveis (ANEXOS 1 e 4).
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5.8 ANALISE DOS DADOS

Os programas utilizados para analise epidemiologica e estatistica pertencem ao Grupo
de Pesquisa e Pds-Graduacao do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Foi realizada dupla

digitacao para assegurar melhor confiabilidade dos dados armazenados.

O nivel de significancia adotado foi de 5% (P<0,05) e as analises foram realizadas
pelo programa SPSS-Statistical Package for the Social Sciences, versao 17.0, Inc., Chicago-

IL,USA).

e Analise estatistica

As varidveis quantitativas foram descritas através de média e desvio padrdo
(distribui¢do simétrica) ou mediana e amplitude interquartilica (distribui¢do assimétrica). Na
andlise de varidveis categoricas, as frequéncias absolutas e relativas foram utilizadas. Para
verificar a associagdo entre as varidveis categoricas foi aplicado o teste Qui-Quadrado de
Pearson e, como complemento, o Teste dos Residuos Ajustados foi utilizado para verificar
associacdes locais. Na associagdo entre as variaveis quantitativas foram aplicados o
coeficiente de Correlacdo de Spearman (distribui¢ao assimétrica: grelina, leptina e insulina) e

o de Pearson (distribui¢do simétrica: glicose).

Os pacientes foram agrupados por idade, sexo, causas da cirrose, presenca de
colestase, ascite, classificagdo de Child-Pugh, escores PELD/MELD e estado nutritional. Para
comparar os dois grupos em relacdo as varidveis quantitativas foram utilizados ou o teste t-
Student para amostras independentes (distribui¢do simétrica) ou o teste de Mann-Whitney
(distribuicdo assimétrica). Para comparar mais de dois grupos (por exemplo: faixa etéria),

foram utilizados ou a Analise de Variancia (ANOVA) One-Way (distribuicao simétrica) ou o
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teste de Kruskal-Wallis (distribuigdo assimétrica). Para complementar essas analises foram

aplicados, respectivamente, os testes de Tukey e Mann-Whitney.

Para controlar fatores de confusdo e avaliar as variaveis independentemente associadas
com os desfechos em estudo, a analise de Regressdo Linear Multivariada foi aplicada na
associacdo de altas concentracdes de grelina com estado nutritional, presenca de colestase,
ascite, gravidade da cirrose, creatinina, hematocrito; e os niveis de leptina, com os parametros
antropométricos (EI, CB, DCT e DCS), estado nutricional, ascite, albumina, INR,
hemoglobina, hematocrito e sexo. O método de estimagdo do modelo escolhido foi o de
stepwise devido a quantidade de varidveis e ao niimero de individuos amostrados. O critério
para a entrada das variaveis no modelo foi o de que apresentassem um valor de P<0,20 na
andlise bivariada. Como a maioria dos desfechos apresentou distribui¢do assimétrica, a
transformagdo logaritmica foi escolhida para satisfazer os pressupostos da andlise de

regressao.
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Foram arroladas para o estudo 39 criangas e adolescentes com cirrose e 39 controles
higidos, pareados por sexo e idade, selecionados conforme os critérios de inclusdo. Nos casos
apresentados, a principal causa da cirrose foi atresia biliar em criangas com até dois anos de
idade pertencentes ao sexo feminino, conforme tabela 1. O total de criancas de zero a 10 anos
comprendeu a maioria da amostra (n=30;76,9%). Sessenta e quatro porcento dos pacientes
com cirrose realizaram os procedimentos de coleta e registro da ingestao alimentar, conforme
rotina ambulatorial, e os demais, durante a hospitalizacdo no periodo que antecedeu a alta

hospitalar.

Os dados apresentados a seguir referem-se aos resultados principais e com maior
relevancia neste estudo. As tabelas completas com todos os resultados obtidos na andlise

encontram-se em anexo (ANEXO 14).

6.1 COMPARACAO ENTRE CIRROTICOS E CONTROLES

Na tabela 1, sdo descritas as caracteristicas gerais dos pacientes com cirrose ¢ dos

controles que participaram do estudo. Dentre as causas de cirrose, 76,9% foram biliares (26
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por atresia biliar e 1 por cisto de colédoco) e 23,1%, ndo biliares (3 por hepatite autoimune, 2
por deficiéncia de alfa-1 antitripsina e 7 criptogénicas). O grupo étnico foi composto por
97,5% de caucasdides em cirroticos e por 82,5% nos controles. Na entrevista clinica, realizada
previamente a coleta e ao registro da ingestdao alimentar, a maioria das criancas e adolescentes
apresentava historia de alimentagdo insuficiente. Na classificagdo de Child-Pugh, utilizado
para determinar a gravidade da cirrose, 50% da amostra foi classificada como A, considerada
leve, e o restante em B e C, moderada a grave. Foram avaliados pelo critério de gravidade no
escore PELD 85% e, destes, 81,8% (n=27/33) apresentaram escores abaixo do ponto de corte
15. Quinze porcento foram avaliados pelo escore MELD, estando todos abaixo do mesmo

ponto de corte.

Tabela 1 - Caracteristicas gerais da amostra

Caracteristicas Cirréticos Controles Pt
(n=39) (n=39)
Idade (anos) 2,5 (0,7-9,6) 2,6 (1,3-9,5) 0,667
0-2 20(51,3) 20 (51,3)
2-5 5(12,8) 5(12,8)
5-10 5(12,8) 6 (15,4)
10-15 9(23,1) 8 (20,5)
Sexo feminino 20 (51,3) 20 (51,3)
Causas da cirrose
Atresia biliar 26 (66,7)
Cisto colédoco 01 (2,6)
Hepatite autoimune 03 (7,7)
Deficiéncia alfa-1 antitripsina 02 (5,1)
Criptogénica 07 (17,9)
Historia alimentacao insuficiente 22 (56,4)
Presenca de ascite 05 (12,8)
Colestase (BD>2 mg%) - n=35 12 (34,3)
Child-Pugh
A 20(51,3)
B 16 (41,0)
C 03 (7,7)

Os dados foram expressos como mediana (P25 a P75) ou niimero absoluto (%) quando indicado.
T Teste qui-quadrado de Pearson
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Em relagdo aos dados antropométricos, os cirrdticos apresentaram indices
significativamente menores somente para o escore-z da CB, DCT e DCS, quando
comparados com os controles (P<0,001). Nao foram encontradas diferencas estatisticamente

significativa entre peso, estatura e IMC/I, conforme sumarizado na tabela 2.

Tabela 2 - Dados antropométricos

Caracteristicas Cirroticos Controles Pt
(n=39) (n=39)

Peso (kg) 13,3 (8,0 a 25,5) 14,1 (9,9-34,0) 0,395
Estatura (cm) 84,5 (68,02 130,0) 94,0 (80,0-139,0) 0,323
IMC/1 (kg/mz) - n=25 16,8 (+2,53) 16,9 (+1,81) 0,818
Escore-zPI  -n=25 -0,53 (£1,17) 0,20 (+£0,80) 0,013
Escore-z EI -1,22 (£1,20) 0,28 (£1,05) <0,001
Escore-z IMC/I - n=25 0,00 (£1,23) 0,14 (+0,65) 0,538
Escore-z CB* -1,04 (£1,61) 0,27 (£0,61) <0,001
Escore-z DCT* -0,99 (£1,67) 0,33 (+0,62) <0,001
Escore-z DCS* -1,22 (+1,89) 0,14 (£0,75) <0,001

Os dados foram expressos como mediana (P25 a P75) ou média (£DP), quando indicado.

IMC/T: indice de massa corporal; CB: circunferéncia do bragco; DCT: dobra cutanea tricipital

DCS: dobra cutanea subescapular; *n=38, pois um paciente apresentou CB, PCT e DCS abaixo do limite inferior
do software WHO, 2009 e nao foi possivel o calculo desses dados

tTeste-t Student para amostras independentes

A tabela 3 apresenta a avaliagdo antropométrica realizada nos pacientes com cirrose €
nos respectivos controles a partir do escore-z quanto aos indices EI, CB, DCT, DCS ¢ a
classificacdo do estado nutricional obtida a partir do escore-z de EI e da DCT.

Na classificacdo do estado nutricional, os cirrdticos apresentaram maior propor¢ao de
baixa estatura no EI (P=<0,001), risco para desnutri¢ao no PI (P=0,040) e desnutri¢ao na CB,
na DCT, na DCS e no estado nutricional, quando comparados com os controles (P=<0,001;
P=0,001; P=0,003), caracterizando cerca de 44% como desnutridos; sendo que 69% destes
eram desnutridos grave (abaixo do escore-z -3,00). Das criancas avaliadas, cinco

apresentaram ascite e ndo foram classificadas através do PI e IMC/I, conforme tabelas 2 e 3.
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Tabela 3 - Classificacao do estado nutricional
Caracteristicas Cirroticos Controles Py
(n=39) (n=39)
Escore-z de EI
<-2,00 12 (30,8)** 0(0,0) <0,001
-1,99 a -1,00 11 (28,2)** 3(7,7)
-1,00a+ 1,00 16 (41,0) 26 (66,7)**
>+1,00 a +1,99 0(0,0) 8 (20,5)**
>+2,00 0(0,0) 2(5,1)
Escore-z da CB — n= 38*
<-2,00 12 (31,6)** 0(0,0) <0,001
-1,99 a -1,00 7 (18,4)** 1(2,6)
-1,00 a+ 1,00 15 (39,5) 35 (89,7)**
>+1,00 a +1,99 3(7,9) 3(7,7)
>+2.,00 1(2,6) 0 (0,0)
Escore-z da DCT - n= 38* 0,001
<-2,00 10 (26,3)** 0(0,0)
-1,99 a -1,00 5(13,2) 1(2,5)
-1,00 a+ 1,00 21 (55,3) 34 (87,2)**
>+1,00 a +1,99 2(5,3) 3(7,5)
>+2,00 0(0,0) 0(0,0)
Escore-z da DCS - n= 38% 0,003
<-2,00 11 (28,9)** 0(0,0)
-1,99 a -1,00 3(7,9) 2(5,3)
-1,00 a+ 1,00 23 (60,5) 34 (89,5)**
>+1,00 a +1,99 1(2,6) 2(5,3)
>+2.,00 0(0,0) 0(0,0)
Estado nutricional (EI e DCT) <0,001
Desnutri¢ao 17 (43,6)** 0(0,0)
Eutrofia 21 (53,8) 39 (100)**
Sobrepeso 1(2,6) 0(0,0)

Os dados foram expressos como nimero absoluto (%).

EI: estatura para idade; PI: peso para idade; PE: peso para estatura; IMC/I: indice de massa corporal

CB: circunferéncia do brago; DCT: dobra cutanea tricipital; dobra cutanea subescapular
El e DCT <-2,00 foi considerado como desnutrigao;

*n=38, um paciente apresentou CB, PCT e DCS abaixo do limte inferior do software WHO, 2009 e ndo foi possivel o

calculo desses dados; ** associagdo estatisticamente significativa pelo teste de residuos ajustados (P<0,05)

1 Teste qui-quadrado de Pearson

As dosagens das concentragdes de grelina, leptina, insulina e glicose da populagdo estudada

encontram-se apresentadas na tabela 4. A concentragdo da grelina acilada nas criangas e adolescentes

com cirrose foi cerca de 16% da grelina total, e nos controles, de 20%. A concentragdo da grelina

acilada foi significativamente menor nos cirroticos do que nos controles, respectivamente (P= 0,001),

conforme descrito na tabela 4 ¢ ilustrado na figura 11. Observa-se uma tendéncia de a grelina total ser
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menor nos cirroticos, quando comparados com criangas eutroficas e sem doenga hepatica (P=0,060).
A leptina, a insulina ¢ a glicose, quando comparadas entre cirrdticos e controles, ndo se apresentaram

estatisticamente diferentes.

Tabela 4 — Concentracgao de grelina, leptina, insulina e glicose

Caracteristicas Cirroticos Controles Py
(n=39) (n=39)
Grelina (pg/ml)
Total 907 (755-1432) 1391 (814-1995) 0,060
Acilada 142 (93-278) 275 (208-481) 0,001
Desacilada* 815 (625-1045) 1001 (688-1624) 0,163
Leptina (ng/ml) 1,6 (1,1-3,5) 2,3 (1,3-4,2) 0,421
Insulina (nUI/ml) 17,4 (13,5-29,9) 18,2 (14,1-29,7) 0,908
Glicose (mg/dl) 85,9( £15,5) 86,0 (£9,01) 0,851

Os dados foram expressos como mediana (P25 a P75).
(*) Calculada a partir da subtrag@o da grelina total pela acilada (KOJIMA, comunicagdo pessoal).
1 Teste U-Mann-Whitney

Os hormonios, quando correlacionados entre si, ndo foram diferentes tanto na amostra total
quanto no grupo dos cirrdticos. O periodo de jejum mediano para a coleta de sangue para exames
laboratoriais nao foi diferente entre cirréticos (4,0 horas; 3 a 8,3) e controles (4,5 horas; 3 a 12,4)
(P=0,103) e ndo foi correlacionado com nenhuma das variaveis em estudo.

Os valores do hematdcrito [34,1 £5,2 %; 36,8 £2,75 % ; P= 0,008] ¢ da hemoglobina [11,3
+1,87 g/dl; 12,1 £0,87 g/dl; P= 0,005] foram significativamente menores nos pacientes com cirrose
comparados aos dos controles. Nos cirréticos, a média ou mediana do resultado dos demais exames
laboratoriais sdo os seguintes: albumina 3,8mg% +0,55, bilirrubina total 1,4 g/dl (0,6-4,8), bilirrubina
direta (n=35) 1,0 mg/dl (0,2-5,9), creatinina 0,36 mg/dl +0,10 ¢ INR 1,14 £0,17, sendo que ndo houve
associacdo entre essas variaveis e os desfechos estudados. Dentre os cirréticos, em que foi dosada a

bilirrubina direta, 34,3% apresentaram > 2mg/dl.
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6.2 GRELINEMIA NOS CIRROTICOS

A grelina total, a acilada e a desacilada apresentaram correlagdo inversa com a idade na
analise bivariada, respectivamente [(r°= -0,450;P= 0,004); (r*=-0,367; P=0,022); (r’= -,417,
P=0,008)] (figura 10). Houve uma tendéncia na grelina total [984 (858-1506) pg/ml versus
879 (715-1235) pg/ml; P= 0,055] e na grelina desacilada [867 (728-1.395) pg/ml versus 749
(548-981) pg/ml; P=0,052] a serem mais elevadas nos cirroticos desnutridos comparados aos
bem nutridos, € nos com presenca de colestase [1323 (793-2.113) pg/ml versus 896 (725-
1.304) pg/ml; P= 0,099] em relacdo aos demais [992 (672-1.912) pg/ml versus 775 (725-
1.024) pg/ml; P= 0,099]. A grelina total [1530 (1.055-3.680)pg/ml versus 904 (748-1239)
pg/ml; P=0,049] e a desacilada [1.461 (943-3.253) pg/ml versus 791 (622-1.019) pg/ml; P=
0,031] foram significativamente mais elevadas nos cirréticos com ascite. A grelina nao
apresentou associacao com sexo, causas da cirrose biliar e nao biliar e histéria de alimentagao
insuficiente nas criangas ¢ adolescentes com cirrose.

A grelina total, a acilada e a desacilada foram associadas com a gravidade da doenca
hepatica nos cirroticos. A grelina acilada foi significativamente menor nos pacientes mais
graves classificados como Child-Pugh B+C 133 ng/ml (69-177), quando comparadas com a
dos demais 184 pg/ml (113-3,66) (P=0,043), na analise bivariada (figura 11). A grelina total
[1.489 (1.263-3.294) pg/ml versus 901 (722-1.215) pg/ml] e a desacilada [1.395 (917-2.793)
pg/ml versus 782 (599-994) pg/ml] foram maiores nos cirrdéticos com doenga mais grave
(escore de gravidade PELD/MELD >15) quando comparada com a dos demais cirrdticos, na
analise bivariada (figura 12). No modelo multivariado, a grelina total e a acilada
permaneceram associadas com a idade, apds o ajuste ao contrario da desacilada. A grelina

acilada permaneceu associada com a classificagdo de Child-Pugh, e a grelina desacilada, com

o escore de gravidade PELD/MELD >15, conforme tabela 5.
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Tabela 5 - Regressao linear multipla* para grelina pelo método stepwise

Variaveis Modelo de Regressao Linear
B P

Total*

Idade (anos) -0,438 0,009
Acilada**

Idade (anos) -0,461 0,002

Child-Pugh B/C -0,576 <0,001
Desacilada***

PELD/MELD >15 0,445 0,007

*O modelo foi estatisticamente significativo [F(1,33)=7,83; P=0,009; R2:19,2%] e ajustado para estado
nutricional, creatinina, colestase, ascite e gravidade da cirrose pelos escores PELD/MELD.
**0 modelo foi estatisticamente significativo [F(2,33)=11,3; P <0,001; R2:40,6%] e ajustado para historia
de alimentagdo insuficiente, creatinina, hematdcrito e classificagdo da RDI <80%.
*#*0 modelo foi estatisticamente significativo [F(1,33)=8,16; P =0,007; R2:19,8%] e ajustado para idade,
estado nutricional, creatinina, ascite e colestase.
**#*(0s niveis sofreram transformagao logaritmica.
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Figura 10 - Relagdo da grelina total ¢ acilada com a idade nos cirrdticos
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6.3 LEPTINEMIA EM CIRROTICOS

A leptina apresentou correlagdo positiva com o escore-z de EI (&= 0,440, P=0,005),

IMC/T (1,=0,398, P=0,020), CB (r,= 0,497, P=0,002), DCT (r,= 0,592, P<0,001), DCS

(rs=0,595, P<0,001), hematdcrito (r;=0,384, P=0,016) e hemoglobina (r;=0,325, P=0,043) na

analise bivariada, figura 13.
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Figura 13 - Relag@o ente leptina, idade e parametros antropométricos
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Houve diferenca entre os sexos em relagdo ao nivel de leptina, sendo que os valores
medianos (percentil 25-75) da concentragdo de leptina foi maior no sexo feminino 2,40 (1,54-

4,21) ng/ml do que no masculino 1,31(0,78-2,30) pg/ml, P=0,038.

A leptina nos cirrdticos com ascite foi significativamente menor quando comparada
com a dos sem ascite [1,04 (0,32-1,36) ng/ml vs 2,03 (1,28-3,80) ng/ml; P=0,012]. Os
cirréticos desnutridos apresentaram menor concentracao sérica de leptina quando comparados
com os bem nutridos [3,08 (1,35-4,42) ng/ml vs 1,45 (0,57-2,03) ng/ml; P= 0,005]. Os niveis
medianos de leptina foram menores nos cirrdticos com histéria de alimentagdo insuficiente
[1,34 (0,78-1,76) ng/ml vs 3,51 (1,82-4,99) pg/ml; P=<0,001] do que nos demais. Houve uma
tendéncia de associacao positiva entre leptina e percentual de ingestao alimentar da RDI para
idade (P=0,059).

Os niveis de leptina ndo foram diferentes nos cirrdticos em relacdo a causa da cirrose
biliar ou nao biliar, presenga de colestase e gravidade da doenga hepética.

No modelo de analise multivariada apds o ajuste permaneceram associados com 0s
niveis mais baixos de leptina apenas o escore-z de EI (figura 14) e o sexo feminino (figura

15), conforme apresentado na tabela 6.

Tabela 6 — Regressao linear multipla* para leptina** pelo método stepwise

Variaveis Modelo de Regressao Linear

B P
EI (escore-z) 0,438 0,007
Sexo feminino 0,388 0,016

* O modelo foi estatisticamente significativo [F(4,26)=6,99; P= 0,001; R*=44,4%)] ¢ ajustado para os escores-z
dos dados antropométricos (IMC/I, EI, CB, PCT e DCS), hemoglobina, hematocrito, albumina, INR e historia de
alimentagao insuficiente

** Os niveis sofreram transformagao logaritmica
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6.4 INSULINEMIA E GLICEMIA NOS CIRROTICOS

A insulina no apresentou associagdo com nehuma das variaveis em estudo.

A glicemia foi mais baixa nos cirroticos desnutridos (P= 0,039) e se associou positivamente
com a idade (r= 0,048; P= 0,004) e creatinina (r= 0,331; P= 0,039) e¢ negativamente com o percentual
de ingestdo alimentar da RDI (r=-0,517; P=0,001). A glicemia ndo se associou com sexo, causas da

cirrose, presenca de colestase, ascite, gravidade da doenga hepatica e historia de alimentagdo

insuficiente.

Apos o ajuste pelo modelo multivariado, permaneceram associados com a glicemia
elevada o aumento da idade (figura 16) e a redugao da ingestao alimentar pelo percentual da
RDI (figura 17) nas criangas e adolescentes com cirrose, conforme demonstrado na tabela 7.

Ou seja, para cada ano de idade aumentou 0,42 mg% a glicemia; e cada aumento percentual

da RDI causou uma queda de 0,5 mg% da glicemia.
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Figura 16 - Glicemia e idade nos cirréticos Figura 17 - Glicemia e ingestdo percentual
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Tabela 7 - Regressao linear multipla* para glicose pelo método stepwise

Variaveis Modelo de Regressao Linear
B P
Glicose
RDI (%)* -0,505 0,004
Idade (anos)** 0,423 0,018

* O modelo foi estatisticamente significativo [F(1,29)=9,91; P=0,004; R*=25,5%] e ajustado para estado
nutricional, BD, BT, albumina, creatinina, idade, CB e DCS em escore-z

** O modelo foi estatisticamente significativo [F(1,29)=6,31; P =0,018; R’=15,0%] e ajustado para estado
nutricional, BD, BT, albumina, creatinina, classificagdo da RDI, CB e DCS em escore-z, com RDI<80

6.5 INGESTAO ALIMENTAR NOS CIRROTICOS

A ingestdo alimentar média dos cirroticos (33/39), excluindo aqueles com leite materno, dieta
enteral e restri¢@o dietética, comparada com a RDI para idade foi de 112% (+36), sendo que a maioria
78,4% (26/33) apresentaram uma ingestdo >80% da recomendacdo para a idade. Na avaliagdo do
registro da ingestdo alimentar 61,6 % (n=20/33) apresentaram ingestdo alimentar considerada
insuficiente (<120% da RDI) para criangas e os adolescentes com cirrose, apesar da orientacdo
nutricional hipercaldrica (tabela 8).

Na faixa etaria menor de 2 anos 50%, dos 2-5 anos 80% e dos 5-10 anos 20% ingeriram abaixo
do preconizado para cirrdticos. Nos acima de 10 anos nenhum paciente ingeriu abaixo do
recomendado (P=0,003). Apesar disso, os mais desnutridos foram os que ingeriram um maior aporte
caldrico.

Em relagdo ao percentual do valor energético total dos macronutrientes avaliados, nos
respectivos grupos de acordo com a faixa etaria, os resultados de carboidratos obtidos nos grupos
foram 59,6%, 59,6%, 57,4% e 52,5% e de lipidios 27,5%, 26,0%, 30,7% e 33,9%.

Quanto a ingestdo dos micronutrientes avaliados comparados com a RDI para a faixa etaria o

calcio atingiu valores acima de 100% até 5 anos, entre 5 ¢ 10 anos cerca de 70% e acima de 10 anos a
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ingestdo ficou em torno de 57%. A ingestdo mediana de ferro em todas as idades atingiu os valores
preconizados pela RDI para a faixa etaria. O zinco apresentou ingestdo insuficiente na faixa etaria
acima de 10 anos, abaixo dessa idade os valores da mediana atingiram a recomendagdo para a idade. O
sodio atingiu valores medianos acima da recomendagdo para a ingestdo alimentar em todas as idades.
E potassio ingerido foi abaixo da RDI para a idade somente pelas criangas e adolescentes acima de

cinco anos.

Tabela 8 - Ingestao alimentar dos cirrdticos

Variaveis 0-2 anos 2-5 anos 5-10 anos 10-15 anos
(n=21) (n=5) (n=15) (n=9)
Alimenta¢io insuficiente 13 (62) 1 (20) 3 (60) 6 (67)
Kcal/dia 959 (£394,3) 1723 (£238,4) 1706 (£362,8) 1703 (£272)
Kcal/kg 115 (£42.5) 107 (£34,6) 68 (£10,4) 56 (£8,3)
g prot/dia 24 (15,1-40,1) 63 (59-75) 63 (42-66) 57 (50-67)
g prot/kg 2,9 (2,1-4,1) 4,2 (3,1-4,9) 2,4 (1,9-2,5) 1,9 (1,7-2,1)
Cilcio 595 (397-884) 1137 (857-1430) 589 (569-576)* 741 (354-1116)*
Ferro 7,1(3,5-11,9) 10,1 (9,9-12,4) 9,7 (5,9-14,0) 8,4 (5,4-11,8)
Zinco 5,3 (3,1-6,5) 6,0 (4,8-7,3) 4,4 (3,7-6,5) 5,1(3,5-6,5)*
Sédio 499 (252-1098) 1775 (1379-2135) 1525 (1352-2326) 1705 (931-2100)
Potassio 1039 (756-1340) 1810 (1687-2858)  1573(1027-2015)* 1247 (972-1984)*

Os dados foram expressos como média (= DP), mediana (P25 a P75) e nimero absoluto (%)
* Ingestao inadequada
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7.1 COMPARACAO ENTRE CIRROTICOS E CONTROLES

A comparagdo dos nossos resultados com os dados da literatura estd dificultada pela
exigiliidade de estudos realizados com pacientes pediatricos. Em se tratando de hepatopatas
cronicos, praticamente inexistem. H4 poucas pesquisas publicadas que investiguem
grelinemia, leptinemia, insulinemia e glicemia em pacientes pediatricos com hepatopatia

cronica, em especial cirrose.

Até o momento, encontramos somente trabalhos com adultos cirroticos avaliando
grelina, e apenas dois avaliando leptina em criangas e adolescentes, sendo um sobre pré e pos-
transplante hepatico (ROBERTS ef al., 1998) e outro sobre atresia biliar (HONSAWEK et al.,
2008). Em relagdo a insulinemia e a glicemia na populagdo aqui analisada, os estudos sdao
escassos e antigos, e os dados ndo foram totalmente explorados e conclusivos (BUCUVALAS

et al., 1990; BUCUVALAS et al., 1997), conforme sumarizado no quadro 6.
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Nivel sérico EM JEJUM

Adultos Criancas e adolescentes
Grelina acilada Ik N
Leptina tou| 2 l3’ >
Insulina 14 N
Glicose o N°

| = diminuido; 1 = aumentado; N= normal
Quadro 6 - Estudos conduzidos com hepatopatas cronicos

Fonte: 'Tacke ef al., 2003; Marchesini ez al., 2004; Takahashi ez al., 2006; Diz-Loiz et al., 2009
2 Testa et al., 2000; Breidert et al., 2004; Takahashi ez al., 2006
3Roberts et al., 1998; Honsawek et al., 2008
4 Petrides et al., 1989; Nielsen ef al.,2005; Bucuvalas ef al., 1990; Bucuvalas et al., 1997
3 Presente estudo, 2010

Estudos realizados com criangas e adolescentes sauddveis situaram a mediana da grelina
total em 162 pg/ml (WHATMORE et al., 2003) e mostraram diferenca entre meninos (133,2-
fmol/ml; 612,72 pg/ml) e meninas (189 fmo/ml; 872,16 pg/ml), contudo as amostras eram
heterogéneas quanto ao método utilizado, ao tempo de jejum, a idade e ao estado nutricional
(PARK et al., 2005). A inexisténcia de dados referentes a amostra com criangas eutréficas em
nosso meio foi resolvida com um estudo do nosso laboratério por Wilasco et al., 2010 que
dosou grelina total, acilada e desacilada, leptina, insulina e glicose em 111 criangas eutrdficas
de zero a 10 anos. Neste estudo a mediana de grelina total foi de 1.374 pg/ml (949-1.875), a
de grelina acilada de 288 pg/ml (212-450), a de grelina desacilada de 1.088 pg/ml (711-
1.093), a de leptina de 1,53 ng/ml (1,11 — 2,77), a de insulina de 15,5 (12,1-23,5) puU/ml e a
de glicemia de 88,6 +13,1 mg/ml.

A faixa etaria comprendeu criangas e adolescentes cirréticos acompanhados na Unidade
de Gastroenterologia Pediatrica no Servico de Pediatria, do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre. Restringiu-se a inclusdo de criancas com cirrose € outras co-morbidades associadas
(KOJIMA & KANGAWA, 2005), devido a possibilidade de interferéncia nas dosagens
avaliadas, e a preocupacao em limitar sua possibilidade de apresentar reflexos negativos na

ingestao alimentar.
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A regulagdo da secre¢ao de grelina tem como pressuposto basico a alimentacao
(KOJIMA & KANGAWA, 2008), sendo que sua concentracao duplica imediatamente antes
das refeigdes habituais e retorna aos niveis basais uma hora ap6s. A leptina nao parece ter
alteragdes entre as refeicoes, mas pode apresentar uma oscilagdo diurna. A insulina e a glicose
geralmente atingem seus picos pods-prandiais entre uma a duas horas apos as refeigoes.
Contudo, o tempo de jejum ¢ dificil de ser padronizado, especialmente em lactentes. Baseado
nesses dados, foi determinado um tempo minimo de trés horas para contemplar as solicitagdes
de exames laboratoriais de rotina de controles e cirréticos, e o tempo maximo estipulado foi
de 14 horas. O método de escolha para a analise bioquimica foi o teste ELISA utilizado no
LEHG, nao apenas por sua sensibilidade e especificidade, mas também por sua possibilidade
de automacao aliada a menor custo.

Estudos conduzidos com criangas e adolescentes com cirrose apresentam a atresia biliar
como principal causa da doenga na maioria dos casos (SILVEIRA et al., 1993; FERREIRA et
al., 1997, BALISTRERI, 2000, SCHNEIDER et al., 2007), assim como nesta pesquisa. No
trabalho de Schneider et al., (2007), com uma popul¢do semelhante a estudada, o percentual
de participantes com cirrose por atresia biliar foi de 33,3% e, no atual, de aproximadamente
67%.

Em relagdo a gravidade da cirrose, 50% das criangas e adolescentes foram
classificados como Child-Pugh A, portanto a maioria com cirrose compensada. Considerando
que foram avaliados tanto pacientes ambulatoriais como hospitalizados e que foi restrita a
inclusdo de qualquer tipo de encefalopatia, alguns critérios podem ter influenciado na
limitagdo da amostra de pacientes com maior gravidade da doenga hepatica e,
consequentemente, com maior grau de desnutri¢do. Nos modelos PELD e MELD, a maioria
obteve um escore abaixo de 15, indicando também uma hepatopatia com gravidade ndo muito

intensa.
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A avaliacdo nutricional em criancas com hepatopatia cronica suscita muitos
questionamentos, tais como:

- Qual o conceito de desnutricao?

Soetrs et al. (2008) definem como desnutricdo “estado nutricional agudo ou crdnico
com graus variados de sub ou sobrenutricdo, na presenca de atividade inflamatoria que
ocasiona mudangas na composicao corporea e atividades funcionais imunes, musculares e
cognitivas diminuidas”. Essa definicdo adotada pela European Society of Parenteral Enteral
Nutrition parece ser apropriada para criangas e adolescentes com cirrose, que apresentam um
intenso catabolismo proteico e alteragdes na composicao corporal em fun¢do da hepatopatia,
anorexia, perda de massa muscular e redistribui¢do dos compartimentos hidricos.

- Os indices antropométricos sdo necessarios e suficientes para diagnosticar o estado

nutricional?

A desnutricao da crianga e do adolescente com cirrose ¢ subdiagnosticada na avaliagao
dos parametros antropométricos recomendados para criangas e adolescentes saudaveis, pois
frequentemente superestimam a adequacdo nutricional em hepatopatas. Faltam estudos e
indicadores precisos para criancas e adolescentes cirrdticos, principalmente nos estagios
avancados da doenca. Em cirrdticos descompensados, a desnutricdo esta associada com
morbi-mortalidade (GREER et al., 2003; LEONIS & BALISTRERI, 2008; NIGHTINGALE
& VICKY, 2009). Nesses casos alguns critérios precisam ser avaliados e definidos.

- Quais os critérios a serem adotados ?

( )
A= Antropométrica
B= Bioquimica

Avaliagio { C=Clinica

D= DEXA (criancas e adolescentes)/ Dinamometria (adultos)

E= Equacao para bioimpedancia?
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Na antropometria, o peso ¢ o IMC/I ndo devem ser valorizados e somente a estatura ¢
um parametro confidvel que necessita ser complementado pela avaliagdo da circunferéncia do
braco e dobras cutaneas. Feferbaum et al. (2009) demonstraram discrepancias na classificagao
do estado nutricional utilizando diferentes indices antropométricos em pacientes pediatricos
com cuidados intensivos. O IMC/I £2,00 do escore-z nao identificou 15,5% dos desnutridos,
ao passo que a CB abaixo do percentil 5 ndo diagnosticou 53,5%. E surprendentemente,
quando avaliaram a correlagdo com mortalidade, a desnutricdo ndo foi um fator de risco.

Este trabalho identificou 44% de desnutri¢do nas criangas ¢ adolescentes cirroticos,
achados semelhantes aos da literatura que se encontram entre 13% a 65% (SOKOL &
STALL, 1990; CHIN et al., 1992; FERREIRA et al., 2000; GAZAL, 1995; ROGGERO et al.,
1997, MATTAR et al., 2005); em adultos com cirrose, variam de 10% a 100%, de acordo
com diferentes séries da literatura (MAIO et al., 2000; GOTTSCHALL et al, 2004;
ALVARES-DA-SILVA et al., 2005).

Os indices de avaliacio antropométrica que avaliam a composi¢do corporal, as
medidas de CB e dobras cutaneas sao indicadores simples que estimam a massa magra e
gordura. As dobras cutineas, apesar da sua acurdcia na populagdo pediatrica e a necessidade
de treinamento do avaliador constituem a melhor opcdo na avaliagdo dos hepatopatas
cronicos, pois nao sdo influenciadas pela retencdo hidrica, exceto no edema generalizado
(SOKOL & STALL, 1990; ROGGERO et al., 1997; MAIO et al., 2004; SCHNEIDER et al.,
2007). Salienta-se que o modelo progndstico avaliado pelo escore PELD considera os critérios
de escore-z para PI e EI, e somente por isso ainda necessitam ser calculados.

Na avaliacdo bioquimica, as dosagens de proteinas plasmaticas (albumina, pré-
albumina, transferrina, hemoglobina, hematocrito), os métodos imunoldgicos (contagem de
linfécitos e testes de hipersensibilidade cutinea tardia) e o balango nitrogenado sao

claramente influenciados pela sintese hepatica, prejudicando sua utilizagdo na avaliagdo
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nutricional (MAIO et al., 2004; RITTER L & GASOLA, 2006). Frequentemente, em razao da
doenca hepatica, os exames laboratoriais encontram-se alterados, diminuindo a confiabilidade
dos testes. Seu uso reflete a disfuncdo hepatica, devido ao dano hepatico, e nao
necessariamente o estado nutricional. A intensidade da resposta inflamatoria mantém o
hipercatabolismo e a protedlise, que ¢ mediada por citocinas, resultando em balango
nitrogenado negativo. Desnutridos apresentam altos niveis de citocinas pro-inflamatorias,
como a interleucina-6, cuja dosagem poderia ser adotada.
A avaliacio clinica multidisciplinar ¢ de extrema relevancia no acompanhamento
do hepatopata cronico. O método de Avaliacao Global Subjetiva baseado na histéria clinica e
em aspectos nutricionais, ¢ considerado efetivo e sensivel para identificar a desnutricdo em
adultos (ALVARES-DA-SILVA et al., 2005; RITTER L & GASOLA, 2006), para criangas €
adolescentes parece ser um meétodo valido para determinagdo de risco nutricional (SECKER
& JEEJEEBHOY, 2007), porém ainda sdo necessarios estudos na populagdo estudada. A
dinamometria também ¢ considerada um método simples, de baixo custo e eficiente na
detec¢do da desnutricdo em adultos. Contudo, uma anamnese clinica e/ou nutricional pode se
complementar através de relatos que se interrelacionam e da identificacdo de sintomas, ainda
que subjetivos, capazes de contribuir de forma proativa para as decisdes terapéuticas. Na
anamnese alimentar empreendida no presente estudo, surpreendentemente, os valores
percentuais da anamnese foram subestimados quando comparados com os célculos dos
registros alimentares, o que nos permite sugerir uma valorizagdo nos dados subjetivos quando
referidos espontaneamente pelos responsaveis no acompanhamento de uma crianga com
doenga cronica.
Em relacdo a avaliagdo da composicdo corporal, o DEXA ainda ndo ¢ uma realidade em
nosso meio, tanto do ponto de vista de custo quanto em relacdo a habilitagdo profissional.

As equacbes para uso da bioimpedancia para criancas e¢ adolescentes higidos ainda sdo
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controversas quanto a sua precisdo, eficacia e efetividade, o que, de certa forma, poderia
servir de base para a avaliacdo dos cirroticos.

A associacdo de parametros antropométricos, laboratoriais, clinicos e dietéticos e
técnicas de mensuragdo da composicao corporal devem ser avaliadas em conjunto e
interpretadas individualmente. Também deve ser considerados o tipo de doenca hepatica e
suas repercussdes metabolicas e nutricionais para compor um diagnostico nutricional

adequado ao planejamento e monitorizagao da terapia nutricional.

7.2 GRELINEMIA NOS CIRROTICOS

A grelina ¢ responsavel pela liberagdo de GHRH que, por sua vez, libera o GH. O GH ¢
um hormonio multifuncional secretado pelas células somatotroficas da hipofise anterior e atua
na regulacdo do crescimento celular e corporal, no metabolismo dos macronutrientes, no
balang¢o hidroeletrolitico e na estimulagdo da fun¢do imune (ARGETSINGER & CARTER-
SU, 1996; HEWSON & DICKSON, 2000). A produgao e a liberacdo do GH sdo controladas
particularmente por dois neuropeptidios hipotalamicos, o hormoénio liberador de GH e a
somatostatina, que atua como inibidor de GH, o que demonstra sua extraordinaria importancia
para criangas e adolescentes. As criangas com cirrose tém sintese reduzida de produtos
derivados do figado como o IGF-1, medeia as agdes anabolicas do GH levando a uma
resisténcia a esse hormoénio com impacto negativo no crescimento, na fase final da doenga
hepatica (BUCUVALAS et al., 1997; PHAVICHITR et al., 2008).

Criangas e adolescentes cirrdticos sdao especialmente vulneraveis ao risco de
desenvolver anorexia e, posteriormente, déficit ponderal e perda muscular. A grelina ¢ um
hormonio com efeitos orexigenos na modulacdo da ingestdo e do comportamento alimentar,
razdo pela qual suas agdes bioldgicas podem estar relacionadas com desnutricdo nos

cirroticos.
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O presente estudo ¢ inédito em quantificar mais de uma isoforma da grelina (total,
acilada, desacilada) e o primeiro realizado com criangas e adolescentes cirréticos, pois novas
evidéncias apontam que cada isoforma da grelina pode fazer parte de um sistema de multiplos
elementos integrados ao eixo cérebro-intestino modulando o apetite, a digestdo, a motilidade
intestinal, a adiposidade e o metabolismo energético (CHEN et al., 2009a). At¢ o momento,
os estudos realizados com cirrdticos adultos encontraram niveis normais, aumentados ou
diminuidos, dependendo da isoforma da grelina avaliada. A dosagem separada de grelina
acilada e desacilada poderia resolver as discrepancias encontradas (CHEN et al., 2009a), pois
ambas possuem agoes diferentes e antagdnicas. Tais diferengas entre as dosagens podem ser
de fundamental importancia para embasar estudos envolvendo o possivel uso de analogos da

grelina no tratamento da anorexia-caquexia.

- Que acoes bioldgicas a grelina poder exercer na desnutri¢cio nos cirroticos?

Considerando que a grelina pode apresentar efeitos fisioldgicos ainda nio totalmente

explicados elaborou-se o quadro abaixo sumarizando dados de publicagdes na literatura

(quadro 7).
Efeitos fisiologicos Acilada Desacilada
Endécrino
GH 1 !
ACTH, cortisol, prolactina (fraco) 1 ?
Insulina (secrec¢ao) 1] secrecdo l
Insulina (acao) 1 periférica ? periférica
| hepatica | hepatica
Metabolismo
Apetite e peso corporal (adiposidade) 1 !
Glicose 1 producao | producao
| sensibilidade ? sensibilidade
Lipidio (adipécito e figado) 1 ?
Agua l ?
Gastrointestinal
Secrecao acida 1 ?
Motilidade 1 !
Turnover gastrico e motilidade intestinal i ?

(1) Estimula; ( | ) Inibe; (?) ndo determinado
Quadro 7 - Efeitos fisiologicos da grelina
Fonte: Soares & Moreira, 2008; Chen et al., 2009b; Kojima & Kangawa, 2010
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Os resultados desse estudo demonstraram que os niveis plasmaticos de grelina acilada
sdo significativamente menores em criancas € adolescentes com cirrose quando comparados
aos de controles saudaveis. Em contraste, a grelina desacilada foi significativamente mais
elevada, sugerindo um menor efeito orexigeno ¢ um maior efeito anorexigeno, que pode
identificar uma diminui¢do da ingestdo alimentar e a desnutrigdo, achado comum na doenca
hepatica avangada. A acilagdo através da GOAT confere a grelina acilada seu principal efeito
fisiologico (orexigeno), bem documentado na ativagdo de neuronios hipotalamicos que
expressam NPY e AgRP, enquanto que a grelina desacilada pode ter um efeito antagdnico
(anorexigeno), conforme descrito em alguns experimentos com animais (CHEN et al., 2009a).
Achados semelhantes foram descritos em adultos com cirrose (TAKAHASHI et al., 2006a).

No presente estudo, os niveis de grelina foram associados com a gravidade da cirrose
independentemente da etiologia. A grelina acilada associou-se com a gravidade da cirrose na
classificagdo de Child-Pugh, sugerindo que ela pode desempenhar um menor efeito
fisioldgico no apetite em cirréticos com doenga mais grave. Além disso, os niveis baixos de
grelina podem também estar relacionados aos seus efeitos hepatoprotetor e antifibrinogénico,
descritos recentemente em experimentos in vitro, que parecem atenuar o dano hepatocelular e
influenciar na progressdo da fibrogénese em ratos e na fibrose hepdtica em humanos
(MORENO et. al, 2010). Ao contrario, a grelina total e a desacilada mostraram-se
significavamente aumentadas nos cirroticos com ascite, ¢ a desacilada, nos cirroticos com
escore de gravidade PELD/MELD >15, sugerindo um maior efeito anorexigeno nos cirrdticos
com maior gravidade, podendo-se inferir também que este critério considera a desnutricdo na
sua equacdo. Em estudos realizados com adultos cirréticos, a grelina total mostrou-se elevada
na cirrose classe Child C, associada com hemorragia gastrointestinal, ascite e encefalopatia
hepatica (TACKE et al., 2003). Nesta pesquisa, a grelina exibiu uma correlagdo inversa com a

idade, e ndo foi associada com o sexo e com a etiologia da cirrose. Também nao foi
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encontrada correlagdo entre parametros antropométricos € os niveis de grelina, como descrito
em adultos (TAKAHASHI et al., 2006), possivelmente pelas caracteristicas relacionadas a
causa da cirrose ¢ a idade em que os pacientes sdo acometidos pela cirrose, pois a grelina
parece ter papel a curto prazo na ingestao alimentar e somente a longo prazo na adiposidade
(DE VRIESE et al., 2010). Portanto, os achados encontrados neste estudo parecem reforcar
que, paralelamente ao avango da doencga hepatica, pode ocorrer um desequilibrio nos niveis da
grelina com conseqiiente alteragdo no apetite. Evidenciando a importancia da intervengao
terapéutica nutricional precoce para atenuar os efeitos do risco nutricional e/ou desnutri¢ao.

A tabela 9 apresenta os resultados de alguns dos trabalhos que avaliaram grelina em
jejum nos hepatopatas cronicos. Trés deles avaliaram a grelina total em cirréticos e controles
saudaveis e encontraram valores normais, sendo um em jejum (MARCHESINI et al., 2004) e
os outros dois foram avaliados niveis pos-prandiais (KALAITZAKIS et al., 2007,
KALAITZAKIS et al., 2009). Dois estudos observaram concentragdes elevadas (TACKE et
al., 2003; DIZ-LOIS et al., 2009), e outros dois, niveis diminuidos de grelina total
(BREIDERT et al., 2004) e desacilada (TAKAHASHI et al., 2006) em pacientes com cirrose
quando comparados aos controles.

Devido a heterogeneidade das amostras, as diferentes isoformas de grelina avaliada, as
causas da cirrose e ao ciclo da vida em que foram avaliados os valores de grelina apresentam
uma ampla variacdo no que se refere a unidade das medidas.

Quanto ao método de detecgdo, apenas o trabalho de Takahashi et al. (2006) utilizou o
mesmo aqui adotado. Contudo, os valores encontrados apresentam concordancia no que se
refere ao aumento da grelina acilada e a reducao da grelina total e desacilada, tanto em adultos

como em criangas ¢ adolescentes com cirrose, independentemente do método adotado.
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Tabela 9 - Estudos com grelina plasmatica em jejum nos hepatopatas cronicos

AUTORES, ANO E AMOSTRA CIRROTICOS CONTROLES P
LOCAL
Adultos Grelina Grelina
Tacke et al., 2003 n=105 TOTAL: 230 pmol/l (94-719) TOTAL P<0,05*
Hanover, Alemanha n=35/12 Child A 226 pmol/l (94-719)* 211 pmol/1 (130-310)*
n=44/12 Child B 217 pmol/l (125-719)*
n=14/12 Child C 306 pmol/l (168-716)
Breidert et al., 2004 n=22 TOTAL: 208 pmol/l TOTAL: 402 pmol/l P<0,01
Hanoéver, Alemanha Child A
36 9
Marchesini et al., 2004 n=43/50 TOTAL: 414 pg/ml ( £164) TOTAL: 398 pg/ml (£142) P=0,624
Perugia, Italia n=11 Child A 352 pg/ml (x£110) P=0,344
n=13 Child B 428 pg/ml (+440)
n=19 Child C 440 pg/ml (+197)
Takahashi et al., 2006 DESACILADA DESACILADA NS
Morioka, Japao n=34/10 110 fmol/ml (63-154) 57fmol/ml (26-162)
Child A 67 fmol/ml
Chlid B 134 fmol/ml
Chlid C 109 fmol/ml
Diz-Loiz et al., 2009 n=16/10 TOTAL: 527 pg/ml TOTAL: 643 pg/ml P=0,045
La Corufia, Espanha (377-971) (523-2.163)
Criancgas e adolescentes Amostra Grelina cirréticos Grelina controles P
(ng/ml) (ng/ml)
Presente estudo
Brasil, 2010 n=39/39 TOTAL: 907 TOTAL: 1.391 P*=0,870
Child A*= 904
Child B= 913
Child C= 1.447
B+ C*= 919
ACILADA: 142 ACILADA: 275 P*=0,004
Child A*= 184
Child B= 135
Child C=120
B+ C*= 133
DESACILADA**: 815 DESACILADA: 1.001 P*=0,870

Child A*= 817
Child B= 791
Child C= 1328
B+ C*= 801
P*=0,870

** Grelina desacilda inferido a partir dos resultdos da grelina total e acilada.

NS: Néo significativo
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As perspectivas ja estdo avancando em modelos experimentais com restabelecimento da
funcdo hepatica (ICSERI et al., 2008). Moreno et al. (2010) demonstraram in vitro que a
grelina exerce efeitos hepatoprotetores e antifibrogénicos no figado e sugerem estudos futuros
para avaliar a seguranca ¢ eficacia da grelina e/ou agonistas da grelina em hepatopatas
cronicos. A intervencao terapéutica com grelina em situagdes catabdlicas pode induzir uma
combinagdo de aumento da ingestdo alimentar, do esvaziamento gastrico, do armazenamento
de nutrientes ¢ do GH, ligando o metabolismo energético com o crescimento € 0S processos
de reparagdo. Esses dados sugerem que compostos baseados na grelina podem ter utilidade
terapéutica no tratamento da anorexia-caquexia, bem como para sua agdao antagénica. Além
disso, a descoberta da enzima GOAT também abriu novas oportunidades de investigacao e
compreensdo da fisiologia da grelina. O conhecimento atual sobre a sintese, a secrecdo, o
mecanismo de agdo e as fungdes biologicas da grelina fundamentam um foco adicional no
potencial da grelina baseado em farmacoterapias (CASTANEDA et al., 2010).

Em resumo, a grelina atua como um dos principais hormonios na modulagdo da ingestao
e do comportamento alimentar; suas acdes bioldgicas parecem estar altamente relacionadas
com a desnutri¢cdo na populacdo estudada. A grelina acilada, além dos efeitos na modulacao
da ingestdo alimentar, parece ter uma atividade anti-inflamatéria (ISERI et al/, 2008),
hepatoprotetora e antifibrogénica (MORENO et al., 2010) e mostrou-se diminuida, enquanto
que a grelina desacilada estava aumentada e parecendo ter um efeito antagdnico. Além disso,
a grelina desacilada (DIXT et al., 2007; CHEN et al., 2009a) e a leptina tém efeitos
anorexigenos, pro-inflamatérios e imunomoduladores (MYERS ef al., 2008). Com base nos
achados, considera-se fundamental um seguimento deste estudo investigando os efeitos pds-
prandiais da grelina e de motilina entre outros hormdnios gastrointestinais, com vistas ao
desenvolvimento de terapias farmacoldgicas baseadas nos produtos derivados do gene da

grelina.
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7.3 LEPTINEMIA NOS CIRROTICOS

A leptina, hormoénio peptidio produzido por adipdcitos que se destaca pelo seu
desempenho no balango da homeostase energética, na reproducao e na imunomodulacao, esté
associado com a patogénese de varias doencas (STOFKOVA, 2009). Recentemente, foi
mostrado que a leptina apresenta uma atividade préfibrogénica direta no figado e sua
deficiéncia esta associada com a atenuacao da resposta hepatica aos diversos estimulos da
fibrose (WANG et al., 2009). Os autores ainda demonstraram que a leptina atua mediando a
ativacdo das células estreladas e fibrose hepatica através de efeitos indiretos nas células de
Kuppffer, e esses parcialmente mediados pelo TGF-f.

Em criangas e adolescentes, o tecido adiposo encontra-se em rapidas e constantes
mudangas relacionadas aos ajustes do crescimento e influenciadas por varios fatores, como
alimentacdo e nutrigdo (SULIGA et al., 2009). Sua funcdo lipostitica (mensurador de
depositos de gordura) pode também oscilar da mesma forma, representando as alteragdes na
composi¢ao corporal nessa populacao, em especial nos lactentes com cirrose por atresia biliar,
altamente sucetiveis as alteracdes de competéncia nutricional e imunologica.

Nossos resultados demonstraram que os niveis de leptina ndo diferiram
significativamente entre cirrdticos e controles, porém foram correlacionados com os
parametros antropométricos, com o hematdcrito, com a hemoglobina ¢ com a desnutri¢ao.
Houve também uma correlagdo positiva com o escore-z dos parametros antropométricos de
El, IMC/I, CB, DCT e DCS, sugerindo que a leptina pode desempenhar um papel fisiologico
na manutencao da composicao corporal em criancas e adolescentes cirroticos. Estes achados
sao semelhantes aos relacionados com a populagdo pediatrica, no qual associam-se a
desnutricdo (ROBERTS et al., 1998; HONSAWEK et al, 2008), mas diferentes dos

encontrados em cirrdticos adultos que apresentam supernutri¢do (tabela 10). Roberts et al.
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(1998) demonstraram uma leptina sérica baixa em 24 criancas com a doeng¢a hepatica cronica
pré-transplante, mas nao verificaram a correlacdo esperada com as medidas de massa de
gordura corporal. Honsawek et al. (2008) detectaram significativa redugdo nos niveis
circulantes de leptina em criancas com atresia biliar e, em particular, nos pacientes com
colestase, em comparag¢ao com controles sem ictericia ou saudaveis, € os niveis circulantes de
leptina foram associados com idade, IMC/I e a densidade mineral 6ssea. Em adultos, a leptina
sérica estd aumentada em pacientes com cirrose alcodlica, independentemente do IMC (Mc
CULLOUGH et al., 1998) sendo menor em pacientes com esteatose leve a moderada. Em
outro estudo, a leptina apresentou correlacdo positiva com parametros metabolicos
relacionados a atividade simpdtica através das citocinas proinflamatoérias, sugerindo fungdes

distintas (ORENGA et al., 2007).

Tabela 10 - Estudos com leptina sérica em jejum nos hepatopatas cronicos

Autores, ano e local Amostra LEPTINA LEPTINA P
Adultos n Cirréticos Controles

Testa et al., 2000 M=42/30 6,8 ng/ml + 0,8 7,2 ng/ml + 0,2 P <0,05
Génova, Itdlia F=10/15% 12,2 ng/ml £ 1,2 10,0 ngl/ml + 0,39

Breidert et al., 2004* n=22%/36 @ 1,4 nmol/l + 0,2 0,5 nmol/1+ 0,1 P <0,01
Hanodver, Alemanha

Takahashi et al., 2006 n=34 5,7 ng/ml (3,0-15,5) - -
Morioka, Japao

Criancas e adolescentes n Cirroticos Controles P
Roberts et al., 1998 n=24/10 4,06 ng/ml (3,5-5,7) 6,62 ng/ml (4,3-8,0) P=0,02
Londres, Inglaterra

Honsawek et al., 2008** n=50/15 2,7 ng/ml (£0,3) 7,1 ng/ml (£1,7) P=0,0001
Bangkok, Tailandia

Presente estudo n=39 1,6 ng/ml (1,1-3,5) 2,3 ng/ml (1,3-4,2) P=0,421

Brasil, 2010

M= masculino; F= feminino; * Child-PughPugh A; ** Atresia Biliar
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No presente estudo, os cirroticos com ascite e desnutricdo apresentaram menor
concentracdo sérica de leptina, o que pode ser atribuido as possiveis alteracdes na regulagao
do hormdnio na desnutrigdo associado ao processo inflamatério na cirrose, relacionado a
gravidade da doenga hepatica. A leptina apresentou correlagdo positiva com hematocrito e
hemoglobina nos cirréticos, possivelmente também relacionada a gravidade. A leptina nao foi
associada com idade, causa da cirrose biliar ou ndo-biliar, presenca de colestase e gravidade
da doenca hepatica. Honsawek ef al. (2008) demonstraram diminui¢ao significativa nos niveis
circulantes de leptina em criancas com atresia biliar com colestase, em comparagdo com
controles sem ictericia ou saudaveis. Em relagdo ao sexo, houve diferencas na concentragao
dos niveis de leptina, e os valores da mediana foram maiores no sexo feminino nas criangas e
adolescentes com cirrose, assim como nos achados da literatura (HERMSDORFF et al.,

2006).

7. 4 INSULINA E GLICOSE NOS CIRROTICOS

Criangas com cirrose estdo em maior risco de apresentar hipoglicemia em jejum, pois
a capacidade de armazenamento de glicogénio e gliconeogénese estdo diminuidos em
decorréncia da disfungdo e/ou perda de hepatocitos. Lactentes, devido a menor reserva
nutricional, estdo particularmente em risco.

O desenvolvimento de hiperglicemia pds-prandial e a utilizagdo de glicose reduzida
em pacientes cirroticos, apesar dos niveis elevados de insulina, podem ser postulados quando
se relacionarem com o catabolismo reduzido de insulina pelo figado ou shunting
portossistémico (NIELSEN et al., 2005; NIGHTINGALE & VICKY, 2009).

No atual estudo, a mediana da insulina e a glicemia média dos cirrdticos e controles

ndo foram significativamente diferentes, respectivamente (P= 0,90; P=0,851). Tais achados
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reforgam que a resisténcia a insulina e hiperglicemia nos pacientes com cirrose, tanto adultos
(MARRA & BERTOLANI, 2009) como pediatricos, estdo associadas a esteatose hepatica,
que estd também associada ao aumento da oxidagao lipidica sistémica. Em tecidos periféricos
(musculo), o aumento da oxidagdo de gordura pode impedir a eliminacdo total de glicose,
diminuindo a oxidac¢ao da glicose através da concorréncia de substratos (ciclo de Randle),
obtendo como resultado final a resisténcia periférica a insulina (VANI et al. 2009).
Consideramos como uma limitagao deste estudo o fato do jejum nao ter sido controlado
para avaliagdo adequada dos niveis de insulina e glicose, possibilitando que esses achados
tenham sido superestimados, quando o periodo foi inferior a oito horas sem alimentacdo Além
disso, fatores sociais podem estar envolvidos na ingestdo alimentar inadequada, ainda que

sem a nossa percepgao.

7.5 INGESTAO ALIMENTAR NOS CIRROTICOS

Criancas e adolescentes cirrdticos freqiientemente desenvolvem anorexia e,
posteriormente, apresentam reducdo do peso corporal e perda muscular. Anorexia, paladar
alterado, saciedade precoce, nduseas € vOmitos sdo sintomas comuns em criangas com cirrose
(SHEPHERD, 2004; NIGHTINGALE & VICKY, 2009) os quais somados aos mecanismos
fisiologicos alterados na hepatopatia cronica, contribuem com uma grande parcela para a
redu¢do da ingestdo alimentar e, consequentemente, para a desnutrigdo. A causa da
desnutri¢do e anorexia em criangas ¢ adolescentes com cirrose ¢ multifatorial, embora a
ingestdo alimentar insuficiente seja provavelmente uma das causas mais importante e
considerada corrigivel, exceto nas situagdes de gravidade extrema da doenca.

Este trabalho ndo encontrou nenhuma asscociac¢ao da reducao da ingestao alimentar e do

estado nutricional com os niveis de grelina avaliados, como j& descritos em adultos
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(MARCHESINI et al., 2004). Adultos cirrdticos apresentaram niveis pré-prandiais de grelina
total elevados associados com baixa ingestao caldrica, anorexia avaliada pela ingestdo e por
escalas de fome e saciedade, e IMC/I ajustado para cirroticos (MARCHESINI et al., 2004),
sugerindo que anorexia e hipergrelinemia podem indicar um mecanismo compensatorio para
tentar estimular a ingestdo de alimentos, mas que parece ser ineficaz no intervalo fisioldgico
em cirroticos. Enfatiza-se que a historia de alimentagcdo insuficiente esteve presente
subjetivamente quando questionada na entrevista em 56% e objetivamente, no registro da
ingestdo alimentar, em 78% das criangas e adolescentes com cirrose. Além disso, nossos
achados podem ter sido subestimados pela falta de um método eficaz na avaliagdo da anorexia
como, por exemplo, uma escala apropriada para criangas e adolescentes, ¢ que apesar de
considerada subjetiva ¢ de extrema relevancia em se tratando de criangas e adolescentes com
doenca hepética avancada.

A andlise dos registros realizados para o inquérito alimentar mostrou uma ingestao
alimentar adequada em proteinas e insuficiente em calorias para criangas e adolescentes com
cirrose, representada por uma mediana de 112% da RDI para idade, apesar de a recomendagao
da terapia nutricional ter sido estimada em 150%, caracterizando que o manejo nutricional
requer ainda novas estratégias de abordagem. Requerimentos nutricionais estes que nao
suprem as demandas relacionadas ao aumento da oxidagdo de gordura em criangas com
doenga hepatica em fase terminal (GREER et al., 2003), ao aumento da lip6lise, que ndo pode
ser facilmente reposta na presenca de colestase, ao balango nitrogenado negativo (PIERRO et
al., 1989) se a capacidade de sintese hepatica esta prejudicada, e ao aumento do catabolismo.
Outros estudos que avaliaram a ingestdo alimentar ad [libitum de pacientes pediatricos
hepatopatas, também observaram inadequacgao na ingestdo energético-proteica na maioria dos
casos (CHIN et al, 1992; CARDOSO et al., 1997; RICHARDSON et al, 1999;

SCHNEIDER et al., 2007). Gazal (1995) constatou que 77% dos pacientes avaliados ingeriam
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dietas com valor caldrico abaixo do recomendado para criancas normais e 61,5 %
apresentaram baixa ingestdo proteica. Cardoso et al. (1997) relataram que 63% de seus
pacientes tiveram uma ingestao energética inadequada. Schneider et al. (2007) mostraram que
a ingestdo de calorias foi insuficiente em 45,6 % dos pacientes. A adequacdo da ingestdo
proteica também foi observada nos dois estudos citados, em que apenas uma crianga ingeriu
abaixo da recomendagao (CARDOSO et al., 1997, SCHNEIDER et al., 2007). Todos esses
dados alertam para a necessidade de otimizagdo de uma terapia nutricional especifica, ousada
e inovadora para criangas e adolescentes com cirrose, em especial aos candidatos a transplante
hepatico.

A saciedade precoce foi inicialmente atribuida ao efeito mecanico da distensao
abdominal, da organomegalia ou da ascite. Considera-se que ¢ um sintoma dificil de ser
avaliado, mas certamente acompanha a fisiopatologia da cirrose na crianga e no adolescente.
Atualmente os estudos destinam-se a um enfoque mais detalhado e especifico da grelina, da
motilina, do GLP-1 e da insulina pos-prandial, devido a suas contribui¢cdes a ingestdo
alimentar e ao peso corporal. Agentes farmacoldgicos agonistas e antagonistas dos receptores
da grelina e da motilina em breve podem fazer parte do arsenal terapéutico para melhorar a
dismotilidade, agregando uma nova classe de pro-cinéticos (POITRAS & PETERS, 2008; DE
SMET et al., 2009).

A etiologia da desnutricdo em criangas e adolescentes com cirrose ¢ complexa e envolve
multiplos mecanismos e alteragdes metabolicas, incluindo a diminuicao da ingestdo alimentar,
a ma absor¢do e o aumento dos requerimentos nutricionais (NIGHTINGALE & VICKY,
2009). A alimentagdo e a nutricdo das criangas e adolescentes com doenga hepatica cronica,
em especial os cirrdticos, sdo um desafio e fazem parte de um complexo de mecanismos que
interferem nas nossas abordagens nutricionais. Entdo, novos questionamentos, duvidas e

possibilidades surgem...
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- E possivel corrigir os efeitos da doenca hepdtica na desnutri¢do através da terapia
nutricional?

- E como resgatar a fome e o apetite na crian¢a com hepatopatia cronica? E até quando a
via oral supre essas necessidades?

- O tipo de dieta e seus nutrientes necessitam ser modificados e em que estdgios especificos
da doenga hepatica?

- A terapia de nutri¢dao enteral é o melhor recurso? Ou é apenas um método paliativo para
tentar garantir uma ingestdo alimentar adequada, amenizando esses efeitos, sem levar em
considera¢do a qualidade de vida das criancas e adolescentes cirroticos?

- Em adultos, a grelina tem se mostrado importante na modula¢do da homeostase energética.
E no grupo pediatrico, teriam esses hormonios o mesmo efeito em criangas, visto que elas

sofrem forte influéncia do horménio de crescimento?

Este trabalho ¢ apenas o inicio de alguns resultados e discussdes na busca das respostas
a todos essses questionamentos, mas certamente sua contribuicao servird como base dentro de
uma perspectiva evolutiva na busca incessante de uma terapia adequada para o tratamento da

anorexia-caquexia em criangas e adolescentes com cirrose.

Sugerimos a realizagdo de estudos longitudinais para otimizar respostas a questdes
inconclusivas e contribuir para o estabelecimento de alvos terapéuticos na anorexia-caquexia

da cirrose.
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Niveis diminuidos de grelina acilada e niveis aumentados de grelina total e desacilada

relacionam-se com gravidade da doenca hepatica.

A leptina diminuida tém relagdo com desnutricdo em criangas e adolescentes
cirréticos.

Insulinemia e glicemia ndo apresentaram relacdo com as variaveis estudadas.
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Abstract

Background/aim: Undernutrition state and anorexia are important problems in children and
adolescents with cirrhosis. Ghrelin and leptin are hormones involved in the control of food
intake and they seem to be associated with anorexia in chronic diseases. This study aimed to
investigate the relationship between fasting ghrelin and leptin concentrations; and the
nutritional status in pediatric cirrhotic patients, comparing with sex- and age-matched healthy
controls.

Methods: Blood samples were collected for total ghrelin, acyl ghrelin, and leptin assays by
using a commercial ELISA kit. Severity of liver disease was assessed by Child-Pugh
classification, and Pediatric for End Stage Liver Disease (PELD) or Model for End-stage
Liver Disease (MELD) scores. Anthropometry parameters used were mid upper arm
circumference-for-age ratio, triceps skinfold thickness-for-age ratio (WHO standards).
Results: Thirty-nine patients with cirrhosis and 39 healthy controls matched by sex and age
were enrolled. Median (25-75centile) ages of patients and controls were 2.5 (0.7-9.6) and 2.6
(1.3-9.5) years. Plasma ghrelin levels showed an inverse correlation with age. Acyl ghrelin
was significantly lower in cirrhotic patients than controls (p<0.001). Ghrelin levels were
associated with the severity of Child-Pugh classification and PELD or MELD scores >15.
Ghrelin levels did not associate with gender and causes of cirrhosis. Leptin levels were
correlated positively with anthropometric parameters, hematocrit and hemoglobin.
Undernourished cirrhotic patients had lower leptin levels than well-nourished.

Conclusion: This study showed that cirrhosis severity was associated with low ghrelin
levels, whereas leptin was associated with undernourishment in children and adolescents with
cirrhosis.

Keywords: Cirrhosis, anorexia, undernourishment, ghrelin, leptin, children, adolescents
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Introduction

Undernutrition state is common in children and adolescents with cirrhosis (1). High
energy and growth requirements make infants and children with cirrhosis vulnerable to the
debilitating effects of undernourishment (2,3). Severely malnourished infants with end-stage
liver disease are at increased risk for pre- and post-liver transplantation morbidity and
mortality (4,5). Anorexia is a great problem in children and adolescents with cirrhosis, and
may be an important contributing factor to undernourishment (6,7). Reduced food intake may
follow the early satiety associated with the presence of large-volume ascites or
hepatosplenomegaly, leading to a clinical picture of functional gastric outlet obstruction. Poor
palatability of a restricted diet may also cause anorexia (8). The mechanisms of
undernourishment and anorexia in cirrhosis are not completely understood. Both poor dietary
intake and increased basal energy expenditure have been reported to contribute to a
hypermetabolic state in patients with cirrhosis (1,2).

Ghrelin and leptin are the main hormones involved in the control of food intake and
body weigth, having antagonic effects and being associated with anorexia in patients with
chronic diseases (9). Circulating ghrelin levels rise shortly before expected food intake and
fall shortly after every meal (10,11). The orexigenic properties of acyl ghrelin in order to
compensate anorexia-caquexia have been studied, regarding its potential clinical use to
stimulate apettite (12). Total fasting ghrelin and acyl ghrelin levels have been found normal or
decreased and des-acyl ghrelin increased in adults with cirrhosis (13-16).

Leptin is a hormone produced from fat stores and plays an important role in appetite
control, fat metabolism, energy expenditure and body weight regulation (17). Serum leptin
levels in biliary atresia (19) and pediatric end-stage liver disease (18) were found lower than

in healthy controls (18,19).
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Only few studies have assessed the leptin levels in pediatric patients with chronic liver
disease and none has evaluated the ghrelin levels. This study aimed to investigate the
relationship between fasting ghrelin and leptin concentrations; and also the nutritional status

in cirrhotic pediatric patients, comparing with sex- and age-matched healthy controls.

Patients and Methods

This study was approved by the Ethics and Research Committee of Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. Informed and written consent was taken from all participants and
caretakers.

Thirty-nine children and adolescents with cirrhosis aged 0-15 years and 39 healthy
controls matched by sex and age were enrolled in this study from December/2006 to
December/2009. Patients were followed up at the Pediatric Gastroenterology and Hepatology
Unit, Hospital de Clinicas de Porto Alegre, a tertiary reference center for pediatric liver
diseases and liver transplantation in Southern Brazil.

The diagnosis of cirrhosis was either established histologically or based on the
patient’s clinical, laboratory, endoscopic, or imaging features. The severity of liver disease
was assessed according to Child-Pugh classification (20), and Pediatric for End Stage Liver
Disease (PELD) score (21) for patients under 12 years or Model for End-stage Liver Disease
(MELD) score (22) for those aged older than 12 years. Higher values indicate more severe
disease, and the score 15 was the cut off used for these criteria.

Exclusion criteria were: patients with other chronic diseases (endocrine, renal,
respiratory, cardiac or neurologic), any current acute infection, or hepatic encephalopathy at
the time of enrollment for the study. All patients underwent laboratory investigation,
ultrasound liver scan or gastrointestinal endoscopy as required by the routine clinical

management. Most cirrhotic patients were on a regular treatment based on individual clinical
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requirement, such as: vitamin A, D, E, K, ursodesoxicolic acid, antacids or proton pump
inhibitors, diuretics, and none were on steroid treatment. Overall, patients had marked
suppressed appetite as evaluated by the current daily amount of food ingestion, taken as
reference the Dietary Reference Intakes (DRI) (23) and Recommended Dietary Allowances
(RDA) (24). Three patients were on enteral nutrition with extensively hydrolised protein, and
none was on amino acid supplementation. Five patients had mild ascites detectable by
ultrasonography, treated with Spironolactone.

Thirty nine healthy children, scheduled for blood sampling as a part of routine medical
check up or as a standard assessment prior to eligible minimal surgeries such as inguinal
hernia and hypospadia, were enrolled as controls. Exclusion criteria were: prematurity,
chronic or acute disease, current use of any restricted diet, or any medication except for iron

and oral vitamins, as well as an impossibility to anthropometry assessment.

All participants were asked to answer a questionnaire in order to identify demographic
data and nutritional status. All had 2 mL of blood collected for ghrelin and leptin assessment.
Cirrhotic patients had blood sampling for biochemical assessment as done as part of a routine

clinical follow-up, according to local specific protocols.

e Antropometry assessment

Anthropometry was measured by using the WHO training course on child growth
assessment (25) by the same researcher. The variables used were: z-scores for the length, or
heigth for age ratio (H/A), mid upper arm circumference-for-age ratio (MUAC), triceps
skinfold thickness-for-age ratio (TSF), subscapular skinfold thickness-for-age ratio (SSF),
according to WHO standards (26,27). WHO Antho software version 3.0 (27) was used for

children under 5 years of age (28,29). WHO AnthoPlus software (27) was used for 5-19 years
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growth reference data 2007 (30). In cirrhotic patients with ascites we did not consider weigth
for age (W/A) and body index mass (BMI) since they might underestimate the diagnosis of

undernourishment.

Nutritional status of cirrhotic patients, including body fat mass and H/A, were
determined and classified according to WHO and Frisancho standard reference (25,31).
Undernourishment was defined based on the z-score for H/A and MUAC or TSF below z-
score -2.00 or both, according to standard Frisancho 2008 (31), based on age and sex. All
controls were healthy and well-nourished children according to the WHO standard reference,
determined and classified by BMI-for-age values within —2.00 and +2.00 SD for children

under 5 years and within -2.00 and +1.00 SD for children over 5 years (29).

e Ghrelin and leptin assessment

Blood samples for ghrelin and leptin concentrations were collected between 08:00 and
12:00 hours in the morning, following a period of at least 3-hour fasting. Plasma and serum
were immediately separated by centrifugation for 10 minutes at 3000rpm (4°C) and then
stored at —80°C until subsequent analysis. For the ghrelin determinations the blood was taken
into tubes containing EDTA-2Na (1,25mg/mL) and aprotinin (500U/mL). The tubes were
centrifuged immediately, acified and stored. For the leptin determinations the blood was taken
into serum tubes, centrifuged and stored. Plasma total ghrelin and acyl ghrelin, as well as
serum leptin concentrations, were measured in duplicate using a commercial ELISA kit
(Linco Research, St Charles-MI, USA). Des-acyl grelin concentration was calculated

subtracting acyl ghrelin from total ghrelin.
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Statistical analysis

Data were processed and analyzed using SPSS 17.0 version. Patients were grouped
according to categorical variables. Comparisons between groups were tested using
nonparametric analysis (Mann-Whitney U test). Chi-square test was used, whenever
appropriate, to compare prevalence. Spearman’s rank correlation was calculated to quantify
the degree of association between two variables. Linear regression analysis was used to
associate ghrelin levels with nutritional status, cholestasis, ascites, severity of cirrhosis,
creatinin and hematocrit; and leptin levels with anthopometric data (WA, MUAC, TSF, and

SSF), nutritional status, ascites, albumin, INR, hemoglobin, hematocrit and gender.

Results

The clinical and demographic findings of the patients and controls are shown in table
1. The majority of patients were under 2 years old (51.3%) and the main cause of cirrhosis in
all patients was biliary atresia (66.7%). Twenty-seven (81%) had PELD score below the
cutoff point 15. Six patients were assessed by the MELD score, and all were below the cutoff
point 15.

Ghrelin, acyl ghrelin and leptin concentration values are shown in table 1. The
concentration of acyl ghrelin was significantly lower in cirrhotic patients than controls
(P=0.001) (figure 1). There was a trend for the total ghrelin to be lower in cirrhotic patients
compared with controls (P= 0.060). Leptin levels were not significantly different between

cirrhotic patients and controls.

The correlation among total ghrelin, acyl and des-acyl grelin, and leptin was not
significant in both citrrhotic patients and controls. The median period of fasting for the
assessment of laboratory tests was not different between cirrhotic patients [4.0 (3 to 8.3)

hours] and controls [4.5 (3 to 12.4) hours] (P=0.103); and was not correlated with any of the
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variables studied. Hematocrit values from cirrhotic patiens were significantly lower than
controls [34.1 £ 5.2 % vs 36.8 £2,75 %, P=0.008]. Hemoglobin values from cirrhotic patiens
were significantly lower than controls [11.3 +£1.87 g/dL vs 12.1 +£0.87 g/dL, P= 0.005]. In
cirrhotic patients, the mean or median values of other laboratory tests were as follows:
albumin 3.8 g/dL + 0.55, total bilirubin 1.4 mg/dL (0.6-4.8), creatinine 0.36 mg/dL + 0.10
and INR 1.14 £ 0.17; and direct bilirubin measured in 35 patientes was 1.0 mg/dL (0.2-5.9).
There was no association between these variables and the outcomes studied. Among the

cirrhotic patients, in whom direct bilirubin was measured, 34.3% had values > 2mg/dL.

e Fasting plasma ghrelin in children and adolescents with cirrhosis

Total ghrelin (rs= -0.450, P= 0.004), acyl ghrelin (rs=-0.367, P= 0.022) and des-acyl
ghrelin (rs= -0.417, P= 0.008) showed an inverse correlation with age in the bivariate

analysis. Total ghrelin and acyl ghrelin were not correlated with anthropometric parameters
(figure 2).

There was a trend for total ghrelin [984 (858-1506) pg/mL vs 879 (715-1235) pg/mL,
P=0.055], and des-acyl ghrelin [867 (728-1395) pg/mL vs 749 (548-981) pg/mL, P= 0.052]
to be higher in undernourished patients compared to well-nourished cirrhotic patients; and for
cirrhotic patients with cholestasis [1323 (793-2113) pg/mL vs 896 (725-1304) pg /mL, P=
0.099] compared with other cirrhotic patients [992 (672-1912) pg/mL vs 775 (725-1024)
pg/mL, P= 0.099]. Total ghrelin [1530 (1055-3680) pg/mL vs 904 (748-1239) pg/mL;
P=0.049] and des-acyl ghrelin [1461 (943-3253) pg/mL vs 791 (622-1019) pg/mL; P=0.031]

values were significatly higher in cirrhotic patients with ascites. Ghrelin concentrations were

neither associated with sex, nor the biliary or non-biliary cause of cirrhosis.

Total ghrelin, acyl ghrelin and des-acyl ghrelin levels were associated with the

severity of liver disease in cirrhotic patients. Acyl ghrelin concentrations were significantly
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lower in patients with more severe disease, classified as Child-Pugh B+C compared with
Child A [133 (69-177) ng/mL vs 184 (113-400) pg/mL, P= 0.043] on bivariate analysis
(figure 1). Total ghrelin [1489 (1263-3294) pg/mL vs 901 (722-1215) pg/mL, P= 0.016] and
des-acyl ghrelin [1395 (917-2793) pg/mL vs 782 (599-994) pg/mL, P= 0.008] values were
higher in cirrhotic patients with more severe disease (severity score PELD/MELD >15) when
compared with other cirrhotic patients on bivariate analysis. After multivariate analysis, total
ghrelin and acyl ghrelin concentrations remained associated with age. Acyl ghrelin levels

remained associated with Child-Pugh; and des-acyl ghrelin was associated with the severity

of cirrhosis (PELD/MELD score >15) (table 2).

o Fasting serum leptin in children and adolescents with cirrhosis

Leptin levels were positively correlated with z-score of H/A (rs= 0.440, P=0.005), BMI
(rs=0.398, P=0.020), MUAC (r;= 0.497, P=0.002), TSF (r;= 0.592, P<0.001), SSF
(rs=0.595, P<0.001) (figure 3), hematocrit (r;=0.384, P=0.016) and hemoglobin
(rs=0.325, P=0.043) on bivariate analysis. There was significant difference in leptin
levels between genders; female [2.40 (1.54-4.21) ng/mL] had higher leptin than male
[1.31 (0.78-2.30) pg/mL] patients, (P= 0.038). Cirrhotic patients with ascites presented
significantly lower leptin levels than cirrhotic patients with no ascites [1.04 (0.32-1.36)
ng/mL vs 2.03 (1.28-3.80) ng/mL, P=0.012]. Undernourished cirrhotic patients had lower
serum concentrations of leptin than well-nourished cirrhotic patients [1.45 (0.57-2.03)
ng/mL vs 3.08 (1.35-4.42) ng/mL, P=0.005 ] patients. Leptin levels were not associated
with age, biliary vs non-biliary cause of cirrhosis, presence of cholestasis and severity of
liver disease. In a multivariate analysis after adjustment levels of leptin remained

associated with height for age and female gender (table 3).
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Discussion

In the present study, we evaluated the levels of ghrelin and leptin in children and
adolescents with cirrhosis in comparison with healthy controls. This is the first study to
assess plasma ghrelin levels in children and adolescents with cirrhosis comparing with
controls. Moreover, we also evaluated more than one ghrelin isoform - total ghrelin and acyl
ghrelin. We found that fasting acyl ghrelin and leptin concentrations were lower in cirrhotic
children than in healthy controls.

We found that acyl ghrelin levels were associated with cirrhosis severity but did not
correlate with anthropometric parameters. It is known that circulating ghrelin has two main
1soforms: acylated and unacylated (des-acyl) (9). The acylated form is thought to be essential
for biological orexigenic activity, whereas des-acyl ghrelin has recently been shown to
influence anorexigenic effect in animals (32). Our results showed that fasting plasma acyl
ghrelin levels in children and adolescents with cirrhosis were approximately 16% of total
ghrelin, and controls 20%. In adults, fasting plasma ghrelin levels have been described in
cirrhotic patients either unchanged (14), elevated (13,33), or decreased (16,35) in patients
with cirrhosis compared with control subjects. It has been shown that ghrelin may have a
short-term role on regulation of food intake and long-term role on regulation of body weight
(36).

In our study, total ghrelin may be a reflection of increased des-acyl ghrelin and this
might be one of the multifactorial causes of poor appetite, low food intake and
undernourishment in children with cirrhosis. Acyl ghrelin levels were associated with the
severity of cirrhosis and were significantly lower in patients classified as Child-Pugh B+C
when compared with Child-Pugh A and controls. This finding might suggest an impaired

appetite in patients with a more severe disease. Child-Pugh B and C patients were put together
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as there was a few number of Child-Pugh C patients. This latter might be a limitation of the
study; nevertheless it might show that the group of patients of this study was highly selected,
particularly Child-Pugh C patients since they are likely to have a more compensated cirrhosis,
without hepatic encephalopathy or current infection. In adult cirrhotic patients, it has been
shown that total fasting plasma ghrelin level may be increased in Child-Pugh C patients with
ascites, hepatic encephalopathy, and previous gastrointestinal bleeding (13). In our study, total
ghrelin showed an inverse correlation with age, and was not associated with gender and
cirrhosis etiology. We did not find any correlation between anthropometric parameters and
ghrelin levels probably due to the small number of Child-Pugh C patients.

In regard of leptin levels, they were correlated with anthropometric parameters and
undernourishement in cirrhotic patients although they were not significantly different when
compared with controls. Nevertheless, leptin levels in cirrhotic patients had a positive
correlation with z-score anthropometric parameters (H/A, BMI, MUAC, TSF, SSF)
suggesting that leptin may play a physiological role on body composition maintenance in
cirrhotic children and adolescents. Roberts et al. (18) showed low serum leptin levels in
children with end-stage liver disease without correlation with measurements of body fat
mass. In addition, Honsawek et al. (19) showed that patients with biliary atresia also had
lower leptin than healthy controls, but it was associated with age, BMI and bone mineral
density. Low levels of leptin might be due to alterations in the hormone regulation on
undernourished state associated with inflammatory process in cirrhosis (37), particularly in
end-stage liver disease. In our study, leptin was not associated with age, cause of cirrhosis,
presence of cholestasis, or severity of liver disease. Leptin was correlated positively with
hematocrit and hemoglobin probably as a reflection of disease severity (13). We found higher
leptin concentration in female than male patients and this was in accordance with other

studies in cirrhotic adults and children (38).
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In summary, the cause of undernourishment and anorexia in children and adolescents
with cirrhosis is multifactorial, although insufficient dietary intake is probably the most
important cause. Cirrhotic children and adolescents often develop anorexia and subsequently
exhibit body weight and muscle loss. Because ghrelin is one of the key hormones modulating
feeding behavior and calorie status, biological actions of ghrelin may be highly linked with
undernourishment in patients with cirrhosis. Cohort studies assessing cirrhotic patients before
and after liver transplantation might be helpful to evaluate the real role of ghelin on
undernourishement in cirrhotic patients. Ghrelin seems to have an anti-inflamatory activity
(33), whilst leptin seems to have pro-inflamatory effects (37,38). Possible abnormalities in
ghrelin regulation may be associated with the development of undernourishment during the
inflammatory process in cirrhosis. Ghrelin also seems to have antifibrotic effect on the liver
and may represent a novel antifibrotic therapy (33). Furthermore, clinical trials using ghrelin
for its orexigenic, anabolic, and anti-inflammatory properties in order to ameliorate anorexia-
caquexia syndrome in patients with liver cirrhosis would be helpful (36).

In conclusion, this study showed that cirrhosis severity was associated with low
ghrelin levels whereas leptin was associated with undernourishment in children and
adolescents with cirrhosis. Further studies are needed to better clarify the pathophysiological
and therapeutic roles of ghrelin and leptin in children and adolescents with cirrhosis and

undernutrition state.
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Table 1 - Clinical and demographic characteristics of patients with cirrhosis and controls

Variables Cirrhotics Controls P
(n=139) (n=39)
Age (years) 2.5(0.7-9.6) 2.6 (1.3-9.5) 0.667F
0-2 20 (51.3) 20 (51.3)
2-5 5(12.8) 5(12.8)
5-10 5(12.8) 6 (15.4)
10-15 9(23.1) 8 (20.5)
Gender — female 20 (51.3) 20 (51.3) 1.000F
Nutritional status* <0.001
Well-nourished 22 (56) 39 (100)**
Undernourished 17 (44)** 0(0.0)
Causes of cirrhosis
Biliary atresia 26 66.7)
Choledocal cyst 01 (2.6)
Autoimmune hepatitis 03 (7.7)
Alpha-1 antitrypsin deficiency 02 (5.1)
Cryptogenic 07 (17.9)
Ascites 05 (12.8)
Cholestasis (BD>2 mg%) (n=35) 12 (34.3)
Child-Pugh classification
A 20 (51.3)
B 16 (41.0)
C 03 7.7)
B+C 19 (49.0)
PELD score 33 (85.0)
MELD score 06 (15.0)
Ghrelin (pg/mL)
Total 907 (755-1.432)  1.391 (814-1.995)  0.0607F
Acyl 142 (93-278) 275 (208-481) 0.001+7
Des-acyl 815 (625-1.045) 1001 (688-1.624)  0.163F7
Leptin (ng/mL) 1.6 (1.1-3.5) 2.3(1.3-4.2) 0.42177

Data are expressed as median (25"-75" percentile) or absolute number (%)
* based on height/age and triceps skinfold z-score <2.00
** Statistically significant association by adjusted residual test (P <0.05)

1 Chi-square test
11 Mann-Whitney U-test
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Table 2 - Linear regression for ghrelin stepwise variables

Variables Linear Regression Model
B P
Total ghrelin*
Age (years) -0.438 0.009
Acyl ghrelin **
Age (years) -0.461 0.002
Child B/C class -0.576 <0.001

Des-acyl ghrelin ***
PELD/MELD score>15 0.445 0.007

*F (1,33) = 7.83, P = 0.009, R, = 19.2% and adjusted for nutritional status, creatinin, cholestasis, severity of cirrhosis
PELD/MELD and ascites.

**F (2,33)=11.3, P <0.001, R, = 40.6% and adjusted to creatinine and hematocrit

***F (1,33)=8.16, P =0.007, R, = 19.8% and adjusted for age, nutritional status, creatinin, cholestasis, and ascites.
Numbers are transformed by logarithm scales
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Table 3 - Linear regression for leptin stepwise variables

Variables Linear Regression Model

B P
Heigth for age (z-score) 0.438 0.007
Sex female 0.388 0.016

*F (4,26) = 6.99, P =0.001, R, = 44.4% and adjusted for the Z-BMI, Z-H/A, Z-MUAC, Z-TSF and Z-SSF, nutritional
status, ascites, hemoglobin, hematocrit, albumin and INR.
Numbers are transformed by logarithm scales
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Figure 1 - Plasma acyl ghrelin levels in cirrhotic patients according to Child-Pugh
classification and controls



r= -0.367
P= 0.022
1000001
—_—~ 800,00
&)
E
[T
5 600,00
£
3
1
: 40000
Qo
20001
00
GTD SA‘G Wllﬂ 15‘0.0 Zﬂ‘ﬂ.ﬂ
Age (months)
r~= 0.158
P= 0.344
1000007
—_ #0000
3
E
on
\E’ 600,00
£
=
D
i
= qo0or]
Q
20000
0001
4‘00 ~Z‘ﬂﬂ ﬂ,‘ﬂﬂ Z,‘ﬂﬂ 4‘“0
MUAC (cm)

Ghrelin (ng/mL)

Ghrelin (ng/mL)

r= 0.121
P=0.463
2000
2000
0 W W ) i
H/A (cm)
r~ 0.157
P= 0.346
800,00
60000
40000
E‘Oﬂ 4‘00 Z‘Oﬂ Ub l‘ﬂﬂ
TSF (mm)

Ghrelin (ng/mL)

Ghrelin (ng/mL)

134

re= 0.192
P=0.276
BMI (Kg/m?)
r= 0.064
P=0.704
SSF (mm)

H/A:height/age; BMI: body index mass; MUAC: mid upper arm circumference-for-age
TSF triceps skinfold thickness-for-age; SSF: subscapular skinfold thickness-for-age

Figure 2 — Relationship between acyl ghrelin levels and antropometric parameters: age, H/A,

BMI, MUAC, TSF, SSF
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ANEXO 1 - Termo de consentimento livre e esclarescido (casos)

Nome do estudo : Avaliagdo dos niveis plasmaticos de grelina e leptina em criangas com cirrose.
Instituiciio: Hospital de Clinicas de Porto Alegre/RS

Pesquisadores responsaveis: Dra. Themis Reverbel da Silveira (51-2101 8350) e Nutricionista
Cristina Toscani Leal Dornelles (51-84213130)

1. Justificativa e objetivo deste estudo:

A GRELINA ¢ um hormdnio que aumenta o apetite e a LEPTINA diminui o apetite.

As criangas com cirrose apresentam pouco apetite, com ganho de peso e crescimento
insuficientes. Pelo exame de sangue podemos saber se esses hormonios estdo diminuidos ou
nao no organismo.

A proposta deste estudo ¢ medir no sangue a quantidade dos hormoénios envolvidos na
fome, classificar o estado nutricional e a quantidade de alimentos que a crianca estd comendo.

2. Procedimento:

Serdo coletados 2 ml de sangue para dosagem dos hormdénios, das criangas com cirrose, em
acompanhamento no Servigo de Pediatria/Unidade de Gastroenterologia, que necessitardo fazer coleta
de sangue para o seu devido tratamento ou revisao de satde. Nao sera realizada coleta adicional. Serdo
realizadas medidas de peso e comprimento ou estatura, circunferéncia do brago, prega cutanea triciptal
e prega subescapular. Sera solicitado também o preenchimento de um registro de tudo o que a crianga
comer ¢ beber durante 3 dias, para ser calculado.

3. Possiveis riscos e desconfortos:
Os riscos e desconfortos sdo aqueles associados a coleta de sangue de rotina: dor ou sintomas
locais de desconforto.

4. Possiveis beneficios deste estudo:

O entendimento dos hormonios que agem no controle da fome em cirréticos poderao, no
futuro, beneficiar outras criangas em situagdes semelhantes a de meu (minha) filho(a) atuando
na preveng¢ao da desnutri¢ao.

5. Direito de desisténcia:
A participag@o no estudo ¢ inteiramente voluntaria, podendo desistir de participar em qualquer
momento, sem prejuizos no atendimento médico e nutricional.

6. Confidencialidade:
As informagdes e identidade das criangas e dos pais serdo confidenciais e utilizadas apenas com
finalidade cientifica.

7. Perguntas:
Uma das pesquisadoras discutiu as informagdes e ofereceu-se para responder perguntas e/ou
davidas. No decorrer do estudo, poderei contacta-la no fone: 51-2101 7611.

8. Consentimento:
Declaro que fui informado sobre todos os procedimentos da pesquisa e autorizo o
armazenamento do sangue coletado e utilizagdo em pesquisas futuras por até 5 anos. Outras pesquisa
s serdo realizadas apos aprovagao do Comité de Etica em pesquisa.
( )sim ( )nio
Assinatura do(a) responsavel pela crianca:
Assinatura do(a) participante (acima 7 anos):
Assinatura do investigador responsavel:

Porto Alegre, /I
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ANEXO 2 — Ficha de coleta de dados dos cirroticos

1. DADOS DE IDENTIFICACAO Ficha n®:

Nome do paciente: Reg:

Nome do responsavel: Data:

Sexo:( )Masc ( )Fem Grupo racial:( ) Cauc ( ) NC Data de nascimento: / /
Nacionalidade: Naturalidade:

Endereco:

Bairro: CEP: Cidade:

Telefones para contato:

2. AVALIACAO CLINICA

2.1.Fator etiologico da cirrose

Anomalias congénitas

Doencas genéticas/ metaboélicas

() Atresia de vias biliares extra-hepatica

() Sindrome de Alagille/ Hipoplasia biliar ndo
sindrémica

() Cisto de colédoco

Hepatite

() Hepatite B
() Hepatite C
() Hepatite auto-imune

) Deficiéncia de alfa-1 antitripsina
) Fibrose cistica

) Galactosemia

) Frutosemia

) Glicogenose tipo Il e IV

) Tirosinemia

) Hemocromatose

) Doenga de Wilson

) Outras

AN AN AN AN AN AN AN S AN

2.2. Gravidade da doenca — Classificacdo de Child-Pugh

Avaliacio clinica e bioquimica Pontuacao 01 Pontuacao 02 Pontuacao 03
Encefalopatia (grau) Ausente Discreta Moderada/Grave
Ascite Ausente Discreta Moderada/Grave
Bilirrubina (mg/dl) 1-2 2-3 >3
Albumina (g/dl) >35 2,8-3,5 <2,8
Prolongamento do tempo de 1-4 4-6 >6
protrombina (segundos)

Intensidade: Child-Pugh ( ) A (leve)<6 ( ) B (moderada)7-9 ( )C (severa) >9

2.3. Uso de medicamentos? Quais? .....................

2.4.Alteracoes ao exame fisico:
) Ictericia
) Circulagdo colateral
) Baqueteamento digital

) Esplenomegalia..........cccceeevervenienvenrnnnnnns
) Hepatomegalia .........c.cecvvvevviiniieniieeien,

) Petéquias
) Equimoses

(
(
(
() ASCItE coveieiieeeecee e
(
(
(
(
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3. EXAMES LABORATORIAS:

Exame Albumina | Bilirrubina Bilirrubina Creatinina | INR TPs Grelina | Leptina
(g/d]) Total (mg/dl) | Direta (mg/dl) | (mg/dl)

Reultado

Data

4. EXAMES COMPLEMENTARES

EXAME/ DATA DESCRICAO

4.1 Ecografia

4.2 Endoscopia

4.3 Biopsia hepatica

5. AVALIACAO ANTROPOMETRICA

5.1. Dados antropométricos

IG: semanas Peso nascer: g Comprimento nascer: cm
Idade: anos meses
Peso atual: Kg Comprimento/Estatura: cm
Peso ideal/Estatura: Kg
Presenca edema/ascite ( ) sim () ndo
Percentil Escore-z

E/l

P/1

P/E

5.2 Classificacio estado nutricional:

5.3 Perimetria

Medida Percentil Adequacio (%)

CB (cm)

CMB (cm)

AMB (cm)

DCT (mm)

DCS (mm)

6. AVALIACAO DIETETICA:

Via administracdo: ( )oral ( ) enteral ( )oral+enteral ( )npt
Prescri¢io da dieta: ( ) polimérica  ( )oligomérica ( )elementar ( ) mista

Restricao dietética: () hidrica () protéica ( ) Na__ me/Kg

Dieta Kcal/dia |% RDA |PROT |HC LIP Ca Fé Zn
Kcal/Kg Prot/kg

Prescrita

Ingerida

(u 3 dias)
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ANEXO 3

REGISTRO DA INGESTAO ALIMENTAR

INSTRUCOES PARA O COMPLETO PREENCHIMENTO DO RECORDATORIO
ALIMENTAR DE 3 DIAS:

1. Anotar o que foi ingerido em 3 dias, dois dias da semana e 1 dia do final de semana.
Preferencialmente nao preencher nos feriados ou férias.

2. As informacgdes devem ser claras, constando também os métodos e ingredientes usados
para a preparagao dos alimentos, por exemplo: frito, assado ou cozido.

3. A quantidade ingerida dos alimentos deve ser registrada, por exemplo: colher de sopa,
sobremesa ou cha, xicara ou copo, se possivel medir em mililitros (ml) os liquidos.

4. Lembrar de escrever todos os ingredientes, por exemplo: aglicar, maionese, manteiga ou
margarina, tempero para saladas; bem como os alimentos ingeridos fora do horario das
refeigoes.

5. Anotar sempre a quantidade de alimento que foi ingerida pelo paciente e ndo a quantidade
servida.

TODOS OS DADOS DEVEM SER PREENCHIDOS CORRETAMENTE, POIS SAO
MUITO IMPORTANTES PARA QUE O NUTRICIONISTA POSSA CALCULAR AS
QUANTIDADES DE CALORIAS, PROTEINAS E DEMAIS NUTRIENTES
INGERIDOS NA DIETA.

NOME DO PACIENTE: DATA DE
NASCIMENTO:

DATA: PESO: FONE PARA CONTATO:
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1° dia

Data:  / /|

ALIMENTOS
INGERIDOS

QUANTIDADE INGERIDA

(colheres, copo, xicara ou mamadeiras)

CAFE DA
MANHA

Horario:

LANCHE DA
MANHA
Horario:

ALMOCO

Horario:

LANCHE DA
TARDE

Horario:

JANTAR

Horario:

CEIA
Horario:

INTERVALO
DAS
REFEICOES

APETITE:POUCO ( )

NORMAL ( )

MUITO ( )



ANEXOS

142

2° dia

Data:  / /|

ALIMENTOS
INGERIDOS

QUANTIDADE INGERIDA

(colheres, copo, xicara ou mamadeiras)

CAFE DA
MANHA

Horario:

LANCHE DA
MANHA
Horario:

ALMOCO

Horario:

LANCHE DA
TARDE

Horario:

JANTAR

Horario:

CEIA
Horario:

INTERVALO
DAS
REFEICOES

APETITE:POUCO ( )

NORMAL ( )

MUITO ( )
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3°dia

Data:  / /|

ALIMENTOS
INGERIDOS

QUANTIDADE INGERIDA

(colheres, copo, xicara ou mamadeiras)

CAFE DA
MANHA

Horario:

LANCHE DA
MANHA
Horario:

ALMOCO

Horario:

LANCHE DA
TARDE

Horario:

JANTAR

Horario:

CEIA

Horario:

INTERVALO
DAS
REFEICOES

APETITE:POUCO ( )

NORMAL ( )

MUITO ( )
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ANEXO 4 - Termo de consentimento livre e esclarescido (controles)

Instituicio: Hospital de Clinicas de Porto Alegre/RS

Pesquisadores responsaveis: Dra. Themis Reverbel da Silveira (51-2101 8350) e Nutricionista
Cristina Toscani Leal Dornelles (51-84213130)

1. Justificativa e objetivo deste estudo:

A GRELINA ¢ um horménio que aumenta o apetite ¢ a LEPTINA diminui o apetite. Pelo
exame de sangue podemos saber se esses hormonios estdo diminuidos ou ndo no organismo.

A proposta deste estudo ¢ medir no sangue a quantidade dos hormoénios envolvidos na
fome, classificar o estado nutricional e a quantidade de alimentos que a crianca estd comendo.

2. Procedimento:

Sera coletado 2 ml de sangue para dosagem dos hormonios nas criangas em acompanhamento
ambulatorial do Servigo de Pediatria do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, que necessitardo fazer
coleta de sangue para o seu devido tratamento ou revisdo de saude. Ndo sera realizada coleta adicional.
Serdo realizadas medidas de peso e comprimento ou estatura, circunferéncia do braco, prega cutanea
triciptal e prega subescapular. Seré solicitado também o preenchimento de um registro de tudo o que a
crianga comer ¢ beber durante 3 dias, para ser calculado.

3. Possiveis riscos e desconfortos:
Os riscos e desconfortos sdo aqueles associados a coleta de sangue de rotina: dor ou sintomas
locais de desconforto.

4. Possiveis beneficios deste estudo:
Os entendimentos dos hormonios que agem no controle da fome poderdo, no futuro, beneficiar
outros individuos, atuando na prevencao da desnutrigao.

5. Direito de desisténcia:
A participag@o no estudo ¢ inteiramente voluntaria, podendo desistir de participar em qualquer
momento, sem prejuizos no atendimento médico e nutricional.

6. Confidencialidade:
As informagdes e identidade das criangas e dos pais serdo confidenciais e utilizadas apenas com
finalidade cientifica.

7. Perguntas:
Uma das pesquisadoras responsavel discutiu as informagdes e ofereceu-se para responder
perguntas e/ou duvidas. No decorrer do estudo, poderei contacta-la no fone: 2101 7611.

8. Consentimento:

Declaro que fui informado sobre todos os procedimentos da pesquisa e autorizo o
armazenamento do sangue coletado e utilizagdo em pesquisas futuras, por até 5 anos. Outras pesquisa
s6 serdo realizadas apos aprovagdo do Comité de Etica em pesquisa.

( )sim ( )nio

Assinatura do(a) responsavel pela crianca:
Assinatura do(a) participante (acima 7 anos):
Assinatura do investigador responsavel:

Porto Alegre, /I
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ANEXO 5 - Ficha de coleta de dados dos controles

1.DADOS DE IDENTIFICACAO: Ficha n®:

Nome do paciente :
Nome do responsavel:

Registro: Data de Nascimento: / / Idade:
Sexo: M ( ) F( ) Grupo racial:( ) Cauc ( ) NC

Data da coleta: / / Hora:  :

Endereco:

Bairro: Cidade: Estado:

Telefones de contato:
Motivo do exame:

Critérios de exclusio: Nega:

Processo infeccioso agudo nos tltimos 7 dias

Doenga Hepatica ou Doenga Cronica

Restri¢ao dietética nos ultimos 30 dias

Historia de Prematuridade até 2 anos de idade

Uso de medicamentos

Recebimento de sangue ou hemoderivados nos ultimos 30 dias

NN AN AN AN AN
N N N N N N

2. AVALIACAO NUTRICIONAL

2.1 — Avaliacdo Antropométrica

I1G: semanas Peso nascer: g Comprimento nascer: cm
Idade: anos meses

Peso atual: Kg Peso habitual: Kg Peso ideal/E: Kg
Comprimento/Estatura: cm

Percentil Escore-z

E/1
P/l
P/E

Classificagdo estado nutricional:

CB: cm Percentil ( ) Adequagio: %
CMB: cm Percentil ( ) Adequagdo: %
AMB: cm  Percentil ( ) Adequag@o: %
DCT: mm  Percentil ( ) Adequagdo: %

DCS: mm  Percentil ( ) Adequagido: %

3. AVALIACAO DIETETICA:

Dieta Kcal/dia |% RDA [PROT |HC LIP Ca Fe Zn
Kcal/Kg Prot/kg

Ingerida
(u 3 dias)
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ANEXO 6

Protocolo de coleta e armazenamento do plasma

(grelina)

10

Preparar os tubos de vidro:

Para 1.0 ml de sangue: colocar: 50 ul de Aprotinina + 15 ul de EDTA 2Na
Para 1,5 ml de sangue: colocar: 75 pul de Aprotinina + 22,5 ul de EDTA 2Na
Escrever GRE e 1,0 / 1,5 (com a caneta apropriada) em cada tubo e tampa-los
com a tampa marrom para facilitar a identificacdo. Levar ao agitador por
alguns segundos. Utilizar somente materiais esterilizados em autoclave. Fazer
varios tubos com antecedéncia para agilizar a coleta.

20

Identificar o tubo com nome do paciente, n® do prontudrio, data e hora da
coleta.

30

Colocar o sangue coletado e tampar o tubo.

4°

Fazer movimentos de inversdo, gentilmente, por oito vezes (para misturar o
sangue com o anticoagulante).

50

Colocar no isopor com gelo reciclavel (gel).

60

Colocar na centrifuga refrigerada (4° C) por 10 min a 1500xg ou 3000 RPM.
*Vai ficar em duas fases:
Em cima: PLASMA
Em baixo: elementos figurados (hemécias/leucédcitos/plaquetas)
*Cada 1 ml de sangue gera + 500 de plasma.
*Verificar a quantidade de soro e adicionar o HCI ( 1 mol /L) 100 pl / ml de
sangue.
Ex: 500 pl de soro adicionar 50 pul HCI
600 pl de soro adicionar 60 ul HCI1
700 ul de soro adicionar 70 pul HCI

70

Pipetar o sobrenadante (PLASMA) e transferir para o microtubo.

80

Adicionar o HCI conforme a quantidade de plasma que foi pipetada.

90

Agitar ou colocar no Vortex alguns segundos.

10°

Preencher a etiqueta retangular a lapis. Enrolar com durex.

Maria da Silva Silveira
12345/6 01/02/06

Preencher a etiqueta redonda a 1apis com G e o n° seqiiencial do paciente. Ex:
Gl1, G2, G3 ... Colar na parte superior do microtubo.

11°

Colocar o microtubo direto no freezer a — 80°C.
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ANEXO 7

Protocolo de coleta e armazenamento soro

(leptina, insulina e glicose)

10

Escrever SORO no tubo de vidro (com a caneta apropriada) e tampa-
lo com a tampa branca para facilitar a identificagdo. Utilizar somente
materiais esterilizados em autoclave. Fazer esse procedimento em
varios tubos e com antecedéncia para agilizar as coletas.

20

Identificar o tubo de vidro com nome do paciente, n° do prontudrio,
data e hora da coleta.

30

Colocar o sangue coletado (+ 1,5 ml) e tampar o tubo.

4°

Colocar no isopor com gelo reciclavel (gel).

50

Deixar na bancada por 30 — 45 min até reter o codgulo (fica uma
massa gelatinosa em cima).

60

Colocar na centrifuga refrigerada (4° C) por 15 min a 1500xg ou 3000
RPM.
*Vai ficar em duas fases:

Em cima SORO

Em baixo elementos figurados (hemécias/leucocitos/plaquetas)
*Cada 1 ml de sangue gera + 500 de soro.

70

Pipetar o sobrenadante (SORO) e transferir para o microtubo.

80

Preencher a etiqueta retangular a lapis. Enrolar com durex.

Maria da Silva Silveira
12345/6 01/02/06

Preencher a etiqueta redonda a lapis com L e o n° seqiiencial do
paciente, ex: L1, L2, L3 ... Colar na parte superior do microtubo.

90

Colocar o microtubo direto no freezer a — 80°C.
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ANEXO 8

Protocolo do teste de ELISA - grelina total

Fazer o desenho da placa, conforme anexo 15.

Diluir os padrdes.

Identificar 5 microtubos: 100 pg/ml — 200 pg/ml — 500 pg/ml — 1000 pg/ml — 2000 pg/ml. No 100
adicionar 0,980 ml de tampao de ensaio (TE) + 0,020 ml de padrdo 5 ng/ml, para obter o padrdao 100
pg/ml. No 200 adicionar 0,960 ml de TE + 0,040 ml de padrdo 5 ng/ml, para obter o padrdo 200 pg/ml.
No 500 adicionar 0,900 ml de tampao de ensaio (TE) + 0,100 ml de padrdo 5 ng/ml, para obter o padrdo
500 pg/ml. No 1000 adicionar 0,800 ml de tampao de ensaio (TE) + 0,200 ml de padrdo 5 ng/ml, para
obter o padrdao 1000 pg/ml. No 2000 adicionar 0,600 ml de tampdo de ensaio (TE) + 0,400 ml de padrao
5 ng/ml, para obter o padrdao 2000 pg/m.

Identificar 2 microtubos: QC1 — QC2.

Reconstituir a Grelina Humana QC1 e a Grelina Humana QC2 com 0,5 ml de 4gua destilada para cada e
inverta vagarosamente até completa dissolugéo.

Colocar nos tubos respectivos.

Colocar os microtubos no agitador por 10 segundos cada um.

Misturar o conteudo total da Grelina Humana com o Detector de Anticorpo ¢ o antigeno a uma
propor¢do de 1:1. Inverter gentilmente. Deixar em uma temperatura < 20 °C até utilizacdo (ndo
congelar).

Diluir os dois frascos de tampédo de lavagem (TL) em 900 ml de agua destilada.

. Lavar a placa trés vezes com 300 uL de TL em cada pogo da placa. Remover o TL e bater a placa em

papel absorvente.

Adicionar 20 pL de solu¢dao matriz (SM) aos brancos, controles de qualidade (QC1 e QC2) e Padrdes
(100, 200, 500, 1000, 2000, 5000).

Adicional 30 pL de Tampao de Ensaio (TE) em cada pogo de branco e amostras.

Adicionar 10 pL de TE em cada Padrdo e Controle de Qualidade.

Adicionar 20 uL dos Padroes Grelina nos pogos especificos.

Adicionar 20 uL do QC1 e QC2 nos pogos especificos.

Adicionar 20 pL de cada amostra em cada pogo previamente determinado no desenho da placa.
Adicionar 50 uL da solugdo previamente preparada com o anticorpo que esta na geladeira.

Colocar papel selante na placa e levar ao shaker por duas horas a uma velocidade de 400 a 500 rpm.
Retirar o papel selante e retirar toda a solucdo que esta na placa batendo-a em papel papel absorvente.
Lavar a placa trés vezes com 300 puL. de TL em cada pogo da placa. Remover o TL e bater a placa em
papel absorvente.

Adicionar 100 pL de Solugdo de enzima (SE) em cada pogo. Cobrir a placa e levar ao shaker em
temperatura ambiente e velocidade moderada por 30 minutos.

Retirar o selante, bater aplaca em papel absorvente para remover os residuos.

Lavar a placa seis vezes com 300 uL de TL em cada pogo da placa. Remover o TL e bater a placa em
papel absorvente.

Adicionar 100 pL de Solugdo de Substrato (SS) em cada pogo, cobrir com o selante e levar ao shaker
por aproximadamente 20 -25 minutos. Os padrdes devem ficar azuis com intensidade proporcional ao
aumento da concentracdo de grelina.

Remover o selante a adicione 100 pL de solug@o de Parada (SP) e agite manualmente para misturar. A
cor azul deve aparecer no lugar da amarela apos a acidificagdo. Leia em leitora de ELISA a uma
absorbancia de 450 a 590 nm em no maximo cinco minutos. Certifique-se que ndo haja bolhas de ar nos

pogos.

Obs: Para determinar a concentragdo da grelina total deve-se plotar a média das absorbancias das
amostras no eixo Y e média da leitura dos padrdes no eixo X do grafico. A curva resposta deve ser
ajustada em uma sigmoide 4- ou 5-parametros. Calcular os valores usando qualquer programa de
computador que tenha funcao logistica 4- ou S5-parametros.
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ANEXO 9

Protocolo do teste de ELISA - grelina acilada

Fazer o desenho da placa, conforme anexo 15.
Diluir os padrdes.
Identificar 6 microtubos: 25 pg/ml — 50 pg/ml — 100 pg/ml — 200 pg/ml — 500 pg/ml — 1000 pg/ml

No 25 adicionar 0,9875 ml de tamp@o de ensaio (TE) + 0,0125 ml de padrao 2 ng/ml, para obter o
padrio 25 pg/ml.No 50 adicionar 0,975 ml de TE + 0,025 ml de padrdo 2 ng/ml, para obter o padrdo 50
pg/ml. No 100 adicionar 0,950 ml de tampao de ensaio (TE) + 0,050 ml de padrdo 2 ng/ml, para obter o
padrdo 100 pg/ml. No 200 adicionar 0,900 ml de TE + 0,100 ml de padrdo 2 ng/ml, para obter o padrao
200 pg/ml. No 500 adicionar 0,750 ml de tampao de ensaio (TE) + 0,250 ml de padrdo 2 ng/ml, para
obter o padrao 500 pg/ml. No 1000 adicionar 0,500 ml de TE + 0,500 ml de padrdo 2 ng/ml, para obter
o padrdo 1000 pg/ml.
Identificar 2 microtubos: QC1 — QC2
Reconstituir a Grelina Humana QC1 e a Grelina Humana QC2 com 0,5 ml de agua destilada para cada e

inverter vagarosamente até completa dissolugao.

6.
7.
8.

11.

12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.

21.

22.
23.

24.

25.

Colocar nos tubos respectivos.

Colocar os microtubos no agitador por 10 segundos cada um..

Misturar o conteudo total da Grelina Humana com o Detector de Anticorpo € o antigeno a uma
propor¢do de 1:1. Inverta gentilmente. Deixar em uma temperatura < 20 °C até utilizagdo (ndo
congelar).

Diluir os dois frascos de tampao de lavagem (TL) em 900 ml de agua destilada.

. Lavar a placa trés vezes com 300 uL de TL em cada pogo da placa. Remover o TL e bater a placa em

papel absorvente.

Adicionar 20 pL de solu¢do matriz (SM) aos brancos, controles de qualidade (QC1 e QC2) e Padrdes
(100, 200, 500, 1000, 2000, 5000).

Adicional 30 uL. de Tampéo de Ensaio (TE) em cada pogo de branco e amostras.

Adicionar 10 pL de TE em cada Padrdo e Controle de Qualidade.

Adicionar 20 pL dos Padrdes Grelina nos pogos especificos.

Adicionar 20 uL do QC1 e QC2 nos pogos especificos.

Adicionar 20 uL de cada amostra em cada pogo previamente determinado no desenho da placa.
Adicionar 50 pL da solugdo previamente preparada com o anticorpo que esta na geladeira.

Colocar papel selante na placa e levar ao shaker por duas horas a uma velocidade de 400 a 500 rpm.
Retirar o papel selante e retirar toda a solu¢do que esta na placa batendo-a em papel papel absorvente.
Lavar a placa trés vezes com 300 puL. de TL em cada pogo da placa. Remover o TL e bater a placa em
papel absorvente.

Adicionar 100 puL de Solugdo de enzima (SE) em cada pogo. Cobrir a placa ¢ levar ao shaker em
temperatura ambiente e velocidade moderada por 30 minutos.

Retirar o selante, bater aplaca em papel absorvente para remover os residuos.

Lavar a placa seis vezes com 300 uL de TL em cada pogo da placa. Remover o TL e bater a placa em
papel absorvente.

Adicionar 100 pL de Solugao de Substrato (SS) em cada pogo, cobrir com o selante e levar ao shaker
por aproximadamente 12 - 15 minutos. Os padrdes devem ficar azuis com intensidade proporcional ao
aumento da concentracdo de grelina.

Remover o selante a adicione 100 pL de solug@o de Parada (SP) e agite manualmente para misturar. A
cor azul deve aparecer no lugar da amarela apoés a acidificagdo. Leia em leitora de ELISA a uma
absorbancia de 450 a 590 nm em no maximo cinco minutos. Certifique-se que ndo haja bolhas de ar nos
POGoS.

Obs: Para determinar a concentracdo da grelina acilada deve-se plotar a média das absorbancias
das amostras no eixo Y e média da leitura dos padrdes no eixo X do grafico. A curva resposta deve
ser ajustada em uma sigmodide 4- ou S5-parametros. Calcular os valores usando qualquer programa
de computador que tenha funcao logistica 4- ou 5-parametros.
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ANEXO 10
Cristina Toscani Leal Dornelles
De: mkojima@Isi.kurume-u.ac.jp
Enviado em: quinta-feira, 4 de junho de 2009 20:17
Para: Cristina Toscani Leal Dornelles

Assunto: Re: ENC: Measurement of ghrelin (M Kojima)

Dear Cristina,

Thank you for your mail on ghrelin and | appreciate that you have an interest for ghrelin
research.

1. Can we use the total ghrelin minus acylated ghrelin to obtain desacyl ghrelin?

Yes, you can calculate des-acy! ghrelin concentration from total ghrelin and acyl ghrelin. In
addition, you can measure directly des-acyl ghrelin by using des-acyl ghrelin specific
ELISA, which you can purchase from commercial companies.

2. What is the clinical relevance of desacyl ghrelin to children?

| doubt the physiological functions of des-acyl ghrelin, because we can not detect any
direct action of des-acyl ghrelin on the ghrelin receptor. Of course, des-acyl ghrelin plays
as a parallel indicator for acyl ghrelin concentration. Thus, | recommend to measure acyl
ghrelin concentration in your clinical studies.

Sincerely,

Masayasu Kojima, M.D., Ph.D.

Professor of Molecular Genetics, Institute of Life Science, Kurume University,
Hyakunen-kohen 1-1, Kurume, Fukuoka 839-0864

Tel: 81-942-37-6313 Fax: 81-942-31-5212

E-mail: mkojima@lsi.kurume-u.ac.jp

25/06/2009
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ANEXO 11

Protocolo do teste de ELISA - leptina (0,5ng/ml — 100ng/ml)

Inicialmente, retirar todos os reagentes do freezer e geladeira e deixar a temperatura
ambiente antes do ensaio. Seguem-se as etapas do protocolo:

1. Diluir os dois frascos do tampao concentrado de lavagem (Wash Buffer) em 900ml de
H,O destilada.

2. Adicionar 300ml do tampao de lavagem em cada poco da placa. Incubar por 5 minutos
em temperatura ambiente.

3. Desprezar o tampao de lavagem na pia e bater com a placa em papel toalha para retirar
os residuos. Bater diversas vezes. Cuidar para ndo deixar secar a placa.

4. Adicionar 75uL do tampao de ensaio (4ssay Buffer) em cada poco.

5. Adicionar, em duplicata, 25uL do tampao do ensaio nos brancos. Cada branco tera
100pL do tampao.

6. Adicionar, em duplicata, 25uL dos padrdes de leptina humana em ordem crescente de
concentragdo. Seguido de 25uL de QC1 e 25 pL de QC2 nos pogos apropriados em
duplicata e 25uL dos soros (amostras) nos pocos restantes.

Todos os procedimentos anteriores devem ser relizados em no maximo 1 hora.

7. Cobrir a placa com o selador e incubar a temperatura ambiente por 2 horas no shaker
em velocidade moderada. O protocolo fala em 400 a 500 RPM. Eu acho muito.

8. Remover o selador e bater a placa para retirar o liquido e

9. Lavar a placa 3 vezes com o tampao de lavagem, 300uL por pogo.

10. Adicionar 100uL de detector de anticorpo (Detection Antibody) em cada pogo. Cobrir
a placa e incubar por 30 minutos no shaker em temperatura ambiente.

11. Remover o selador e bater a placa para retirar o liquido.

12. Adicionar 100puL de solu¢dao enzimatica (Enzyme Solution) em cada pogo. Cobrir a
placa e incubar por 30 minutos no shaker em temperatura ambiente.

13. Remover o selador e bater a placa para retirar o liquido.

14. Lavar 5 vezes com o tampao de lavagem, 300uL por pogo. Bater a placa.

15. Adicionar 100pL de solugdo substrato (Substrate Solution) em cada pogo, cobrir a
placa e agitar no shaker por 5 minutos.

16. Remover o selador e adicionar 100uL de solucdo preparada (Stop Solution) em cada
poco e agitar manualmente até misturar todo produto.

17. Ler em 450mm e 590mm dentro de 5 minutos.

Obs: Para determinar a concentragdo da leptina deve-se plotar a média das absorbancias das
amostras no eixo Y e¢ a média da leitura dos padrdes no eixo X. A curva resposta deve ser
ajustada em uma sigmoide S-parametros. Calcular os valores usando qualquer programa de
computador que tenha funcao logistica 5-parametros.
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ANEXO 12

Protocolo do teste de ELISA - insulina

Coletar o sangue em tubo de vidro sem anticoagulante;

Deixar a temperatura ambiente por 30 minutos para reter o coagulo;

Centrifugar a 3000 RPM/15 min a 4°C;

Aliquotar as amostras e congelar a -80°C;

Retirar o kit ELISA Active Insulina do refrigerador e deixar até atingir a temperatura
ambiente;

Retirar o soro dos pacientes para descongelar;

Reconstituir os padrdes de insulina com agua deionizada. Adicionar 1 ml ao padrao A
e 0,5 ml aos padrdes B-F;

Reconstituir os controles de insulina com 0,5 ml de 4gua deionizada;

Preparar a solucdo de lavagem diluindo o concentrado de lavagem em 1500 ml de
agua deionizada;

Preparar a solu¢do de conjugado anticorpo-enzima de acordo com o nimero de pogos
utilizados. Diluir 1 parte de conjugado para 50 partes de tampao de ensaio;

Para a realizar o Ensaio Regular: utilizar 25 pL dos padrdes A-E, controles e amostras
em duplicatas nas cavidades apropriadas;

Para o Ensaio com Limite Estendido: pipetar 10 pL dos padrdes A e C-F, controles e
amostras em duplicatas nas cavidades apropriadas;

Adicionar 100 pL de solugao conjugado anticorpo-enzima em cada cavidade;

Incubar a placa em agitador orbital a 200 RPM por 1 hora a temperatura ambiente;
Aspirar e lavar 5x a placa com solucdo de lavagem adicionando 400 pL. em cada
cavidade;

Apds o término das lavagens, inverter a placa e bater em papel absorvente;

Pipetar 100 pL de solucao de TMB a cada cavidade;

Cobrir a placa e incubar em agitador orbital a velocidade de 200 RPM/10 min em
temperatura ambiente;

Adicionar 100 pL de solugao de parada (4cido sulfurico 0,2 M) em cada cavidade;

Ler, dentro de 30 minutos, em leitor de microplacas ajustado para 450 nm com filtro
de referéncia de 600 ou 620 nm.

Calcular as médias dos padrdes, controles e amostras;

Plotar o log das médias de leitura de absorbancia no eixo —y versus o log das
concentragdes no eixo —x, usando um ajuste de curva linear.



ANEXOS 153

ANEXO 13

Protocolo método cinético—glicose

— Retirar o padrao e a solucdo reagente da geladeira e deixar a temperatura ambiente antes
do ensaio.

Retirar as amostras que serdo dosadas do freezer .

Identificar os tubos de vidro com o niimero correspondente ao das amostras.
Identificar em triplicata tubos BR para o branco e P para o padrao.

Adicionar 10pL, em triplicata do padrao nos tubos P.

Adicionar 10uL de cada amostra no tubo correspondente.

Adicionar 1 ml da solugao reagente em todos os tubos (BR, P, e amostras).
Agitar os tubos de vidro, um a um, no agitador por alguns segundos cada.
Colocar as amostras em banho-maria a 37°C por 15 minutos.

. Ap6s aretirada do banho-maria as amostras devem ser lidas em até 30 minutos.
0. Adicionar o contetido dos tubos de ensaio nas cubetas, previamente limpas.

1. Dosar em espectrofotometro no comprimento de onda de 505 nm as absorbancias do
teste e padrdo acertando o zero com o branco.

12. Ap6s a leitura devem-se calcular os resultados.

el R el e

Glicemia (mg/dl) = ((Absorbancia da amostra — Absorbancia do branco)/Absorbancia
do padrao) x 100

ou

Fator de calibracdo= 100/Absorbancia do padrao.

Glicemia= Absorbancia da amostra x Fator
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ANEXO 14

Tabelas dos resultados completos

Tabela 11 — Analise da correlagdo dos dados antropométricos e a ingestao alimentar nos

cirroticos
Variaveis Idade El IMC/I-Z CB-Z DCT-Z DCS-Z %RDI
(n=39) (=39) (@0=34) @M=38) (=38) (n=38) (n=36)
r*P) r*P) rF¥P) P rFP) rFP) rF(P)
Grelina total 0,450 0,030 -0,105 -0,007 -0,072 -0,182  -0,036
(0,004) (0.858) (0,556) (0,966) (0,666) (0,274)  (0,833)
Grelina acilada -0,367 0,121 0,192 0,158 0,157 0,064 0,201
0,022) (0,463) (0,276) (0,344) (0,346) (0,704)  (0,241)
Grelina desacilada -0,447 0,022  -0,129 -0,012 -0,062 -0,141  -0,062
(0,008) (0.892) (0,466) (0,941) (0,712) (0,397)  (0,721)
Leptina 0,130 0,440 0398 0,497 0,592 0,595 0,318
(0,429)  (0,005) (0,020) (0,002) (<0,001) (<0,001) (0,059)
Insulina 0,041  -0,064 -0,099 0,080 0,042 -0,111  -0,063
(0,804) (0,697) (0,577) (0,634) (0,800) (0,506) (0,717)
Glicose"™" 0,448 0,091 -0,115 0239 0210 0224  -0,517
(0,004) (0,583) (0,519) (0,149) (0,205) (0,176)  (0,001)

IMC/I-Z= Escore-z do indice de massa corporal; E/I-Z= Escore-z da estatura para idade;

® Coeficiente de Correlagio de Spearman; ) Coeficiente de correlagdo de Pearson.
Nao houve associacdo estatisticamente significativa entre a insulina com os desfechos em estudo (P > 0,10).

Tabela 12 — Analise da correlagdo entre os exames laboratoriais nos cirroticos

Variaveis Ht Hb Albumina BT BD Cr INR
m=39) @™=39) @®=39) (1=39) (@=35) (n=39) (n=39)
r*P) r*P)  r*P)  r*P) r*P)  r*P)_ r*(P)
Grelina total 0,122 -0,137 -0,006 0,099 0,083  -0340 -0,039
(0,459) (0,406)  (0,972)  (0,547) (0,634)  (0,034) (0,813)
Grelina acilada 0,233 0,205 0,85 0,148  -0,155  -0,283  -0,171
0,154) (0,210)  (0,607)  (0,367) (0,375)  (0,081) (0,297)
Grelina desacilada -0,142  -0,157 -0,010 0,114 0,093  -0292 0,025
(0,388) (0,339)  (0,954)  (0,489) (0,597) (0,071) (0,879)
Leptina 0,384 0,325 0,262 0,198  -0,163 0245  -0,306
0,016) (0,043)  (0,107)  (0,228) (0,351)  (0,132)  (0,058)
Insulina 0,129  -0,140 -0,087 0,230 0,228 0,169 0,074
(0,434) (0,394)  (0,600)  (0,159) (0,188)  (0,303) (0,654)
Glicose"™ 0,153 0,182 0,282 -0,087 -0,055 0,331 0,039
(0,353) (0,268)  (0,082)  (0,597) (0,756)  (0,039) (0,815)

Ht= Hematocrito; Hb= Hemoglobina; BT= Bilirrubina Total; BD= Bilirrubina Direta;
Cr=Creatinina; INR=International Normalized Ratio
®) Coeficiente de Correlagdo de Spearman; ) Coeficiente de correlagio de Pearson.
Nao houve associacao estatisticamente significativa entre grelina acilada, desacilada e insulina com os desfechos

em estudo (P > 0,10).
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Tabela 13 — Analise da correlag@o entre os hormonios e glicose na amostra total

Variaveis Grelina Grelina Grelina Leptina Insulina Glicose
total acilada desacilada
(n=39) (n=39) (n=39) (n=39) (n=39) (n=39)
rs* (P) rs* (P) r* (P) r*(P)  r*@P)  r*(P)
Grelina total - - - - - -
Grelina acilada 0,744 - - - - -
(<0,001)
Grelina desacilada 0,981 0,638 - - - -
(<0,001) (<0,001)
Leptina -0,175 -0,017 -0,203 - - -
(0,125) (0,880) (0,075)
Insulina 0,007 -0,181 0,044 0,147 - -
(0,954) (0,112) (0,705) (0,199)
Glicose -0,093 -0,202 -0,070 0,098 0,156 -
(0,416) (0,077) (0,545) (0,393)  (0,172)

® Coeficiente de Correlagio de Spearman

Nao houve associagdo estatisticamente significativa entre os hormonios e glicose quando relacionados entre si,

na amostra total (P> 0,10).

Tabela 14 — Analise da correlagdo entre os hormdnios e glicose nos cirroticos

Variaveis Grelina Grelina Grelina Leptina Insulina Glicose
total acilada desacilada
(n=39) (n=39) (n=39) (n=39) (n=39) (n=39)
rs* (P) rs* (P) rs* (P) P r*@P)  r*(P)
Grelina total - - - - - -
Grelina acilada 0,600 - - - - -
(<0,001)
Grelina desacilada 0,979 0,481 - - - -
(<0,001) (0,002)
Leptina -0,130 0,199 -0,142 - - -
(0,430) (0,225) (0,388)
Insulina 0,114 -0,216 0,150 0,036 - -
(0,488) (0,186) (0,363) (0,829)
Glicose 0,001 -0,236 0,039 0,033 0,214 -
(0,994) (0,147) (0,813) (0,840)  (0,190)

® Coeficiente de Correlagio de Spearman

Nao houve associacdo estatisticamente significativa entre os hormonios e glicose quando relacionados entre si,

nos cirroticos (P> 0,10).
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Tabela 15 — Concentragdo plasmatica da grelina nos cirroticos

Caracteristicas

Total
(pg/ml)

Acilada
(pg/ml)

Desacilada
(pg/ml)

Sexo
Feminino - n=20
Masculino - n=19
P*

Estado nutricional
Bem nutridos — n= 22
Desnutridos - n=17
P*

Causas da cirrose
Biliar - n=30
N3do biliar - n=09
P*

Alimentacao Insuficiente
Presente - n=22
Ausente - n=17
P*

Ascite

Sim - n=06
Nao - n=33
P*
Colestase
Presenga - n=12
Auséncia — n=23
P*

Child-Pugh
Child A - n=20
Child B - n=16
Child C -n=03
P*

Child A -n=20
Child B+ C -n=19
P*

PELD/MELD

> 15 pontos - n=06

<15 pontos - n=33
P*

946 (738-1.417)
907 (755-1.432)
0,945

879 (715-1.235)
749 (548-981)
0,055

904 (772-1.436)
919 (591-1.280)
0,706

904 (743-1.340)
930 (755-1.457)
0,664

1.530 (1.055-3.680)
904 (748-1239)
0,049

1.323 (793-2.113)
896 (725-1.304)
0,099

904 (740-1.443)
913 (761-1.055)
1.447 (664-4.452)
0,641
904 (740-1.443)
919 (755-1433)
0,879

1489 (1263-3294)
901 (722-1215)
0,016

146 (94-280)
142 (88-245)
0,923

143 (91-280)
133 (92-261)
0,790

143 (95-278)
138 (83-274)
0,682

129 (92-207)
171 (93-412)
0,146

120 (87,4-427)
143(92-254)
0,984

143 (82-270)
160 (88-280)
0,959

184 (113-400)

135 (67-175)

120 (106-278)
0,119

184 (113-400)

133 (69-177)
0,004

210 (107-454)
138 (91-246)
0,412

856 (575-1.065)
801 (628-1.021)
0,989

749 (548-981)
867 (728-1.395)
0,052

833 (622-1.052)
801 (497-1.009)
0,706

778 (624-1.100)
867 (599-1.058)
0,747

1.461 (943-3.253)
791 (622-1.019)
0,031

992 (672-1.912)
775 (725-1.024)
0,099

817 (625-1.065)
791 (621-941)
1.328 (558-1.174)
0,559
817 (625-1.065)
801 (613-1019)
0,945

1395 (917-2793)
782 (599-994)
0,018

® Teste de Mann-Wihtney

Nao houve associagdo estatisticamente significativa entre as variaveis em estudo com o sexo, a causa da
cirrose, histéria de alimentagao insuficiente e colestase (P >0,10).
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Tabela 16 — Concentragdo sérica de leptina, insulina e glicose nos cirréticos

Caracteristicas Leptina Insulina Glicose**
(ng/ml) (nUI/ml) (mg/ml)
Sexo
Feminino - n=20 2,40 (1,54-4,22) 21,9 (13,5-28.5) 88,4 (£16,7)
Masculino - n=19 1,31 (0,78-2,30) 17,0 (13,8-31,1) 83,2 (£14)
pP* 0,038 0,923 0,301
Estado nutricional
Bem nutridos - n=22 3,08 (1,35-4,42) 16,6 (13,5-28.9) 90,3 (£16,6)
Desnutridos — n=17 1,45 (0,57-2,03) 26,3 (13,9-33,5) 80,1 (£12,0)
P* 0,005 0,424 0,039
Causas da cirrose
Biliar - n=30 1,70 (1,16-3,24) 19,0 (13,5-33,3) 84,3 (£15,1)
Nao biliar - n=09 1,49 (0,77-6,87) 17,0 (13,6-27,3) 91,2 (£16,2)
pP* 0,961 0,682 0,242
Alimentacao Insuficiente
Presente - n=22 1,34 (0,78-1,77) 16,7 (14,0-27,4) 86,4 (£14,7)
Ausente - n=17 3,51 (1,82-4,99) 26,3(12,6-42,7) 85,2 (£16,9)
P* <0,001 0,585 0,825
Ascite
Sim - n=06 1,04 (0,32-1,36) 26,3 (19,2-68,1) 86,8 (£18,0)
Nao - n=33 2,03 (1,28-3,80) 17,0 (3,5-29,8) 85,7 (£15,4)
pP* 0,012 0,192 0,888
Colestase
Com -n=12 1,68 (1,14-4,04) 24,7 (15,7-30,7) 87,4 (£20,4)
Sem - n=23 1,63 (1,17-3,15) 16,3 (13,5-30,0) 83,3 (£11,5)
p* 0,878 0,221 0,449
Child-Pugh
Child A - n=20 1,88 (1,21-3,67) 17,0 (13,5-27,7) 85,4 (£10,9)
Child B -n=16 1,83 (1,24-4,04) 19,1 (13,7-30,7) 87,4 (£20,5)
Child C - n=03 1,04 (0,30-1,13) 42,6 (15,2) 81,3 (£14,5)
pP* 0,108 0,349 0,207
Child A -n=20 1,88 (1,21-3,67) 17,0 (13,5-27,7) 85,4 (£10,9)
Child B+ C —n=19 1,63 (1,04-3,02) 20,1 (14,4-42,6) 86,4 (£19,5)
pP* 0,478 0,396 0,832
PELD/MELD
> 15 pontos - n=06 1,36 (0,86-2,16) 24,7 (16,8-46,7) 85,0 (£16,8)
< 15 pontos - n=33 1,77 (1,17-3,88) 17,0 (13,5-29,9) 86,0 (£15,5)
P* 0,242 0,258 0,883

© Teste de Mann-Wihtney; © Teste t-Student
Nao houve associagdo estatisticamente significativa entre as variaveis em estudo com o a causa da cirrose, a
colestase e na gravidade da doenga hepatica pela classificagdo de Child-Pugh e pelos escores de PELD/MELD

(P>0,10).
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ANEXO 15

Desenho da placa de ELISA

==l s W ST < < B o W - - B

DATA:

EXECUTORES:

TESTE ELISA:
COMPRIMENTO DE ONDA:
OBSERVACOES
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ANEXO 16

Albumina, bilirrubina total (BT), bilirrubina direta (BD), creatinina, INR, TPs

Caso Albumina BT BD Creatinina INR TPs
(g/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)

1 4,3 15,6 12,0 0,30 1,06 4,3
2 3,6 0,3 0,1 0,30 1,46 3,6
3 3,8 1,3 0,8 0,30 1,11 3,8
4 4.4 0,5 0,2 0,30 1,03 4,4
5 5,0 0,3 0,1 0,30 1,04 5,0
6 3,3 1,3 1,4 0,40 0,95 33
7 4,2 0,4 0,1 0,30 1,04 4,2
8 3,5 2,3 1,1 0,30 1,31 3,5
9 4,2 0,7 0,3 0,40 1,08 4,2
10 3,8 12,5 9,0 0,30 0,94 3,8
11 4,5 0,5 0,1 0,30 1,13 4,5
12 3,5 3,6 2,6 0,30 1,05 3,5
13 3,7 1,4 - 0,30 1,29 3,7
14 3,6 2,1 1,9 0,50 1,03 3,6
15 3,1 14,4 11,1 0,30 1,32 3,1
16 4,6 0,6 0,2 0,60 1,12 4,6
17 3,7 2,4 1,1 0,30 1,12 3,7
18 4,0 1,3 - 0,50 1,50 4,0
19 3,6 13,0 8,6 0,30 1,40 3,6
20 3,9 4,6 2,8 0,30 0,97 3,9
21 3,9 3,1 - 0,50 1,09 3,9
22 3,8 1,3 0,5 0,50 0,97 3,8
23 3,9 1,1 - 0,50 1,25 3,9
24 4,6 0,4 0,1 0,30 1,25 4,6
25 3,2 4,8 3,1 0,30 1,29 3.2
26 4,1 0,8 0,3 0,50 1,16 4,1
27 3,7 1,8 0,9 0,30 1,44 3,7
28 3,0 8,5 5,9 0,30 1,08 3,0
29 3,5 3,2 1,0 0,30 0,87 3,5
30 2,7 18,0 11,7 0,39 0,93 2,7
31 4,5 0,3 0,1 0,34 1,05 4,5
32 3,9 1,3 0,7 0,30 1,07 3,9
33 3,9 11,1 7,3 0,30 1,05 3,9
34 4,5 0,5 0,2 0,73 1,03 4,5
35 4,6 0,3 0,1 0,30 1,01 4,6
36 4,0 0,6 0,2 0,30 0,93 4,0
37 3,7 3,1 1,0 0,38 1,55 3,7
38 2,4 13,1 9,4 0,30 1,20 2,4
39 3,1 19,1 13,5 0,30 1,26 3,1

Valores de Referéncia:Albumina : 3,4 - 4,8 g/dl; Bilirrubina total - 0,3 - 1,2 mg/dl;
Bilirrubina direta até 0,2 mg/dl; Creatinina - 0,6 - 1,1 mg/d
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ANEXO 17

Grelina total, acilada e desacilada, leptina, insulina e glicose

Caso Grelina Grelina Grelina Leptina Insulina  Glicose
Total Acilada Desacilada (ng/ml) (WU/ml)  (mg/dl)
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
1 983.8 132,9 850.,9 1,5 20,8 95,0
2 9717,6 176,9 800,7 2,3 13,5 64,0
3 7717,5 95,7 681,8 1,6 12,8 72,0
4 895,9 138,3 757,6 1,3 10,6 74,0
5 867,3 239,5 627,8 1.4 14,1 86,0
6 814,2 170,0 644,1 2,5 9,0 85,0
7 13243 279,3 1045,0 1,5 13,6 73,0
8 930,0 63,3 866,7 0,2 56,4 70,0
9 391,7 83,0 308,7 3,2 14,2 94,0
10 2306,7 245,1 2061,5 1,2 14,4 82,0
11 19431 488.,8 1454,4 1,2 9,0 99,0
12 595,3 66,5 528,8 1,8 9,0 75,0
13 592,5 122,9 469,6 1,1 9,0 75,0
14 399,5 40,4 359,2 1,5 16,3 89,0
15 4451,5 271,6 4173.9 1,1 15,2 72,0
16 475.,4 110,7 364,8 10,6 24,5 82,0
17 725,1 437,5 2817,6 23 13,5 76,0
18 919,4 137.,9 781,5 0,8 43,0 119,0
19 15304 68,8 1461,6 0,3 23,2 113,0
20 907,5 46,4 861,1 4,4 54,3 138,0
21 833.5 93,4 740,1 4,5 15,9 97,0
22 1304,1 280,2 1023,9 1,6 17,1 102,0
23 1063.5 171,0 892.,6 9,7 28,2 93,0
24 1496,6 370,7 1125,9 4,0 17,0 94,0
25 14474 119,9 1327,5 1,0 93,6 98,0
26 706,6 77,7 628,9 0,8 13,8 105,0
27 900,9 125,8 775,1 0,5 30,0 82,0
28 718,1 144,5 573,6 6,9 29.8 72,0
29 664,0 106,0 558,1 0,3 42,6 74,0
30 1432,5 414,0 1018,5 1,9 31,1 72,0
31 784,3 159,5 624,8 3,7 56,0 96,0
32 1218,0 196,8 1021,2 2,2 36,0 76,0
33 1212.,5 246,1 966,3 5,6 28,7 77,0
34 890,9 76,1 814,8 4,2 116,6 96,0
35 1481,9 410,2 1071,8 3,1 26,3 79,0
36 3542,1 819,5 27227 3,5 11,8 72,0
37 907,5 87,9 819,6 0,7 26,5 76,0
38 2908,6 575,5 2333,1 1,6 26,3 77,0

39 755,3 142,3 613,0 3,0 17,4 78,0




