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RESUMO

A patogénese da doenca hepética gordurosa nédoligdcd®@HGNA) ndo esté
completamente esclarecida. Existem evidéncias wazlanaiores de que 0 estresse oxidativo
participa desse processo. O objetivo do preseritel@® avaliar o papel de marcadores
plasmaticos de estresse oxidativo em obesos mérlmidm DHGNA. Foram incluidos 43
obesos morbidos submetidos agassgastrico emy-de-Rouxcom bidpsia hepatica obtida
durante a cirurgia. O estresse oxidativo plasm&tcanensurado por meio das substancias
gue reagem ao acido tiobarbitlrico (TBARS) e acesddo dismutase (SOD). A andlise
histol6gica evidenciou NASH em 65,1% dos paciemtessteatose simples em 34,9%. Os
niveis plasmaticos de TBARS foram significativaneentaiores nos pacientes com NASH,
guando comparados aos com esteatose simples [,£51,82) nM/ml vs 1,12 (1,04-1,42)
nM/ml; P=0,002]. Houve correlagdo da TBARS comMAS scordrs= 0,470; P=0,001). Entre
0s pacientes com NASH e esteatose simples, ndoehdiferenca no status antioxidante
plasmatico medido pela SOD. Nossos achados suggrera lipoperoxidacdo plasmatica esta

associada com a gravidade da DHGNA em obesos nodrbid

Palavras chaves:Estresse oxidativo, obesidade morbida, lipopeanpédd, doenca hepatica

gordurosa néo alcodlica.



ABSTRACT

The pathogenesis of nonalcoholic fatty liver digsedSIAFLD) is not completely
elucidated. There is increasing evidence that dixieatress is involved in this process. The
objective of the present study was to evaluatedteeof plasma markers of oxidative stress in
morbidly obese patients with NAFLD. Forty-three midly obese patients were subjected to
Roux-en-Y gastric bypass with a liver biopsy obegimluring surgery. Plasma oxidative stress
was measured by thiobarbituric acid reactive sulogis (TBARS) and superoxide dismutase
(SOD) assays. Histologic analysis showed NASHSA % of patients and simple steatosis in
34.9%. The plasma TBARS levels were significantigager in the patients with NASH when
compared to those with simple steatosis [1.65 (1.82) nM/mlvs 1.12 (1.04-1.42) nM/ml;
P=0.002]. There was a correlation of TBARS with N#&&®re (¢= 0.470; P = 0.001). Among
the patients with NASH and simple steatosis, thvesis no difference in plasma antioxidant
status measured by SOD. Our findings suggest tlaata lipid peroxidation is associated

with the severity of NAFLD in the morbidly obesetipats.

Keywords: Oxidative stress, obesity, fatty liver
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1. INTRODUCAO

A obesidade € uma doenca de alta prevaléncia, oesoimento importante desde
a década de oitenta, atingindtatus de epidemid. Considerada anteriormente um
problema de paises desenvolvidos e ocidentaisjderefa da obesidade se difundiu e
atingiu as diversas etnias.

O aumento do tecido adiposo, fundamentacdo bi@édm obesidade, leva a
alteracdes importantes em suas funééas. consequéncias dessas alteracdes sdo uma
série de doencas cronicas, comti@abetes mellitus hipertensdo, cardiopatia e doenca
cerebrovasculdr A obesidade também est4 associada a uma sérieedeas digestivas,
incluindo doenca do refluxo gastroesofagico, canmaorretal e a doenca hepética
gordurosa néo alcoolicd.

A doenca hepética gordurosa ndo alcodlica é um oteatorangente para a
histopatologia do figado, que compreende um espemtnplo de doencas, desde a
esteatose simples até esteatohepatite ndo alcadlgtes consequéncias, como fibrose
hepatica, cirrose e carcinoma hepatocefil@raumento da prevaléncia da obesidade e
diabetes mellituga populacdo fez com que a doenca hepatica goedunéms alcodlica se
tornasse a doenca hepética mais prevalente, conprewiado de que, em 5 anos, torne-se
a principal causa de transplante hepético.

As intervengdes eficazes no tratamento da doergziba gordurosa nédo alcodlica
sdo medidas que promovam estilos de vida mais geisd@bjetivando a perda de peso
sustentada, porém com pouca efetividade a long@optaNenhum tratamento
farmacolégico foi estabelecido para a DHGNA cirurgia bariatrica, por outro lado, tem
demonstrado melhora consistente da esteatose abusef em pacientes obesos

morbidost?
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Faz-se necessario, desse modo, o conhecimento et@nismos fisiopatogénicos
envolvidos na gravidade e progressdo da DHGNA, ilpdsmndo assim o
desenvolvimento de tratamentos mais efetivos.

O estresse oxidativo, estado em que o equilibdoxd¢issular ou celular é alterado
para um ambiente mais oxidante, traz, como conseguémodificacbes quimicas
irreversiveis de proteinas, lipidios e acidos ricei" As alteracdes celulares levam a
morte de hepatdécitos, inflamacdo e ativacdo delaslestreladas, podendo estar
envolvidas na génese da DHGNA.

Existem poucos estudos que avaliaram o papel dessst oxidativo na doenca
hepatica gordurosa n&o alcodlica em pacientes sheétbidos>’

Diante do apresentado, o presente estudo tem cdijetivo avaliar o estresse
oxidativo em pacientes obesos morbidos que forabmetidos a cirurgia bariatrica e
demonstrar a associagdo entre o estresse oxidat@ogravidade da doenca hepética

gordurosa nao alcodlica.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 OBESIDADE

2.1.1 Definigéo e Diagnostico

A obesidade € definida com uma condi¢édo de exassgordura corporal que esta
associada a consequéncias adversas na saude, rmim@iese um indice de massa
corporal (IMC) igual ou maior a 30 kgfrpara realizar seu diagndstico. Essa classificacdo
da Organizacdo Mundial de Saude (OMSpaseia-se em padrdes internacionais
desenvolvidos para pessoas adultas descendentesirdeeus, e, apesar de ser um

indicador de facil aplicacdo, ndo se correlaciooi@linente com a gordura corporal

(Tabela 1)*°

Tabela % Classificacdo de peso pelo IMC
CLASSIFICACAO IMC (kg/m )
Peso Baixo <18,5
Peso Normal 18,5-24,9
Sobrepeso 25-29,9
Obesidade leve (grau I) 30-34,9
Obesidade moderada (grau 1) 35-39,9
Obesidade morbida (grau 111) >40
Superobesidade > 50

Adaptado de: Obesity: preventing and managing kbiead) epedemic. Report of a World
Health Organization Consultation, 2000. WHO Obesighnicl Report Series, n.284.

O IMC néo distingue a massa gorda da massa maggtangdo ser pouco estimado
em individuos mais velhos, devido a sua perda desanaagra e consequente diminuicao
de peso, e superestimado em individuos muscuf8goslistribuicdo da gordura corporal,
importante fator de risco para doencas associadalsesidade, independentemente da

gordura corporal total, ndo é avaliada por essedndinda que individuos com 0 mesmo
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IMC possam ter niveis diferentes de gordura vi$é&fa O IMC também néo considera
as diferencas étnicas e populacionais, que apegagbporcdes corporais diversas.

Pelos motivos citados acima, sdo necessarios o@htigo correto da obesidade e
a identificacdo de diferentes niveis de risco,izatiido ferramentas que possam
quantificar, de alguma forma, a gordura corposu& distribuicéo.

O exame padrdo ouro para diagndstico de obesidadgassado, era 0 peso
submerso ou hidrostatico. Recentemente, técnicasindgem, como ressonancia
magnética, tomografia computadorizada e absorciiamedm raios-X de dupla energia,
que sdo capazes de mensurar com grande acuractadaray corporal total e sua
distribuicdo, se tornaram os métodos mais precmwem o alto custo e a impossibilidade
de disponibiliza-los em grande escala restringioaseu uso na préatica clinita®

Para analisar a massa de gordura corporal e duidulisio, tém sido amplamente
utilizados métodos alternativos, mais acessivaigeos dispendiosos:

- Pregas cutaneas: utilizadas como indicador dsidéde, pois ha relacdo entre a
gordura localizada nos depdésitos do subcutédneogerdura visceral, porém a baixa
reprodutibilidade desse método é a grande limitatao

- Bioimpedéancia: método acurado, reprodutivel eusegpara avaliacdo da
composicéo corpora:

- Relagdo circunferéncia abdominal/quadril (RC@):fgi a medida mais usada
para avaliacdo da obesidade central, entretantidicea-se que, apds o emagrecimento,
pode ocorrer erro, ja que ha reducdo da medidaiddri”® A OMS considera a RCQ um
dos critérios para diagnéstico da sindrome metedotiom valores de corte de 0,90 para
homens e 0,85 para mulhefés?

- Circunferéncia abdominal: maior relacdo com adgm visceral que a RCQ e

também boa relagdo com a gordura corporal totaDMS estabelece como pontos de
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coorte da circunferéncia abdominal 94 cm para hemen80 cm para mulheres
caucasianas.

O diagnéstico da obesidade e sua avaliacdo, dagdantagens e limitacdes de
cada método, sempre deve ser multimodal, permitasiim o correto diagndstico da

alteracéo da gordura corporal e suas consequéncias.

2.1.2 Epidemiologia

A obesidade é uma condicdo epidémica atualmentéesArconsiderada um
problema de paises desenvolvidos e ocidentais, siean prevaléncia aumentada, em
grande escala, nas diversas etfias.

A OMS monitoriza a prevaléncia de obesidade no mypa meio de seu banco
de dados de IMC e estimou que, em 2008, aproximawi@ml,4 bilhdo de pessoas
apresentavam sobrepeso, sendo que, desses, ao B@fhanilhbes de adultos eram
obesos e que ao menos 40 milhdes de criancas rseder& anos tinham sobrepeso.
Desde 1980, o numero de obesos duplicou no munii®,uena projecdo da propria OMS
para 2015, com aproximadamente 2,3 bilhbes deaadatim sobrepeso e mais de 700
milhdes de obesds. H4 uma variacdo muito grande na prevaléncia deepeso e
obesidade entre as diversas naces.

Em estudo de Kelly e cols. em 2008, ap6s extengsdie dos dados disponiveis,
verificou-se que 23,2% da populacdo mundial aptasarsobrepeso e 9,8% da populagéo
era obesa. A prevaléncia de obesidade era maiogmaasles economias do mundo e a
mais baixa na india. Em relac&o ao sexo, a presial@a obesidade era consistentemente
maior em mulheres em todas as regides. Nao fointracta relagédo entre obesidade e

idade>?
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As previsdes mais conservadoras, que consideranasygeaumento populacional
das regides urbanizadas, estimam um aumento dend58tevaléncia de obesidade para
2030, sendo que, nos paises em desenvolvimentajntza expectativa de que esse
aumento possa chegar a 263%.

Em estudo publicado em 2012, Flegal e colaboratfoessimaram, por meio da
Pesquisa Nacional de Saude e Exame Nutricional (NEB), prevaléncia de excesso de
peso em 68,8% da populagdo americana adulta; de&s&80 apresentam obesidade e
6,3% com IMC> 40 kg/nf.

Héa previsdo de que, nas préoximas duas décadasaagsor aumento de 33% na
prevaléncia de obesidade na populacdo americama, 6 apresentando obesidade
severa (IMC> 40 kg/nf). Haver4 um acréscimo de custo em gastos com siI1880
bilhdes de délare¥.Para os sistemas de saude, os individuos obes@sc80% mais do
que individuos eutréficos.

No Brasil, a realidade néo é diferente. A obesidasou de 10,8% da populacdo
adulta em 2006 para 13,5% em 26b@litimos dados brasileiros, de 2013, indicam que
51% da populagédo apresenta excesso de peso, dé3éessdo obesos, com maior
prevaléncia no sexo masculino. Em Porto Alegreseagdéncia é ainda maior, com 55%
das pessoas apresentando excesso de peso e 208besidadé’

As causas para 0 aumento epidémico da obesidadesesdioduvida, os fatores
ambientais. Ha um claro desequilibrio entre a itagesalorica e 0 gasto de energia. A
andlise da ingesta alimentar dos quatro NHANES emuis/os confirmou essa
tendénciad® O uso crescente de automéveis como meio de lodmeco aumento do
namero de horas gastos em frente a televisdo tantivénam relacdo proporcional a
obesidade. Estima-se que, para cada hora adidenalevisdo assistida, hA um aumento

de 2% na prevaléncia de obesid&te.
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2.1.3 Fisiopatogenia

A fundamentacdo biolégica da obesidade é o aumeototecido adiposo.
Anteriormente considerado como uma massa inertgrdazenamento de energia, hoje se
sabe que € um 6rgdo complexo, com importantes ésniggioldgicas e metabdlicas, como
a secrecdo de proteinas envolvidas na inflamagiogegulacdo do apetite e no controle
energéticd®*

A formacgédo do tecido adiposo inicia durante a vigkaauterina, originario do
mesoderma. Existem dois tipos distintos de tecdipaso: o tecido adiposo branco, que
tem como fungdo armazenamento de energia, e mtadidoso marrom, que participa da
termogénesé’

O tecido adiposo marrom se desenvolve antes danmasm. Sua funcdo é de
geracdo de calor através da oxidacdo dos acidesegyrA geracdo de calor por esse tecido
adiposo permite a termorregulacdo e também a digip do excesso de calorias,
mantendo, desse modo, o equilibrio calérico e o pesporal*?

A formacdo do tecido adiposo branco ocorre apésascimentd® Ele é
especializado em armazenar energia, fornecendsirat para outros tecidos, como 0s
musculos, durante periodos de jejum ou de necekside aumento da demanda
energéticd?

Nos adultos, a expansdo do tecido adiposo brancgésento por hipertrofia
quanto por hiperplasia. Como os adipécitos madpeoderam sua capacidade de diviséo,
a hiperplasia ocorre através da diferenciacéo bligaséprecursoras derivadas das células
tronco mesenquimais pluripotenfé$® Com o aumento do tecido adiposo, sua funcao fica

danificada e € afetada pela inflamacéo teciduarempriedades metabdlicas aberrantes,

levando & iniciacéo e progressédo das doencas adas@ obesidadé®®
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Os adipdcitos brancos séo células secretériagahide uma variedade de lipidios
e proteinas em adicdo aos &cidos graxos que séitizadbs na lipdlisé®° A secrecéo
de lipidios inclui colesterol, prostaglandinas, @aahabinoides, tocoferol, vitamina D e

glicocorticoides®

Véarios horménios sao sintetizados e secretadoshéiamm pelos
adipécitos, sendo 0os mais proeminentes a leptinadiponectina’

A adiponectina e a leptina sdo hormdnios produzpowariamente pelo tecido
adiposo. Os niveis séricos de leptina apresentamitasrelagdo com o IMC e gordura
corporal, j& que apresentam funcdo de aumento eftegpangiogénese e secrec¢do de
insulina®°® A adiponectina, por outro lado, apresenta atiédamhtiinflamatéria e
sensibilizante & insulimd:> Esses dois horménios sdo parte de uma grandeicaeil
proteinas e fatores liberados pelos adipdcitosmaramios adipocinas.

J4 foram identificadas mais de 100 adipocinas. Blagsentam uma grande
variedade de fun¢des metabdlicas, incluindo redolap apetite, sensibilidade a insulina,
angiogénese, regulacédo da pressao arterial, homseogascular, resposta imunolégica e
inflamacg&o. Os adipdcitos secretam grande quaridadfator de necrose tumoral alfa
(TNF-0),® interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8) e aopeina 1 quimiotaxica dos
macréfagos (MCP-2J* e o proprio tecido adiposo é responsavel peloejpada
resposta corporal & insulina (figura®1§°

A questdo central na biologia do adipdcito € o pérde, na obesidade, haver
aumento na producao e liberacéo dessas adipoéirtasria inicial de que o aumento do
tecido adiposo faz com que o mesmo se torne hipéric como consequéncia, se
desenvolva um estado inflamatorio tecidual, baseiao fato de n&o ocorrer aumento
proporcional do débito cardiaco e do fluxo sanguiteeidual. Ndo ha fluxo sanguineo
adicional no tecido adiposo do paciente obeso mmg® pos prandial, e a formacao de
adipécitos gigantes, que ultrapassam a capacidaddifdsdo do oxigénio tecidual,

potencializa a isquemf4.
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Figura 1: Células adiposas “magras versus células adiposas “gordas”Adipdcitos funcionais s&o os
principais reguladores da homeostase da glicosegtante quantidade de receptores de insulina e GLUT
na superficie. Elas também depositam trigliceridama fonte de energia. Quando ha uma sobrecarga de
triglicerideos, entretando, eles se tornam umaefal® adipocinas. Adicionalmente a sobrecarga &ipidi
inicia estresse mitocondrial e do reticulo endopltfco com geracdo de espécies reativas de oxigénio
Modificado de Drug Discovery Tod&y.

Outra teoria se baseia na alteracdo do microbiorestinal. A obesidade esta
associada a elevados niveis plasmaticos de limgaaiarideos bacterianos, como
consequéncia de uma alteracédo da permeabilidaeiingl causada pelo alta ingesta de
dietas ricas em gorduras, além da translocaca@ctérias intestinais para os tecidos do
hospedeiro. Essas alteracdes levam a inflamacateado adiposo, refletindo-se no
aumento sérico de citocinas inflamatodrias e adifas;icom consequente hiperglicemia e
hiperinsulinemi&?

O estresse oxidativo também parece participar aagho do tecido adiposo do
obeso. As espécies reativas de oxigénio sdo cagazagir como moléculas sinalizadoras,

além de causar dano a proteinas, lipidios e acidoicos celulares. O dano do tecido
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adiposo causado pelas ROS desencadearia 0 aunassittese e secrecdo das adipocinas,
resultando num ambiente pré-inflamatdtio.

Uma das principais alteragBes do tecido adiposor@ésiaténcia a insulina, que
apresenta varias consequéncias metabdlicas. Randleboradore¥, mostraram a teoria
dos acidos graxos livres e resisténcia a insulin@a relagdo inversamente proporcional
entre acidos graxos nado esterificados plasmaticomlerdncia a glicose. Estudos
prospectivos confirmaram posteriormente tal hipgtedemonstrando que o nivel elevado
de &cidos graxos livres era preditor de aumentoedisténcia a insulin®. Quando os
acidos graxos livres estdo elevados, ocorre reddedd0% na sintese de glicogénio
muscular, oxidacao de glicose corporal e inibicaccdptacdo de glicose, resultando no
estado de resisténcia & insulfiguadro semelhante ao que ocorre em individuooetes
diabéticos” %

A gordura visceral representa um poderoso fatatist® a resisténcia a insulina.
Os adipécitos do abddmen sdo resistentes a acdipaitica da insulina e, com o
aumento da lipolise, acidos graxos livres séo ditbes na veia porta, expondo o figado a
altos niveis de lipidio¥® Esse aumento de gordura, por consequéncia, acaba
transformando tecidos que originalmente sao instdansiveis, como figado, pancreas e
musculo esquelético, em tecidos insulino-resisgefite

O estado pré6 inflamatério gerado pelo tecido adipasabara gerando estresse do
reticulo endoplasmético, que alterard a produciurakeinas e levara a apoptose celular,
mais inflamac&o e resisténcia a insuliha aumentara a producdo de espécies reativas de
oxigénio pela mitocéndria, que desencadeara umxaoftle energia maior nessas células,
aumentando a producédo de acidos graxos livremsggoentemente, elevando ainda mais

a resisténcia a insulifa.
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Todas as alteracdes na fisiologia do tecido adip@tadas acabam originando as
doencas associadas a obesidade, que trardo greovEExjuéncias na morbimortalidade

desses pacientes.

2.1.4 Doengas associadas

A obesidade acarreta um risco aumentado de ingnu@ncgas cronicas, como
DM, dislipidemia, doencas cardiacas e cerebrovases) doencas articulares
degenerativas, neoplasias, apneia do sono e ddepgtica gordurosa ndo alcodlica
(DHGNA). Pacientes com obesidade severa (obesidadebida) tém esse risco
magnificado, com aumento expressivo da morbimdade (Figura 25

De acordo com a OMS, 44% da incidéncia de diabet28% da incidéncia de

$5/® demonstraram

cardiopatia isquémica sao atribuiveis a obesiddé¢analises recent
gue a obesidade aumenta o risco e a progressacerties dipos de cancer e o
desenvolvimento de doencas cronicas, diminuindaalidpde de vida e sobreviffa.
Dependendo do tipo de cancer, de 7 a 41% dos sasoatribuidos a obesidade como
principal fator. Incluem-se nesses célon, figadama, endométrio, pancreas e ffin.
Estudo de Kress e colaboradores, em 2005, demanstna prevaléncia de 62%
de hipertensao, 48% de dislipidemia, 40% de ost#ear34% de DM e 13% de doenca
cardiovascular em obesos morbidos americanos. Haunmento de 7,15 vezes no risco de
ser diabético e de 3,49 vezes de ser hipertenspopalacdo obesa moérbida, quando

comparados a pacientes eutroficos, sendo que afi8fasios obesos classe 2 e 3 ndo

apresentam comorbidadés.
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Figura 2: Papel da obesidade na patogénese das doengasbesidade esta relacionada com uma série de
doencgas que levam ao decréscimo da qualidade epdatativa de vida. Modificado derug Discovery
Today™

Outro estudo americano verificou um aumento no oriste desenvolver
insuficiéncia cardiaca congestiva de 5,6 vezess @aaes no risco de acidente vascular
encefalico isquémico e 4,3 vezes no risco de tremimlismo pulmondf’

O NHANES demostrou um aumento de 1100% na previal@&ecDM em obesos
morbidos com idade entre 30 e 49 anos. Além dsmtstatou um risco 4 vezes maior de
sindrome metabélica nesse gripo.

Pela importancia das consequéncias clinicas daidaloes € fundamental o
desenvolvimento de estratégias de prevencao engata nesses pacientes, melhorando,

desse modo, a saude e a qualidade de vida da papula

2.1.5 Tratamento

O tratamento da obesidade varia de medidas compentais, como atividade

fisica e reeducacéo alimentar, a terapia medicarsam@ procedimentos cirargicos.
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O tratamento basico para obesidade é a reeducé#igd@Eni@r com reducdo da
ingesta caldrica. Sugere-se uma dieta planejadaquer um déficit de 500 a 1000 kcal
por dia, levando a uma diminuicdo média de 0,5kg por semana. Revisdo sisteméatica
sobre a efetividade a longo prazo desse trataneidenciou uma diminuicdo média de
peso de 11 kg, porém com sucesso de apenas 15%mdemcdo do peso. Quando se
associou a dieta a outras terapias, a manutenipiag@ prazo foi maior, chegando a 27%
de sucesso na terapia comportamental assotiada.

A atividade fisica isolada, independente do tipcexlercicio e frequéncia, ndo se
mostra eficaz na perda de peso; porém, quandoiagdaarreeducacado alimentar, além de
induzir a uma maior perda de peso, contribui sumcgtinente para a manutencao do
mesma>>84

O tratamento medicamentoso esta indicado quandeehéaiha no tratamento néao
farmacoldgico. No Brasil, ha cinco medicamentosisteados para o tratamento da
obesidade: anfepramona, femproporex, mazindolirsilmina e orlistate.

A anfepramona, um agente catecolaminérgico, quaagistema nervoso central
(SNC) inibindo a fome, tem se mostrado eficaz atatnento da obesidade, com reducéo
de peso corporal superior ao placebo (9,8% vs Fi%ptretanto, apresenta efeitos
adversos relacionados a acdo noradrenérgica, cosimia, cefaleia, irritabilidade e
euforia® além do risco de dependéncia quiniica.

O femproporex, também apresenta agdo catecolaragngorém com poucos
estudos controlados sobre seu uso e efetividadene efeitos adversos e riscos
semelhantes a anfepramdfia.

O mazindol, um derivado triciclico que tem acadNC, bloqueando a receptacdo

da noradrenalina, se mostrou eficaz no tratamemtubdsidade. Ensaio clinico duplo cego

versus placebo, em pacientes obesos e diabéticimgneiou redugcdo maior de peso,
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22,3% versus 9,8% do peso corp8ralpesar de efetivo, ndo existem estudos de
seguranca cardiovascular, limitando muito seu uso.

A sibutramina € um inibidor da recaptacdo da sem& com efeitos
noradrenérgicos, apresentando assim efeitos agermd e sacietdgenos. Tem se
mostrado efetiva a longo prazo, com grande supgaide ao placebo na perda de peso,
além de melhorar os parametros da sindrome metaBbf N&o h& uma incidéncia
grande de efeitos adversos com essa medicacdon,per@ pacientes com histéria de
doenca cardiovascular, houve aumento de eventd®ldayicos®

Por dltimo, o orlistate, um inibidor das lipasesgraaticas, que age reduzindo a
absorcdo de gorduras em 30%. Mostrou-se eficaem o pesd: reduzindo o risco de
desenvolver DM2 em 379%.Apresenta, como efeitos adversos, sintomas gasgstinais
e o risco de deficiéncia de vitaminas lipossolivelém de apresentar vérias interacdes
medicamentosas.

Diante das evidéncias da baixa efetividade da di@mdancas comportamentais e
dos efeitos adversos associados a escassez desegasiddrogas na diminuicdo do peso a
longo prazo, a cirurgia bariatrica assumiu papkdvante paro o tratamento da obesidade
morbida.

Em 2007, Adams e colaboradorégublicaram uma grande coorte retrospectiva,
composta por 7925 obesos submetidobygmssgastrico e 7925 obesos que realizaram
tratamento clinico, evidenciando uma diminuicdordetalidade geral em 40%, apds um
seguimento médio de 7 anos, no grupo cirdrgicasema reducdo de 56% por doencas
coronarianas, 92% por DM e 60% por cancer, embouwdsse um aumento de 56% na
mortalidade por causas externas como acidentasidisu

Mais recentemente, dois estudos randomizados déramm a eficacia da
cirurgia bariatrica na remissdo do DM 2 em paciemteesos morbidos submetidos ao

bypassgastrico e diverséo biliopancreatica, 75% e 95%deis anos, respectivamerife,
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além de melhor controle da hemoglobina glicada 4 <6,0%), 12% no grupo do

tratamento clinico versus 42% do grupo cirdrgfto.

2.2. DOENCA HEPATICA GORDUROSA NAO ALCOOLICA

2.2.1 Definigao

A DHGNA é um termo abrangente para a histopatalodo figado, que
compreende um espectro de doencas, indo desdeatosst simples até a esteatohepatite
nao alcodlica (NASH) e suas consequéncias, comibrasé hepatica em diferentes
estagios, cirrose e carcinoma hepatocefil&oi reconhecida pela primeira vez em 1930,
clinicamente aceita em 1950 e caracterizada histtmggcamente em 198§°

A DHGNA ¢é caracterizada histologicamente por detea hepatica
macrovesicular, e ocorre em individuos que nao araesm alcool em quantidades
consideradas danosas ao figado (140 gramas de @laosemana para homens e 70
gramas por semana para mulhet®s)na auséncia de outras doencas hepéticas
cronicas 02104

Um figado saudavel ndo deposita triglicerideos daaina substancial, definindo
assim como um aumento da gordura hepatica um igual ou maior a 5,5%, como
demonstrado por Browning e colaboradol®s que verificaram, por meio da realizagdo

de ressonéancia nuclear magnética com espectroscopigel normal de triglicerideos no

figado de individuos saudaveis n&o obesos.
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2.2.2 Epidemiologia

A DHGNA é uma das condi¢cdes mais prevalentes natbkgia devido ao
aumento da prevaléncia de obesidade e DM, alémstilo €le vida e alimentacdo da
populacéo ocidentaf?

A prevaléncia combinada de hepatite C, hepatitea@ol corresponde a apenas
20% das pessoas com elevacéo da alaninoaminotasesf@ALT), subentendendo-se que
a DHGNA seja a principal causa de doenca hepatitdaa atualment®’

A prevaléncia da DHGNA aumenta com a idade e varniae as diferentes
populacdes estudadas e o método de avaliagéao.

Alguns grupos estéo sob risco aumentado, como @srtas com DM 2, entre 0s
quais, por estudo abdominal ultrassonogréafico, @ prevaléncia de esteatose de ao
menos 50%°° e pacientes obesos mérbidos com uma prevaléncBHENA de até
93%, NASH em torno de 30% e fibrose hepatica avdmda 2 a 993109110

O estudo italiano Dionysos, que investigou a p&wah da DHGNA na
populacdo geral por meio da ultrassonografia, achsultados similares em individuos
com ou sem suspeita de doenca hepética, 25% v@@Us Esse estudo também
demonstrou que nem sempre a DGHNA esté associalferacfes da ALT ou da gama-
glutamil transpeptidase (GGT) e que sua presengaai@ provavel em pessoa com
obesidade, hiperglicemia, hiperinsulinemia, hipgiiteridemia e hipertensdo arterial
sistolica, todos componentes da sindrome metabdfice

Na Europa, estima-se que aproximadamente 20 a 30%opulacdo apresente

114

DHGNA.? Nos paises orientais, h4 uma prevaléncia em @ertb%"* e, nos Estados

Unidos, entre 10 e 35%°
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Apesar da variacdo entre os estudos epidemiolggcosdita-se que a prevaléncia
da DHGNA seja subestimada. Sabe-se que 40% dos dasgirrose criptogénica sao
secundarios 8 DHGNAY, e ha uma estimativa de que, na proxima décaalajltehpasse

o virus da hepatite C como principal causa de sgretransplante hepatits.

2.2.3 Fisiopatogénia

A patogénese da DHGNA/NASH nado é completamentenditte, porém muito
progresso tem sido feito na Gltima décdda.

A teoria inicial foi baseada na hip6tese dos dbits” . O primeirohit seria o
acumulo de triglicerideos hepatico, aumentando stetibilidade do figado a injuria
mediada por um segundoit, como citocinas e adipocinas inflamatérias, digém
mitocondrial e estresse oxidativo, que acabariavanido a esteatohepatite e a
fibrose!*®11® Entretanto, h4 um reconhecimento cada vez maiopaj®l dos Aacidos
graxos livres (AGL), que poderiam promover dancétiep direto, levando a modificacédo
dessa teoria.

Na obesidade e na resisténcia a insulina, ha uoxmtrescente de acidos graxos
livres no figado que, por meio da B-oxidacdo owrdgtacdo, formardo triglicerideos,
levando ao acumulo de gordura hepatica. Existeéacid substancial de que esses AGL
podem causar toxicidade direta, aumentando o sstregidativo e ativando vias
inflamatérias-2° portanto, o acimulo de triglicerideos hepaticagepia ter papel protetor,
prevenindo os efeitos toxicos dos AGL.

Mais um componente, o terceimit, foi adicionado a teoria posteriormente. No
figado saudavel, a morte celular estimula a regicade hepatdcitos maduros, que

reconstituirdo a funcdo tissular norm®.O estresse oxidativo é capaz de inibir a
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replicagdo dos hepatdcitos maduros, levando a s&pate células progenitoras como as
células ovai$?® A expansdo dessas células esta fortemente red@ziooom o grau de
fibrose e com a carcinogénese hepatoceltfalE justamente essa alteracdo na
regeneracdo hepatica que representaria o tercatay fssociado a patogénese da
DHGNA.

O acumulo de triglicerideos no tecido hepaticod&eat lipdlise do tecido adiposo,
por fontes dietéticas e pela lipogénesenova?* J4 foi demonstrado que, na DHGNA,
60% do conteudo de triglicerideos hepéticos é mriemée do influxo do tecido adiposo,
26% pelo lipogénsde novoe 15% da diet¥> Os triglicerideos podem ser exportados do
figado pelas particulas de VLDlvdry low density lipoprote)n que é formada pela
incorporacdo dos triglicerideos a apolipoproteingafo B)'?® portanto, aberracdes na
sintese e secrecdo da apo B também contribuiriara paacumulo hepatico de
triglicerideos?’

A resisténcia a insulina que ocorre nos pacienbesas também contribui para a
génese da DHGNA. A insulina apresenta potente ag@oessora da lipolise tissular,
entretanto, em situacdes de resisténcia a ins@ss®s acdo esta prejudicada, aumentando
o efluxo de AGL no tecido hepatic® Por outro lado, varias anormalidades relatadas na
DHGNA, como o TNFe, fator nuclear kapp$# (NF«P) e ceramida, interferem na
cascata de sinalizac&o da insulina, contribuinda aamento da resisténcia a sua dé#o.

Um componente importante para a progressdo da DH@N&A presenca de
inflamag&o no tecido hepatico, a NASH. A inflamaghdesencadeada, em parte, pela
ativacdo das vias NkB, causada pelo aumento de AGL no tecido hep&tic@ aumento
da atividade da NIkp estd associado a uma elevada expressao de citdacflzanatorias,

como TNFe, IL-6, interleucina 1-beta (ILfi) e ativacdo das células de Kupff&tNo

paciente com NASH, os niveis séricos e hepaticod E-o. estdo elevaddd e se
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correlacionam com a severidade histol6diéaalém de promover a resisténcia a
insulina’*® Achados semelhantes s&o encontrados com niveaetede IL-6>

As adipocinas também parecem estar envolvidas paéocia da NASH. A
leptina, que participa da regulacdo da ingestas®gmergético, do sistema imunoldgico e
promocédo de inflamacéo e fibrogénese, estd aunemiadpacientes obesos e naqueles
com DHGNA, parecendo plausivel seu papel na fisagemia da doendd> Em contraste
a leptina, a adiponectina apresenta relacdo invensi@ proporcional ao percentual de
gordura corporal e esta reduzida em pacientes dd@NA; ela apresenta atividades anti-
inflamatérias e aumenta a sensibilidade a insdfihBxistem estudos demonstrando que
0s niveis de adiponectina podem auxiliar na di&bngde NASH da esteatose
simples!®/1%

Como consequéncia do processo inflamatério, temiilsr@se e sua forma mais
avancada, a cirrose, uma via final comum a maidda doencas hepaticas cronicas,
incluindo a NASH. Na maioria das condi¢des de igjlrepatica, hA um mecanismo de
reparo através da replicacdo de hepatécitos matfiiresmtretanto, com uma injaria
continua, ha redugcdo na habilidade de proliferalgsses hepatdcitos. Nesse momento,
outras vias de reparo sao recrutadas, as célubagemitoras hepaticas, que residem no
Canal de Hering e sdo responsaveis pela reacaolatugarticipam desse proces8dA
extensdo da reacdo ductular se relaciona fortengenteo grau de fibrose periportat,e
0S possiveis mecanismos incluem a secrecdo deneisoprd fibréticas pela reagéo
ductulart*? além da transdiferenciacéo de colangiécitos pavéibroblastos:*?

Apesar de a esteatose hepéatica ser comum em Eec@E@®sos e com resisténcia a
insulina, apenas uma minoria progredira para NASkrese, sugerindo uma combinagéo
de fatores ambientais e genétic8sVarias doencas, como obesidade, DM2 e doenca

cardiovascular, apresentam um componente heredppara suscetibilidade, incluindo a

DHGNA, e esse componente genético pode ser resgngédr 30-50% do risco
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relativo’* Em adultos com DHGNA, os pacientes que apresem&8H tém uma
proporcéo maior de parentes de primeiro grau corBMlAu cirrose criptogénica’ além
disso, apds ajustar para outras variaveis comoejdethia e IMC, a esteatose € mais
comum em gémeos ou parentes de criangcas com DH@MAsomparagdo aquelas sem
esta condicad!’ Ja foram identificados polimorfismos em genes cietmdos ao
metabolismo lipidico, resisténcia a insulina, esteeoxidativo, citocinas, adipocinas e
fibrogénese que aumentam a suscetibilidade paesendolvimento da NASH? Estudos
em NASH demonstraram polimorfismo de Unico nuctBoti(SNP) nos genes da
angiotensina e do fator de crescimento tissflgr que estdo associados com fibrose

hepatica avancada em pacientes ob¥Sos.

2.2.4 Histéria Natural da DHGNA

Em décadas passadas, j& se considerou a DHGNA atolagia completamente
benigna, entretanto varios estudd$*?tém ajudado a desmistificar essa crenca.

Sabe-se que individuos com diagndstico de DHGNAesgtam mortalidade
maior do que pessoas sem essa patologia, mesmaopapEmnento com sexo, idade e
IMC.*® A doenca hepatica contribui significantemente pessa diferenca, ja que é a
terceira causa de mortalidade nesses pacientepacada a trigésima causa da populacao
sem esse diagnostico. Por outro lado, as duasigaiaccausas de mortalidade nesses
pacientes, que sdo a doenca cardiovascular e erc&@stao relacionadas a resisténcia a
insulina, que tem intima ligagdo com a DHGNA.

Dos pacientes que apresentam DHGNA, 30% apresentandguadro de NASH,
dos pacientes com NASH, aproximadamente 20% del@m&o cirrose e, desses, 30 a

40% morrerdo por doencas relacionadas a faléngatica* Para essa progressdo, o
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componente fundamental é a atividade necroinflariaatd entretanto, j& existem
publicagbes evidenciando progressdo para fibrossmm sem esse componente na
bidpsia inicial, sugerindo que a DHGNA possa semaenca evolutiva®**’

Obesidade, DM e a severidade da fibrose, na adaliexcial, sdo os fatores mais
associados com a progresséo da fibld5E° As taxas de evolucéo para cirrose em 10
anos variam entre 5% e 20%, sendo as maiores paranpes em nivel hospitalar e as
menores para estudos comunitaris

Pacientes com NASH e fibrose avancada apresentanrisgto de desenvolver
complicagBes hepaticas, em torno de 30% em 7 #aas semelhantes a pacientes com
cirrose por hepatite C que ndo responderam a seaaiviral™>®

Existem evidéncias de que a esteatose hepaticanéiroerisco de carcinoma
hepatocelular mesmo em pacientes sem ciff6s8? porém, ha necessidade de mais
estudos para avaliar a associa¢ao de maneiraaorret

Vérios estudos epidemiolégicos indicam que a DHGId# associada ao aumento
do risco cardiovascular independentemente dos ®utratores de risco

é(?S,lGG

cardiometabdlico sugerindo que ela ndo seja apenas um marcadonoelcal

cardiovascular, mas que esteja envolvida ativamenfgtogénese da doerita.

2.2.5 Testes Diagndsticos

A DHGNA é normalmente diagnosticada em pessoamtassaticas apdés a
deteccdo de elevacdo de aminotransferases em ex@nestina ou em ecografia
abdominal alterada, realizada por outro motffo.

O guideline da Associacdo Americana para Estudo das Doencasticks
(AASLD) néo encoraja o rastreamento para estediegética, mesmo em grupos de alto

risco, como obesos e diabéticos, por ndo haveipeids de ferramentas diagndsticas
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adequadas e opcoOes terapéuticas, tampouco estidastd-efetividade dos programas de
rastreamentd®

Existem varios testes ndo invasivos capazes déifidane quantificar a esteatose
hepética.

O Steatotest que incorpora doze variaveis em uma férmula, s boa
acuracia, com area sob a curva ROC (AUROC) de 0a16r preditivo negativo de 93%,
porém um valor preditivo positivo de apenas 6394’

Bedogni propds, em 2006, o indice de Gordura Hepatialculado por meio de
uma férmula que incorpora IMC, circunferéncia abdh triglicerideos e GGT,
apresentando uma boa acuracia, porém com a linidg® padrdo ouro utilizado ser a
ecografia abdominaf’

O Escore de Gordura Hepatica, DHGNA, que utilizniespectroscopia por
ressonancia magnética como padréo, apresenta iidadid e especificidade de 95%,
utilizando como variaveis presenca de sindrome boéta, DM, insulina sérica em
jejum, AST e a razdo AST/ALT?

Os melhores testes para diagnostico de esteatgs#idae sdo os exames de
imagem. A ecografia abdominal é o primeiro métodeerutilizado na pratica clinica,
pois é barato, facilmente disponivel e com senddile de 60-94% e especificidade 66-
97%1731"* As grandes limitacdes da ecografia s&o a incapdeide deteccéo de esteatose
leve, ser operador dependente e com uma baixa timmia inter e intra-observaddr.

A sua acuracia diminui consideravelmente no pagieheso, com sensibilidade abaixo de
50% e especificidade de 759%.

A tomografia computadorizada apresenta acuracialasind ecografia para
deteccdo da DHGNAY Por (ltimo, a ressonancia magnética, superioragrafia em
detectar e quantificar a esteatose hepética, cujalacdo com a bidpsia hepatica é alta,

com AUROC de 0,95 a 0,97, sensibilidade de 92-16@2-97% de especificidad®.
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Outro fator importante a ser considerado na avidiata DHGNA € a presenca da
NASH, pelo carater progressivo dessa situagao.

A presenca de sindrome metabolica esta associadacaode NASH e fibrose,
ajudando a selecionar pacientes para biépsia kapéti

Os niveis de aminotransferases ndo sdo bons pegide NASH, com AUROC
0,6-0,7"°'% pnorém, quando seus niveis estdo elevados, ha sundenchance de
esteatohepatité’’

Multiplos marcadores séricos foram avaliados comealippres de NASH, como
citocinas, adipocinas, TN&-€ IL-6, e todos mostraram resultados conflitafite¥? 184

Até o momento, ndo ha teste diagnostico que posgmakticar com acuracia
quais pacientes irdo desenvolver DHGNA avancatia éisfibrose em ponte, ou cirrose,
por isso, a bidpsia hepatica permanece como opasht@o ouro para confirmar a suspeita
clinica de DHGNA, avaliar o grau de esteatose,ragfiies necroinflamatérias e,
principalmente, estadiar a fibrose, distinguindssteatose simples da NASH.

A forma de obtencdo de tecido hepético estd bembelstida na literatura,
podendo ser realizada por meio de bidpsia percat@secegas, bidpsia transjugular,
bidpsia laparoscépica ou percutdnea guiada por doétte imagem (ultrassom ou
tomografia computadorizada). E um procedimento reeguesmo quando realizado pela
via percutanea, se realizado por profissional habd e experiente, apés verificacdo do
statusda coagulacdo sanguinea. As complicacdes deoesrséib raras, e a mortalidade é
de aproximadamente 1/10.000 a 1/ 20.6%0e ocorrem exclusivamente nessa via, ndo
havendo relatos de mortalidade por bidpsia tranatqréa.

Em 2002, um grupo cooperativo multicéntrico patads da NASH foi criadd®’
entre seus principais objetivos, o desenvolvimerdovalidacdo de um sistema histolégico

gue pudesse avaliar todo o espectro da DHGNA. (Gtéae patologia desenvolveu um
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escore para avaliagdo da atividade da DHGNA/NARKAS scorge outro separado para

avaliacdo da fibrose (Tabela 2 €'%).

Tabela 2: Classificacdo da NASH Escore de atividade. De Kleiner e colaboradttes.

Grau de Esteatose (0-3) Inflamacé&o Lobular (0-3) Banizacdo Hepatocitaria (0-2)
0: <65% 0: Nenhuma 0: Nenhuma

1: 5-33% 1: <2 focos/campo 20x 1: Leve, poucos

2: 34-66% 2: 2-4 focos/campo 20x 2: Moderada, sario

3: >66% 3: >4 focos/campo 20x

NASH escore de atividade 0-2 sem NASH
3-4 incerteza NASH
5-8 NASH

Tabela 3: Classificacdo da NASH- Escore de fibrose. De Kleiner e colaborad&tes.

Fibrose

0: Nada

la: Fibrose leve perissinusoidal de zona 3

1b: Fibrose moderada perissinusoidal de zona 3
1c: Fibrose portal apenas

2: Fibrose perissinusoidal e portal

3. Fibrose em ponte

4. Cirrose

2.2.6 Tratamento

Existe um consenso universal de que todos os pasi@m DHGNA devam
receber intervenc¢des que promovam estilos de vigia saudaveis com perda de peso,
controle dietético e atividade fisica, sendo esparaeira op¢do a ser implementada em
todos os pacienté&?1%2

A recomendacao de perda de peso varia de 0,5 Kgegoana a 7% do peso
corporal para melhora da esteatose e até 10% do pe&® melhora da atividade

necroinflamatéria em pacientes com excesso de’fe¥6:'°*Ha uma concordancia em

recomendar uma dieta hipocalérica para promoverdapde peso, diminuindo a ingesta
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de carboidratos e gordura saturada, evitando bebetaiquecidas com frutose e
aumentando o consumo de fibras , frutas e vegitas em antioxidante§? 191193

O sedentarismo deve ser evitado com a implementdgdoma atividade fisica
regular. Existem evidéncias de que devem ser eshliz a0 menos 150 minutos por
semana de uma atividade fisica de intensidade mdaee ao menos 75 minutos de
atividade fisica intensa, associada & musculacée ekres por semaffa.

A terapia farmacoldgica deve ser reservada apeais gacientes com NASH,
entretanto as evidéncias que a suportam sao flagasndo sugestdes de seu uso apenas
em ensaios clinicd$*'**A Associacdo Europeia para Estudo do Figado sugereurso
de 1 a 2 anos de terapia com glitazonas ou vitanihaassociada ao acido
ursodesoxicolico em pacientes néo diabéticos corBiAdaseada em estudo de Sanyal e
cols., que evidenciou melhora de NASH, porém setag&o da fibros&*

Como demonstrado, até o momento, ndo ha tratanmeétbco estabelecido e
comprovado para DHGNA, sendo a perda de peso numlerasustentada o principal
suporte no tratamento dessa patoldgi&m decorréncia disso, a cirurgia bariatrica surgiu
como opcdo terapéutica em obesos mérbidos. Esteddlattin e colaboradort®
evidenciou que pacientes obesos morbidos submedidueurgia bariatrica apresentam
importante regressdo da esteatose apds o emagnésjreeMoretto e colaboradoré¥
também evidenciaram que houve regressao da fibnms@0ds-operatério, de pacientes
submetidos a cirurgia bariatrica.

Todavia, tém se verificado que, em alguns pacieafessar da perda de peso e da
reducdo do grau de esteatose apos a cirurgiarajdia aumento da inflamacao e piora
da fibrose hepaticd®'°°Os mecanismos responsaveis por essa piora namséecidos,
postulando-se que a manutencao da resisténcialinasnediada pelo estresse oxidativo,

esteja envolvida no process§?**
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2.3 ESTRESSE OXIDATIVO

O oxigénio, indispensavel a vida, também ¢é toxiOs. seres vivos, quando
expostos a concentragdes maiores do que as egstenhatmosfera, apresentam dano, que
pode chegar & morte celular. Para se adaptaresaa esndicdes, 0s organismos aerobios
desenvolveram mecanismos protetores contra a eldaoiticidade do oxigénio, através
de um complexo sistema antioxidante que inclui cuomeptes enzimaticos e nao
enzimatico$®?

O estresse oxidativo € um termo comumente usadogeareferir a um estado em
que o equilibrio redox tissular ou celular é alierpara um ambiente mais oxidaffte.
Algumas consequéncias do estresse oxidativo resulfe modificagbes quimicas
irreversiveis de proteinas, lipidios e acidos noote levando a alteracdes nas vias de
sinalizacdo que controlam a morte celular, trag&orde genes, inflamacao e ativagao de
células estrelad&8?

O estresse oxidativo inicia com a geracéo de espéeativas de oxigénio (ROS) e
espécies reativas de nitrogénio (NOS) como partéudedo celular normal. Existem
multiplas fontes celulares de geracdo de ROS, p@®mom maior significancia sdo o
transporte mitocondrial de elétrons, as enzimad) R#tb reticulo endoplasmaético e as
oxidases e peroxissomas ligadas a membrana celuteinducédo de ROS por essas fontes
pode ser estimulada por citocinas, inflamacdo etepras virais. Esse processo,
inicialmente, gera superoxido, que é sequenciaknerduzido para formar perdxido de
hidrogénio, radical hidroxil e, por ultimo, dguasses intermediérios reativos interagem
com outras moléculas para formar espécies reatiea®xigénio secundarias, como
produtos da peroxidacdo lipidica, peroxinitrito @das sulfénico e dissulfidos (Figura

3) .205
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Quando as espécies reativas de oxigénio e nitrog&dm abundantes, causam
alteracdes na funcdo mitocondrial, modulam a espresle citocinas, alteram a resposta
imune e ativam cascatas de sinalizacdo, resultaadojuria hepatocelular, apoptose ou

morte celular e fibrose hepatita.

7
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Figura 3: Efeitos das Espécies Reativas de Oxigénio e Nitrogé Extraido de Singal e

colaboradore&®

As espécies reativas de oxigénio apresentam pdauhés distintas, que incluem a
reatividade quimica, meia vida e solubilidade lgadA reatividade promove a toxicidade
e alta reatividade resulta em curta meia vidatéindo a difusdo. O anion superoéxido, por
exemplo, apresenta uma meia vida d&sl® o radical hidroxil, uma meia vida de®10
s?%" As espécies reativas de oxigénio, entretanta;aataps acidos graxos poliinsaturados
da membrana, dando inicio a lipoperoxidacdo nalaéhue resulta na formacdo de

produtos do aldeido, como o 4-hidroxi-2-nonenal Bl o malondialdeido (MDA). O
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HNE e o MDA apresentam meia vida maior que as RO&presentam potencial de
difusdo para outros sitios, amplificando os efelim®stresse oxidativa®

A peroxidacao lipidica resulta na ruptura da memdielular, causando disfuncéo
da célula. O grau de lipoperoxidagdo se correlacioom a disponibilidade de acidos
graxos, indicando que pode causar consideravel darigado esteatétic3? Em estudos
experimentais, quando administrados a animais, oAM® o HNE, que s&o
proinflamatérios e profibrogénicos, induzem altéexs; histolégicas consistentes com
NASH .8

Sanyal e colaboradoréd® demonstraram, em 2000, que a lipoperoxidacdo no
tecido hepéatico de pacientes com NASH é signifmxaeinte maior do que em pacientes
com figado normal. Em 2001, MacDonald e colaborsfdf reportaram uma associacdo
entre a lipoperoxidacao e fibrose hepética em @spsdcde biopsia de 39 pacientes com
véarios graus de DHGNA, achados confirmados por &faali e colaboradoréd?, que,
além de evidenciarem a associacdo de NASH e ossnéeeicos de lipoperoxidacao,
verificaram uma associa¢cdo com a resisténcia imsali

Existem estudos demonstrando que o0 estresse axidgiarticularmente os
produtos da lipoperoxidacao, participam da ativaig®células estreladas hepatfcas™
Essas moléculas estdo associadas a producdo gacdsscolageno tipo | pelas células
estreladas e ativagdo do promotor de colageghodemonstrando uma possivel ligacao
entre estresse oxidativo e fibrose hepatica (Figuts

Sabe-se que a resisténcia a insulina esta diretamigada ao estresse
oxidativo?*®?*"Nesse contexto, o estresse oxidativo é definigioocestimulo importante
na evolugdo da NASH, sendo o principal causadolipdgeroxidacdo, cujos produtos
intermediarios sao importantes agentes pro-inflarna que ativam as células estreladas,

favorecendo a fibrinogénede.
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Mecanismos celulares para controlar o estresseatbwid Sdo criticos para a
homeostase celular e incluem enzimas, como catatageroxido dismutase (SOD),
peroxiredoxinas e glutationa peroxidad®¥sReceptores de elétrons ndo enzimaticos,
como vitamina E, vitamina C e glutationa, també&omesentam papel importante na
resposta celular ao estresse oxidatiVoSob condicBes fisiolégicas, o peréxido de
hidrogénio é removido pela catalase, uma enzimaepte nessas organelas, que
metaboliza as espécies reativas de oxig&fli@Quando comparados pacientes com
DHGNA e controles saudaveis, verifica-se também uwmainuicdo dos niveis de

antioxidanteg?%222
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Figura 4: Mecanismos levando a disfuncdo hepatocita, inflamacéo e fiborose na NASH Modificado

de Rolo e colaboradorés

Existe apenas um estudo que avaliou o comportangenéstresse oxidativo e sua
relacdo com a resisténcia a insulina e esteatdtepeto alcodlica nos pacientes com
obesidade modrbida, demonstrando uma possivel ipagio do estresse oxidativo na

patogénese da esteatohepatite ndo alcoSlimarém com poucas variaveis avaliadas.
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3. JUSTIFICATIVA

A prevaléncia da obesidade mdérbida vem crescengonexcialmente nas ultimas
décadas e se transformou em um dos principaise@mad de salde publica no mundo,
tanto pelas comorbidades que estdo associados gual#o aos elevados custos que ela
traz aos sistemas de saude. O Rio Grande do Swstado do nosso pais com maior
prevaléncia de pessoas com excesso de peso ejtppdam o maior nimero de pessoas
sob risco de apresentarem doencas relacionadasalate.

Dentre as doencas, destaca-se a doenca hepatitaggar ndo alcodlica, que ja é
umas das principais causas de doenca hepatica@rér terceira causa de transplante
hepatico no mundo, com tendéncia a tornar-se aepantausa nas proximas décadas,
pelo aumento da obesidade e sindrome metabdlipamdacéo e pelo melhor controle de
outras doencgas, como hepatite C cronica, hepattéidca e etilismo.

Até o0 momento, ndo existe terapéutica medicamenjogapossa, de maneira
eficaz, controlar a evolucdo da doenca hepaticdugosa ndo alcodlica, sendo as Unicas
medidas o controle de peso por meio de medidastidas e atividade fisica, porém com
baixa efetividade, ou por meio da cirurgia bariatri

Para possibilitar o desenvolvimento de novas tettégss, € fundamental o
esclarecimento da fisiopatogenia e o correto distigda doenca. Nesse contexto, € que
se demonstra a importancia do estudo do estregsatior e sua relagdo com a gravidade

da DHGNA.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar a relagcdo do estresse oxidativo com a dmdmgpatica gordurosa nao

alcodlica em pacientes obesos mérbidos submetmlbgpmssgastrico.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Verificar a lipoperoxidagéo antes da realizacabylmassgéstrico.
* Relacionar:
- a lipoperoxidacdo plasmatica com a severidadedalenca hepatica
gordurosa néo alcodlica.
- 0 estado antioxidante com a gravidade da doeegatica gordurosa nao
alcodlica.
- a lipoperoxidacdo com a resisténcia a insulimandyglobina glicada, o
IMC, presenca de comorbidades, ferritina e prot€imeativa.
» Verificar quais variaveis antropométricas, bioquisi e clinicas apresentam

relacdo com a presenca de esteatohepatite nadiedcexd obesos morbidos.
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5.PACIENTES E METODOS

5.1 DELINEAMENTO

Estudo transversal.
Fator de exposicao: Obesidade mérbida.

Desfechos: Lipoperoxidacao e doenca hepética gosdwndo alcoolica.

5.2 HIPOTESE

A lipoperoxidagcdo plasmética esta associada a mgasde NASH em obesos

morbidos com DHGNA candidatos a cirurgia bariatrica

5.3 PACIENTES

Foram incluidos pacientes obesos morbidos subnsetiddypassgastrico no
Centro de Obesidade Morbida e Sindrome MetabdbicHabpital Sdo Lucas da PUCRS,
no periodo de maio de 2010 a agosto de 2011, apdsimatura de consentimento poés-

informacé&o e aprovacgao do protocolo pelo CEP-PUCRS.
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5.3.1 Critérios de Inclusao

- IMC > 40 kg/nfou IMC > 35 kg/mi com comorbidades;
- Realizatbypassgéstrico enY-de-Rouwpor técnica aberta;

- |[dade entre 18 e 65 anos.

5.3.2 Critérios de Exclusao

- Tratamento cirargico prévio para obesidade;

- Apresentar Hepatite B ou C cronicas;

- Anti-HIV positivo;

- Uso regular de bebida alcodlica (> 140g de algpmolsemana para homens e >
70g/semama para mulheres) verificado pela avalipg@miatrica pré operatoria;

- Doengas autoimunes associadas;

- Uso de drogas hepatotoxicas;

- Biopsia hepética com menos de 8 espacos porta.

5.4 METODOS

No pré-operatdrio, todos pacientes foram avaligdwa as seguintes variaveis:
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5.4.1 Anélise sérica

-Enzimas hepéticas: aspartato aminotransferase )(A8#dnino aminotransferase
(ALT), fosfatase alcalina (FA), gama glutamil traa8dase (GGT).

-Perfil lipidico: colesterol total e suas fracesgylicerideos (TGS).

-Resiténcia a insulina: dosagem de glicemia denjeguinsulina sérica de jejum
para calculo do HOMA — IRHomeostatic Model Assesment — Insulin Resis)amqge €
calculado pela formula : insulina jejum (uUIl/migkcemia jejum (nUI/ml)/22.5.

- HbA1C.

-Acido drico

-Proteinas inflamatérias: Proteina C Reativa (PER)ritina.

5.4.2 Definigcdo de comorbidades

O diagnéstico de DM2 foi definido segundo critérida American Diabetes
Association HbA1C > 6,5% ou glicemia de jejum maior 126 mg/dL ou gz de 2
horas> 200 md/dL no teste de tolerancia oral & glicosae €6g%%* Além desses critérios,
obesos em uso de antidiabéticos orais ou insutireaf considerados como apresentando
DM2.

O diagnéstico de hipertensdo arterial sistémicalébinido por pressao arterial
140/90 mmHg ou uso medicacdes anti-hipertensiras.

A sindrome metabdlica foi diagnosticada segundardérios dalnternacional

Diabetes Federatiaf®
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5.4.3 Estresse Oxidativo

Amostras de sangue foram coletadas com hepariaatefagadas a 3000 rpm por
5 minutos a 4°C. O plasma foi armazenado e oeiis foram lavados 3 vezes com o
mesmo volume de solucédo salina (NaCl 0,9%), sendoboenadante descartado a cada
lavagem e os eritrocitos separados. Dez uL déeitibs foram pipetados para a medida
da concentracdo de hemoglobina de acordo com @dmée Drabkin. Outros 100 pL de
plasma foram pipetados para determinar os prodyei@sios pela lipoperoxidagdo atraves
do métodothiobarbituric acid reactive substancd¥BARS), e a medida foi realizada

espectrofotometricamente a 535fh.

5.4.3.1 Medida das Substéncias que Reagem ao Aciddobarbiturico

(TBARS)

A técnica de TBARS consiste no aquecimento do hemeigado com o acido
tiobarbitirico e na consequente formacdo de um ypoodcorado, medido em
espectrofotdbmetro a 535 nm. O aparecimento de aghor ocorre devido a presenca do
malondealdeido e outras substéncias provenientgserxidacdo lipidica no material
biolégico.

As amostras de plasma foram colocadas em tubos#éoemesta ordem de adicéo:
0,75 mL de &cido tricloroacético (TCA) 10%, 0,25 mib homogeneizado, 0,5 mL de
acido tiobarbitarico (TBA) 0,67% e 25 mL de aguatdada. O TBA reage com produtos

da lipoperoxidagéo, formando uma base de SchdfT€A tem a funcéo de desnaturar as
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proteinas presentes, além de acidificar o meicedadio. Posteriormente, agitou-se cada
tubo e fez-se a incubacdo em 100 ° C por 15 minép&s, os tubos foram resfriados e
acrescentado 1,5 mL de alcool n-butilico para axtrgpigmento formado. Eles entédo
foram colocados em agitador (Biomatic) por 45 sdgsre centrifugados por 10 minutos
a 3000 rpm (1110 x g). Por dltimo, o produto corafdd retirado e lido em
espectrofotometro (CARY 3E - UV - Visible Spectroptmeter Varian) com um
comprimento de onda de 535 nm. A concentracédo de&REBobtida foi expressa em nmol

por mg de protein&®

5.4.3.2 Atividade da Superéxido Dismutase (SOD)

A determinac@o da SOD nos eritrocitos foi realizadgundo Mirsa e Fridovich
(1972). O método esta baseado na inibicdo por éxider dismutase da formacéo de

adrenocromo na autoxidag&o da epinefrina.

202-+2H+ ____________ >H202+02

Considerando que a epinefrina permanece estavel selucdes acidas e
espontaneamente se oxida em solugfes basicasedando a formagédo de adrenocromo,
a SOD pbde ser medida espectrofotometricamentanskga troca de absorbéancia de
epinefrina a 480nm, onde apresenta um pico de laéscia.

Para a reacgao ocorrer, foi preparada uma misturavadume final de 1 mL com
tampdo bicarbonato (0,05 M; pH 10,2), fracdo ciioade epinefrina (4 mM). A

absorbancia utilizada foi de 480 nm, a 30°C.
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A reta padréo foi elaborada com concentracdes eméss de SOD (20 a 100 nM),
para determinar a que concentracdo da mesma sezpeodhibicdo da autoxidagdo da
epinefrina em 50% , e os resultados foram expressod)J/mg de hemoglobina. Uma
atividade enzimatica se define como a quantidadendena que é capaz de inibir 50% da

autoxidacado da epinefrirfa’

5.4.4 Andlise histolégica

Avaliada através de bidpsia hepatica por agulhaldeut com diametro de
1,5mm, realizada no inicio da cirurgia.

O exame anatomopatolégico foi realizado no Laboiatbe Anatomia Patoldgica
do Hospital Sdo Lucas da PUCRS, por um patologtséate de que os pacientes eram
obesos mérbidos, porém cegado quanto aos dadaosllaboratoriais.

O tecido hepéatico foi fixado em formalina tamponadd% por 24 hs e entdo
incluido em parafina, sendo seccionado posteriotenam micrétomo com espessura de 5
pum. Nas fases de coloracdo, as laminas foram nieadasg nos corantes hematoxilina-
eosina durante 5 minutos cada, intermediadas pdramno de agua corrente.

Foi realizada colorag&o de picrossirius segundtmpodo proposto por Junqueira e
colaboradores em 197¢ para avaliacdo do grau de fibrose.

A doenca hepética gordurosa nédo alcodlica foi ifleada através dd\AS
score™®® Para o diagndstico de NASH, foi consideradaeagnca de esteatose associada

a balonizacao hepatocitaria e/ou infiltrado infléadna.
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5.5 ANALISE ESTATISTICA

Foram digitados os dados no programa Excel e postente exportados para o
programa SPSS v18.0 para analise estatistica. Figaanitas as variaveis categoricas por
frequéncias e percentuais. As variaveis quantdatigque tiveram distribuicdo simétrica
foram descritas pela média e o desvio padrdo eydgua sua distribuicdo foi assimeétrica,
pela mediana e o intervalo interquatrtil.

Foram comparadas as variaveis quantitativas cetrildiicdo simétrica entre dois
grupos pelo teste t de Student para amostras indeptes e, entre trés grupos, pelo teste
de Analise de Variancia (ANOVA), seguido do teststghoc de Tukey, para detectar as
diferencas. As variaveis quantitativas com distg@o assimétrica entre dois grupos
foram analisadas pelo teste de Mann-Whitney eedrés grupos, pelo teste de Kruskal-
Wallis. Caso esse teste apontasse diferenca enpesy foi realizada uma ordenacao por
postos da variavel e comparados esses postos @antgeupos pelo teste post hoc de
Tukey.

As varidveis quantitativas foram correlacionadaBeesi pelos coeficientes de
correlacdo de Pearson ou Spearman, segundo auiisiio das variaveis.

Foi considerado um nivel de significancia de 5%.

5.6 ASPECTOS ETICOS

Todos os pacientes submetidos a cirurgia bariateissinam um Termo de
Consentimento Informado relativo a cirurgia e adsios procedimentos, cuidados e

exames que deverdo realizar, incluindo a realizdedmdpsia hepatica transoperatoria.
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A realizacdo dos exames citados nesfetprfaz parte do protocolo assistencial do
Centro da Obesidade e Sindrome Metabdlica (COMMHdspital Sdo Lucas (HSL) da
PUCRS, e também de uma linha de pesquisa em p@®lagsociadas a obesidade
morbida e seu tratamento cirdrgico.

Para avaliagdo do estresse oxidativo, € necessam@nte coleta de 10 ml de
sangue do paciente por pungdo venosa periféricengm causar apenas dor leve local,
hematomas/equimoses, sem acrescentar riscos maiores

O presente estudo foi submetido ao Comité de HimaPesquisa da PUCRS.
Aprovado sob numero 11/05594. Foi obtido o consetio informado de todos os

participantes (anexo 3).
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6. RESULTADOS

6.1 Pacientes

Foram incluidos 43 pacientes, divididos inicialteeem dois grupos: esteatose
simples com 15 pacientes (34,9%) e esteatohepatite28 pacientes (65,1%). Nao houve
diferenca entre os grupos em relacdo a idade, dt€ynferéncia abdominal e relacéo
cintura/quadril, apresentando diferenca em relagisexo, com uma frequéncia maior de

esteatohepatite entre homens (tabela 4).

Tabela 4:Caracteristicas demogréficas e antropométricapaltisntes.

VARIAVEIS ESTEATOSE ESTEATOHEPATITE
N (%) 15 (34,9%) 28 (65,1%)

IDADE (ANOS) 34,4+6,8 38,7+9,1 0,113
SEXO(MIF) 0/15 13/15 0,001
IMC (kg/m ?) 46,2 + 8,37 45,13 + 7,85 0,676

CIRCUNFERENCIA 125,2 + 20,39 130,93 + 15,37 0,311
ABDOMINAL (cm ?)
RELACAO 0.92+0,9 0,98 +0,9 0,052

CINTURA/QUARIL

6.2 Andlise das variaveis bioquimicas

Quando avaliadas as variaveis bioquimicas, verdioase niveis maiores de
alanino aminotransferase no grupo com esteatohbe§ai,8 + 48,1 U/L), comparado ao
grupo com esteatose simples (25,6 £ 11,2U/L), cenDP02. Também verificaram-se
diferencas entre os grupos com esteatohepatitéeat@se simples em relacdo a GGT,

43,5 (28,5 — 80) U/L versus 24 (22 — 50) U/L ( Reé32), em relacéo ao acido urico, 6,86
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+ 1,8 mg/dL versus 5,04 + 1,54 mg/dL (P= 0,002, relacdo aos triglicerideos, 203,21
+ 97,68 mg/dL versus 131,76 + 61,64 mg/dL (P= 0)0®aliando a homeostasia da
glicose, houve diferencas também em relagéo alinasde jejum, 31,7 + 16,46 mU/mL

para o grupo com esteatohepatite e 15,9 + 7,3 uqmogcom esteatose isolada (P< 0,001);
na resisténcia a insulina aferida pelo HOMA-IR,47(8,86 — 11,35) para 0 grupo com
esteatohepatite e 5,7 (5,3 — 5,9) para o grupo esteatose simples (P= 0,001).
Verificaram-se ainda niveis maiores de ferritinagn@po com esteatohepatite, 359 + 326
mg/dL versus 90,9 + 83,3 mg/dL. Nao houve diferentas demais variaveis bioquimicas

analisadas, conforme demonstrado na tabela 5.

Tabela 5. Analise das variaveis bioquimicas

VARIAVEIS ESTEATOSE ESTEATOHEPATITE
N (%) 15 (34,9%) 28 (65,1%)

AST (U/L) 25,5+10,2 35,2+19,8 0,084

ALT (U/L) 25,6 +11,2 57,8 +48,1 0,002

FA (U/L) 92,6 £ 29,7 82,5+19,2 0.197

GGT (U/L) 24 (22 - 50) 43,5 (28,5 - 80,0) 0,032
Colesterol (mg/dL) 178,87 +£42,1 197,18 £+ 42,32 0,183
HDL (mg/dL) 49,6 £10,3 45,1 £8,7 0,147

LDL (mg/dL) 101,2 + 34,8 114,1+42,4 0,316

TGs (mg/dL) 131,76 £ 61,64 203,21 + 97,68 0,014

Acido arico (mg/dL) 5,04 +1,54 6,86 +1,8 0,002
Glicemia de jejum (mg/dL) 89 (86 — 94) 102 (86 — 136,7) 0,136
Insulina de jejum (mU/dL) 159+7,3 31,7 £16,46 <0,001

HbA1C (%)” 57 (5,3-5,9) 6,05 (5,65 — 7,47) 0,08
HOMA-IR * 3,25 (2,2 -5,01) 7,04 (4,86 — 11,35) 0,001
Ferritina (mg/dL) 90,9 + 83,3 359,0 + 326,7 <0,001
Proteina C Reativa(mg/dL) 495+91 16 £1,2 0,188

* se refere a variaveis expressas em mediana (p2s)- As demais estdo expressas em média+ DP.
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6.3 Relacdo da DHGNA com as comorbidades

Analisou-se a relacdo da ocorréncia de esteatateepamdiabetes mellitus

hipertensao arterial sistémica e sindrome metabdi@abela 6).

Tabela 6. Analise das comorbidades

ESTEATOSE (N/%)  ESTEATOHEPATITE (N/%) P
DM 2 (13,3%) 8 (28,6%) 0,451
HAS 2 (13,3%) 16 (57%) 0,014
SM 5 (33,3%) 22 (78,6%) 0,009

6.4 Andlise Histolbgica

Quando comparou-se a estetatose entre os paciemesNASH e esteatose
isolada, verificou-se graus maiores de esteatoggaoentes com NASH com P < 0,001
(Gréafico 1).

Verificou-se também que nenhum paciente com esteaitnlada apresentava
fibrose, enquanto dos pacientes com NASH, 5 pase(it7%) apresentavam fibrose

estagio 1 e 7 pacientes (25%) apresentavam filesigagio 3 (Gréfico 2).
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Gréfico 1. Comparacdo do grau de esteatose entre pacientes com NASH

versus esteatose isolada

NASH (N=28) ESTEATOSE ISOLADA (N=15)
3(10,7%) 2(13,3%)
W Grau | 4(26,6%) o(60%) W Grau |
11(39,3%) mGraull mGraull
m Grau lll

W Grau lll

Gréfico 2. Comparacdo do estagio de fibrose entresgacientes com NASH

versus esteatose isolada

NASH (N:28) ESTEATOSE ISOLADA (N:15)

7(25%)
mO mo
15
5(17% 16(57%) (100%) ml
"} ml o

m3 m3

6.5 Analise Lipoperoxidacdo Plasmatica (TBARS)

Analisando-se o0 estresse oxidativo, foi verificadaa maior lipoperoxidacéo

plasmatica nos pacientes com esteatohepatite quemmiparados aos pacientes com
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esteatose isolada, 1,65 (1,43 — 1,82) nM/mL vefdsa® (1,04 — 1,41) nM/mL, com
P=0,002 (Grafico 3).

Quando se analisaram as trés categorias de atvidadNAS score(esteatose
simples, esteatohepatite provavel e esteatohepatitdirmada), verificou-se maior
lipoperoxidacdo plasmatica nos grupos com estepdoite confirmada e provavel,
comparados ao grupo sem esteatohepatite (GréfideoRyerificada uma correlacao forte
entre os niveis de TBARS eNAS scorérs= 0,470, P= 0,001) (Grafico 4).

N&o foi constatada diferenca na lipoperoxidacaoeeo$ pacientes com ou sem
fibrose hepética, 1,52 (1,31 — 1,72) nM/mL versis31(1,12 — 1,83) nM/mL, com P=
0,957, sendo que 7 pacientes do grupo com est@atiiieeapresentavam classificacéo 3
de fibrose ddNAS score

Né&o houve correlagéo entre os niveis de TBARSréifer (1;,=0,27), PC Reativa

(r=0,063), HBALC (= 0,012), IMC (5= 0,023) € HOMA-IR (¢,-0,178).

Grafico 3. Relacao da lipoperoxidacao plasmatica ARS) com a DHGNA

4=

w
[}

¥
]

TBARS (nM/mL)
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NASH ESTEATOSE ISOLADA
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N&o houve diferenca no TBARS em relacdo a preselecaomorbidades. Os
obesos morbidos diabéticos apresentavam TBARS(1,48 — 1,77) nM/mL versus 1,55
(1,17 — 1,81) nM/mL dos que nao tinham DM (P= 0)6&Bs pacientes com sindrome
metabolica apresentavam TBARS de 1,61 (1,28 — h@BinL, e os sem esse diagnostico
1,31 (1,05 - 1,79) nM/mL, com P= 0,152. Ndo houwWerenca nos pacientes com e sem
HAS, 1,52 (1,23 — 1,769) nM/mL versus 1,55 (1,101,82) nM/mL (P= 0,834). A
lipoperoxidacao plasmatica também néo foi influadai pela superobesidade, 1,55 (1,14
—1,72) nM/mL versus 1,53 (1,18 — 1,82) nM/mL desipntes com IMC menor que 50
(P=0,988).

Grafico 4. Relacao da lipoperoxidacao plasmatica BARS) comNAS score

TBARS (nM/mL)

NAS SCORE
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6.6 Andlise da atividade da Supero6xido Dismutase (D)

Quando se analisou a atividade da SOD, nédo foifisaia uma atividade
antioxidante maior no grupo com esteatose isol@8&4 + 18,6 USOD/mg de proteina
versus 57,86 + 16,05 USOD/mg de proteina no gropo e€steatohepatite (P=0,163). Vide
grafico 5. Também néo foi constatada diferenca doi@® comparou a SOD com as trés
categorias do escore de atividadeNiS scordesteatose isolada, esteatohepatite incerta e
esteatohepatite confirmada), 69,49 + 21,84 USODdmgroteina versus 58,57 + 15,33

USOD/mg de proteina versus 57,31 £ 15,99 USOD/mgradieina (Grafico 6).

Grafico 5. Correlacéo da lipoperoxidacdo plasmaticaomNAS score.

TBARS (nM/mL)

NAS SCORE
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Grafico 6. Atividade da SOD em relagdo a DGHGNA
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7. DISCUSSAO

A obesidade é um fator de risco maior para a oociméda DHGNAZ' Com o
aumento da prevaléncia da obesidade na populagiwe hconcomitante aumento da
DHGNA, chegando a 30% nos paises ocideAfai€ntre os obesos mérbidos, a
prevaléncia é ainda maior, estando presente emde&i6% dos pacienté¥:>*3

Embora a DHGNA seja um fator de risco independpata doenca cardiovascular
e mortalidade, apenas a presenca de NASH estdadsacdoenca hepética avancaia.
N&o sdo todos os obesos mérbidos, entretanto, greeemtam esteatose hepéafitayao
havendo relacdo do grau de esteatose com sexe@ &ldMC?** Os mecanismos que
levariam a esteatose e a progressdo da esteatp&Bchepara um quadro de NASH
também n&o estdo estabelecitis.

A hipotese dos doikits € um modelo de DHGNA amplamente aceito. O primeiro
hit seria o distarbio metabdlico, que traria o inflide acidos graxos livres e a lipogénese
de novg levando a esteatose, e o segumitioque desencadearia a necroinflamacdo com
consequente esteatohepatite, incluiria estressatox, diminuicdo da producédo de ATP
hepatico e inducéo de citocinas préinflamatétas.

O estresse oxidativo, em estudo com animais e hosndoi demonstrado como
um fator responséavel pela progresséo da estepsmaeNASH*%*%2*0Nesse contexto,
ele representaria um segurtdbimportante. O estresse oxidativo no figado gordutes
origem na producdo das ROS, como resultado da sxaesxidacdo dos acidos graxos,
consequéncia da superexpressdo das enzimas dowcimP450 2E1 (CYP2E!

Nosso estudo foi o primeiro a demonstrar que ap8paxidacdo plasmatica,
aferida por meio da TBARS, se relaciona com agmes de NASH no paciente obeso
morbido, e ainda que os niveis plasméaticos de TBARSorrelacionam com a atividade

do NAS score
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Ja havia evidéncia de que a obesidade era umdatasco independente para a
lipoperoxidacdo plasmatica. Olusi, em 2002, dermoansimaior lipoperoxidacdo em
obesos morbidos comparados a controles saudaveistirsdo que o estresse oxidativo
poderia estar envolvido na génese das doencasiai@®@o excesso de peéddiaveria
trés possiveis causas para esse fenbmeno. Hadelesasumo de oxigénio no miocardio
do obeso, com maior producdo de ROS, causada g@a@wento da respiracéo
mitocondrial®** HA& uma injuria celular progressiva e cumulatisecundaria & grande
massa corporal, provavelmente hipoxica, liberanta gérie de citocinas que levaréo a
geracdo de ROS e consequente lipoperoxidd¢aBor dltimo, a dieta hiperlipémica
desses pacientes, que altera o metabolismo dorsaigétocondrial**

Madan e cols?®

ja relataram que pacientes com DHGNA apresentavam
lipoperoxidacdo plasmética maior do que pacientes leepatite viral crénica e do que de
controles saudaveis. Achados semelhantes foramrdrados por Yesilova@ls'*, que
evidenciaram niveis elevados de MDA em pacientas @HGNA. Esses achados
sugeriram que a presenca de elevada concentrag®mdilca de produtos da
lipoperoxidacdo € um fendmeno Unico e ndo meramemt produto da inflamacéo, ja
gue os pacientes com hepatite viral crbnica, queseptavam niveis menores de TBARS,
tinham graus maiores de necroinflamacéo.

Em um modelo experimental de inducdo de NASH emucaiongos, Matsuzawa
e cols?* verificaram, ap6s uma dieta aterogénica, comtatio de gordura, a inducéo de
estresse oxidativo. Foram identificados altos sivéé 4-HNE, ativacdo das células
estreladas e inflamacdo hepéatica com balonizacadepatdcitos. A sobrecarga de
colesterol livre na mitocondria alterou a conceg@ade glutationa celular, modificando

seu metabolismo e a concentragdo de enzimas aldiiers, aumentando o0 estresse

oxidativo?*’



62

Em 2004, Videla eols?*® demonstraram, em obesos mérbidos, que os pardmetros
de estresse oxidativo no tecido hepético estdo @taohes nos pacientes com DHGNA,
quando comparados aos controles sem esteatosechepab havendo diferencas entre os
grupos com e sem NASH. Houve, entretanto, aumeigtufisativo da atividade da
CYP2E1 nos pacientes com esteatohepatite. O aardardtividade da CYP2E1 poderia
ser o responsavel pela geracdo do radicais litoesando o figado mais suscetivel ao
estresse oxidativd'”®

Albano ecols. relataram a associacdo entre os niveis circulaigelgG contra
produtos da peroxidacao lipidica e a presencalbdesk avancada e cirrose em pacientes
com DHGNA, porém n&o encontraram diferencas enepses com ou sem NASH.

Em 2002, estudo conduzido por Sekiots?*° estudou a lipoperoxidacéo no tecido
hepético de pacientes com estetatose isolada, NeAf&hdos normais. Foi verificado que
os figados normais ndo apresentavam dano celulaada pelo HNE, enquanto 78,3% e
100% dos pacientes com esteatose isolada e NASpkatvamente, apresentavam dano
citoplasmatico e nas células sinusoidais da zon®eectou também dano nuclear
causado pelo estresse oxidativo, mais frequentpagmentes com NASH (64,7%) do que
em pacientes com esteatose isolada (8,7%), fatmbmado por Irie ecols?*® que
demonstraram aumento na concentracdo hepéaticamdaiiaa de produtos resultantes do
dano ao DNA pelos radicais livres em pacientes ¢tASH quando comparados a
pacientes com esteatose isolada.

Oliveira e cols *° foram os Unicos a demonstrar que 0s obesos mérhzdm
NASH apresentavam aumento do estresse oxidativoteeao hepatico, quando
comparados a obesos com esteatose isolada.

Ha duvidas se os niveis plasmaticos da peroxidggiéiica se correlacionam com
a doenca hepética. Na pratica clinica, € dificihsuear os niveis de estresse oxidativo

hepético. Por outro lado, com a padronizacdo doscaderes sericos de estresse
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oxidativo, h& possibilidade de facil afericdo. Befumt-Rousselot ecols®* n&o

encontraram essa associacdo, quando compararaniveis eéricos de TBARS em
pacientes com esteatose hepatica e hepatite sugérindo que ele ndo seria um bom

marcador para esteatose hepatica, entretanto @haksols®*?

provaram que pacientes
com NASH apresentavam altos niveis sistémicos agupos de lipoperoxidacao, quando
comparados a controles normais.

Com as evidéncias relatadas acima, podemos irfelr o estresse oxidativo
participa da fisiopatogénese da DHGNA, n&do sen@napum subproduto da inflamacéo
hepética, mas funcionando como um evento respongélze evolugdo de um quadro de
esteatose isolada para NASH. No obeso morbido cBiBNDA, a lipoperoxidagdo ndo é
apenas um evento hepatico, mas sim um procesémgist podendo funcionar com uma
marcador sérico de NASH. Nosso estudo demonstreesestos em obesos morbidos
com DHGNA, verificando niveis sistémicos elevadespdodutos da lipoperoxidacdo em
pacientes com NASH, quando comparados com paciertes esteatose isolada.
Verificou ainda uma correlagédo dos niveis plasmétile TBARS com eventos hepéticos
associados a NASH, como balonizacdo hepatocitameceinflamagédo, componentes de
atividade dd\AS score

Esse fatos podem explicar, em parte, a maior preE de NASH encontrada em
nosso estudo. Estudos epidemiolégicos apontamdgpme os pacientes com DHGNA,
aproximadamente 30% apresentam NA®Hentre obesos candidatos & cirurgia
bariatrica, a incidéncia de esteatohepatite é eno e 37% , podendo chegar a 725%.
Demonstramos a presenca de NASH em 65% dos obesbalos, praticamente o dobro
do que a populacao geral de pacientes com DHGN#Aoperoxidagéo sistémica elevada
em obesos morbidos poderia acentuar o estressatioriddm um ambiente ja propicio a
ele, o tecido hepatico, potencializando, desse maonecroinflamacdo e suas

252

consequéncias. Tal afirmacdo é embasada em estugmery ecols>, que demonstrou
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diminuicdo da atividade da CYP2EL, fonte de raditiaies, apds a realizacdo da cirurgia

23 que relataram a diminuicéo da lipoperoxidacédatiep no

bariatrica, e por Bell eols
pds operatério, fatores que explicariam tambénelhona da esteatose e fibrose hepatica
demonstrada em estudos prévios do nosso grapd.

N&o encontramos diferencas no estado antioxiddasen@tico, aferido através da
dosagem da enzima SOD, nos pacientes obesos n®dndoou sem NASH. Ha relatos
na literatura demonstrando que a deplecdo de eszamtoxidantes, como coenzima
Q10, SOD, catalase e glutationa S-tranferase, selacdonam com a severidade da
doenca hepatica®?**?**Qutros estudos, entretanto, demonstraram achaaeltsante ao

245 & Videla ecols®® Teoricamente, esperariamos uma

nosso, como o Madan els
reducdo na atividade da SOD nos pacientes com NASHto de n&o termos encontrado
essa associacdo pode ser explicado por uma saulagéo das defesas antioxidantes
demonstrada em modelo murino de NASHEm estados de estresse oxidativo crénico,
os niveis de SOD estdo elevados compensatoriaftéfteAlém disso, durante a injiria
celular, ha liberacdo de grandes quantidades de,’8CiBxores que explicariam nosso
achado.

N&o verificamos correlacdo da lipoperoxidacado copresenca de comorbidades
como DM, HAS e sindrome metabdlica. Na literatuj@, existem evidéncias da
participacdo do estresse oxidativo na génese dessamas®>?®*?®! Acredita-se que o
aumento do estresse oxidativo, gerado pelo acushellgordura, possa ser o ponto de
partida para a ocorréncia das complicaces metaistissociadas a obesidd{é® Os
produtos da lipoperoxidacdo poderiam alterar a a@gémsulina no masculo esquelético,
diminuir a liberacdo de insulina pelas célyflgsancreaticas e romper diretamente a acao
biolégica da insulind®*?®® Por se tratar de desfechos secundarios de nossdoges

desenhado para verificar a relagéo da lipopero#mapom a gravidade da DHGNA, pode

ter ocorrido um erro tipo I, faltando poder amabkprara verificar essas associacoes.
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Né&o foi encontrada associagéo da lipoperoxidag@nptica com 0s niveis séricos
de ferritina. N&o existem, pelo nosso conhecimemstudos que avaliaram essa
associacdo em obesos morbidos. A ferritina podeirseomo protetor contra o dano
causado pelas ROS, fato demonstrado por estudesvepficaram aumento da sua
concentracdo apés modelo experimental de induciestlesse oxidativo hepatitd: %’
Também ha evidéncia de que o ferro seja um potengdisador do estresse oxidativo e
poderia agir sinergicamente com outros promotoeelipdperoxidacad®® Existem varios
estudos que ndo documentaram um acumulo de fegnifisaitivo nos pacientes com
NASH, concluindo que a hiperferritinemia € um efditespecifico da necroinflamacao
hepatica, refletindo seu papel de proteina de dgsea’®®?’?Fato esse corroborado por
nosso estudo, que demonstrou que a ferritina é amador de NASH, sem se relacionar
com a lipoperoxidacdo plasmética.

Também ndo encontramos correlacdo entre os nilasmgticos de peroxidacao
lipidica e a proteina C reativa. Sabe-se que addms é um estado de inflamagéo crbénica
com aumento de marcadores inflamatérios, e ques assecadores melhoram apés a
cirurgia bariatricd’® Davi ecols ja& demonstraram, em mulheres obesas, associagéo e
0 estresse oxidativo e marcadores inflamatéfib8bramson eols?’® atribuiram 29% da
variagao da PCR como responsabilidade do estres$ativo. Nao existem evidéncias de
que a lipoperoxidacdo plasmatica apresente relago marcadores inflamatérios,
subentendendo-se que o estresse oxidativo inttacaleja o responsavel pela liberacao
de citocinas inflamatdrias pelos adipocitos.

Um fator importante nos obesos moérbidos com DHGNaAidentificagdo de quais
pacientes apresentam NASH. Predizer e prevenirsendelvimento de doenca hepatica
avancada nesses pacientes é desafiador e permitiilacompanhamento rigoroso,
ajudando a definir a necessidade de tratamentasimaisivos como a cirurgia bariatrica.

O padréo ouro para diagnostico e estadiamento daNDHé a bidpsia hepatica, porém
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ela apresenta inconvenientes, como risco de coagiles de 1 a 3% e, eventualmente,
morte em 0,01%'® além de problemas amostrais, levando a erros @ttigns em até
25% dos casos de DHGNA” H& necessidade, portanto, de definir marcadofegas e
laboratoriais que possam predizer a presenca eatelsepatite nesses pacientes.

No nosso estudo, encontramos, como fatores asssc@adcorréncia de NASH em
obesos morbidos, os niveis séricos de ALT, GGT,, T@&lo Urico, insulina sérica de
jejum, HOMA-IR e ferritina. Também a presenca denotbidades, como HAS e a
sindrome metabdlica, foram associadas a esteatithesses achados sédo contrarios ao

relato de Teixeira eols?®’®

, que ndo encontraram nenhum fator preditivo de NA&
obesos morbidos. Entretanto, em seu estudo, homeeincidéncia de apenas 13% de
esteatohepatite, questionando-se os critérioslbigtos utilizados. Ja Salgado Junior e

cols?’®

também verificaram que enzimas hepéticas, glicentiglicerideos poderiam ser
preditores de NASH.

Os niveis das enzimas hepéticas ALT e GGT, em nestmo, relacionaram-se
com a ocorréncia de NASH. Embora estivessem delasosalores considerados normais
pela referéncia, pacientes com NASH apresentardaregamaiores do que grupo com
esteatose simples. Ests achado vai ao encontrelao de Prati €ols que verificaram
erro na definicdo dos indices normais dessas eszgngerindo que, para pacientes com
DHGNA e hepatite C, fossem adotados niveis menqtes os atuai&’ Em estudo

recente, Verma eols?®!

nao encontram niveis 6timos de ALT para predizaeaenca de
NASH. Como em obesos mérbidos a probabilidade gstetde DHGNA € alta, 0s niveis
elevados de enzimas hepaticas corroboram apenasopdragndstico de NASH, néao
podendo excluir a estetatohepatite em pacientes @ores dentro dos considerados
normais.

Em nosso estudo, os niveis de triglicerideos fararcadores de NASH, resultado

283

que vai ao encontro dos achados de Canl*®, Ratziu ecols®®® e Harnois eols?®* A
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sintese de triglicerideos estd aumentada em figadodurosos acompanhados de
obesidade e DM2 e esse representaria o prirhiicda DHGNAZ®®

Sirota ecols?®® demonstraram a associacdo de elevados niveisdieaico com
a DHGNA. Um estudo em criangas ja havia demonsteadssociacdo da hiperuricemia
com NASH?*” Nosso estudo foi o primeiro a descrever essa iassoc em obesos
morbidos. Possivel explicacdo para esse fato enediicdo da excrecdo urinaria de acido
arico induzida pela hiperinsulinerifd e a hiperuricemia resultante do estresse oxidativo
verificado na sindrome metabdlit4.

Foi verificada uma marcada diferenca na resisténaigulina em pacientes com e
sem NASH, aferida através do HOMA-IR. A insulinaesSponsavel pela regulagdo da
expressdo da CYP2E1L, e a resisténcia a insulinarigotbvar a superexpressao dessa
enzima, contribuindo para a geracdo de ROS e coestgdano hepético nos pacientes
com DHGNA?Z#32%

N&o encontramos associacdo entre o diagnosticdOM2 e NASH, embora
pacientes com NASH apresentassem um prevalénc@ a@aiDM2 (28,6% versus 13%).
Como j& existem relatos dessa ligat86 *nosso achado provavelmente se explique pelo
tamanho amostral.

Estudos epidemioldgicos ja relataram uma prevadémoaior de HAS, um
componente da sindrome metabdlica em pacientesDid@BNA.>*32% A HAS poderia
aumentar a producdo de ROS vascular, alterandstatus redox hepétic6?° fato

demonstrado por Ikuta eols?®’

em modelo experimental de indugdo de DHGNA em
ratos hipertensos.

Em nosso estudo, verificamos que todos os homassoehlmorbidos apresentavam
NASH, fato similar ao encontrado por Salgado Jueiarols?’® na mesma populagéo,

sugerindo que o sexo masculino seja um preditogrdas mais severos de DHGNA,
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embora essa analise esteja sujeita a vieses dgicale pacientes candidatos a cirurgia
bariatrica.

Nenhum fator antropométrico relacionou-se com arréocia da NASH entre
obesos morbidos, achado que vai ao encontro deosoutelatod?’ 279298300
subentendendo-se que, entre obesos moérbidos, ecusp@o sistémica da obesidade é
mais importante que o grau dela.

Como foi relatado anteriormente, pode-se constatara DHGNA no paciente
obeso mérbido € um evento complexo. Varios fatetdo associados a apresentacao
mais grave e com potencial evolutivo da NASH. Sa@acvez maiores as evidéncias de
que o estresse oxidativo participa da génese déssaca e talvez possa explicar a
interacdo entre esses fatores. Definir quais obeswbidos apresentam esteatohepatite
fundamental para a tentativa de evitar a evolucdm pum quadro de cirrose e
insuficiéncia hepética. Mostramos que a lipoperagéh plasmatica, além de ser

marcador de NASH nesses obesos, se correlaciona acognavidade da doenca,

provavelmente contribuindo para o dano hepatico.
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8. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo sugerem que:

- A lipoperoxidagdo plasmatica se relaciona com &igagle da DHGNA, sendo
maior nos obesos mérbidos com NASH quando comparadobesos morbidos com
esteatose simples;

- Ha correlacdo entre os niveis plasméaticos dpdéipaxidacédo e BIAS scorg

- Nao ha diferenca nos estatus antioxidante plasméatferido pela enzima SOD,
nos pacientes obesos moérbidos com esteatose sienNIASH:;

- N&o ha correlagéo entre a lipoperoxidacéo plasméto metabolismo da glicose
aferidos pela resisténcia a insulina, hemoglobiitadga e o diagndstico de DM2;

- N&o ha correlacdo entre a lipoperoxidagéo plasmato IMC;

- Nao h& correlacdo entre a lipoperoxidacdo plasmae a presenca de
comorbidades como HAS e sindrome metabdlica;

- Nao h& correlagédo da lipoperoxidacdo plasméatica marcadores inflamatorios
como a ferritina sérica e a proteina C reativa,

- S&o preditores de NASH em obesos morbidos com &G sexo masculino,
ALT, GGT, triglicerideos, acido Urico sérico, itima de jejum sérica, HOMA-IR,

ferritina sérica e o diagndéstico de HAS e sindrone¢abdlica.
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Abstract: The pathogenesis of nonalcoholic fatty liwdisease (NAFLD) is not
completely elucidated. There is increasing eviddaheg oxidative stress is involved in
this process. The objective of the present study teaevaluate the role of plasma
markers of oxidative stress in morbidly obegssients with NAFLD. Forty-three
morbidly obese patients were subjected to Roux-garic bypass with a liver biopsy
obtained during surgery. Plasma oxidative stress mvaasured by thiobarbituric acid
reactive substances (TBARS) and superoxide disau(8OD) assays. Histologic
analysis showed nonalcoholic steatohepatitis (NABH)5.1% of patients and simple
steatosis in 34.9%. The plasma TBARS levels wapeifstantly greater in the patients
with NASH when compared to those with simple steiatdl.65 (1.43-1.82) nM/mis
1.12 (1.04-1.42) nM/ml; P=0.002]. There was a datren of TBARS with NAS score
(rs=0.470; P = 0.001). Among the patients with NAStHd simple steatosis, there was
no difference in plasma antioxidant status meashye80D. Our findings suggest that
plasma lipid peroxidation is associated with theesgéy of NAFLD in the morbidly
obese patients.

Highlights

- Morbid obesity is a major risk factor for NAFLD.

- We evaluated plasma oxidative stress in mortmlgse patients with NAFLD.

- Plasma lipid peroxidation was elevated in pasemnth NASH.

- Plasma lipid peroxidation correlated with NAS isco

- There was no difference in antioxidant statupaifents with NASH.
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Abbreviations: NAFLD, nonalcoholic fatty liver disease; NASH, nde@holic
steatohepatitis; BMI, body mass index; HIV, humammunodeficiency virus; AST,
aspartate aminotransferase; ALT, alanine amindieasse; GGT, gamma glutamyl
transpeptidase; TGs, triglycerides; HOMA-IR, hontasis model assessment — insulin
resistance; CRP, C-reactive protein; MDA, malordbalyde; SOD, superoxide
dismutase; TBARS, thiobarbituric acid reactive sabses; ROS, reactive oxygen
species; CYP2EL, cytochrome p450 2E1.

Introduction

Obesity is a major risk factor for the occurrendenonalcoholic fatty liver
disease (NAFLD) [1]. With the increase in the @ewnce of obesity in the population,
there has been a concomitant increase in NAFLDhige as 30% in the Western
countries [2]. Among the morbidly obese, the premak is even greater, where it
occurs in more than 90% of patients [3, 4].

Although NAFLD is an independent risk factor fordiavascular disease and
mortality, only the presence of NASH is associamth advanced liver disease [5].
However not all morbidly obese patients have NAFRDNASH [6], conditions in
which mechanisms implicated in their genesis atenell known.

The two-hit hypothesis is the most accepted model of NAFLD. T$exondhit
could include oxidative stress and the release rminflammatory cytokines [7].
Oxidative stress, in animal and human studies, been demonstrated as a factor
responsible for the progression of steatosis to NAS11]. There are few studies that
have evaluated this relation in the morbidly oj@sd.2].

Accordingly, the aim of our study was to evaludte telation of plasma markers

of oxidative stress with the severity of NAFLD metmorbidly obese.

Material and methods

Design
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This was a prospective cross-sectional study irclvihe patients were divided
into two groups according to the liver biopsy réssimple steatosis and NASH.

Subjects

Were included in the study consecutive patients wiese morbidly obese,

subjected to gastric bypass at a tertiary hospitddrazil. The inclusion criteria were

BMI >40 kg/nf or > 35 kg/ni with comorbidities, age between 18 and 65 years and
having adiagnosis of NAFLD according to liver biopsy. Ratis were excluded if they
had surgical treatment for obesity, chronic hefgaBt or C, positive serology for HIV,
regular use of alcoholic beverages (> 140 g alcqeolweek for men and > 70g per
week for women), associated autoimmune diseasespfusepatotoxic drugs and liver
biopsy under 8 portal triads.

All patients included had a liver biopsy using anfir Trucut needle at the
beginning of the surgical procedure. The liver épeas were embedded in paraffin
and stained with hematoxylin and eosin, and Sirets The histologic findings were
evaluated according to the classification of Kleigteal. [13].

Serum studies

The following serum studies were done after fasimthe preoperative period:
aspartate aminotransferase (AST), alanine aminsfeease (ALT), gamma glutamyl
transpetidase (GGT), total cholesterol and frastianglycerides (TGs), glucose and
insulin to calculate HOMA — IR (homeostasis modesessment — insulin resistance:
fasting insulin(ulU/ml) x fasting glucose (mM/ml)/22.50), C-readiprotein (CRP)
and ferritin.

Measurement of lipid peroxidation and antioxidants

Plasma lipid peroxidation was determined usingtthebarbituric acid reactive

substances (TBARS) method described byegBuet al. [14], expressed as
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malondialdehyde (MDA) equivalents. Antioxidant statwas evaluated by measuring
erythrocyte SOD activity as described by Misra &nidovich [15].

Statistical analysis

The guantitative variables with symmetric distribatwere compared between
two groups by the Student t-test for independemipdas and between three groups by
analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s sichoc test to detect differences.
The quantitative variables with asymmetric disttiba were compared betweem two
groups by the Mann-Whitney test among three grduypthe Kruskal-Wallis test. If this
test showed difference between groups, an ordesinghe variable positions was
performed and these positions compared betweerpgioy Tukey's post hoc test. The
guantitative variables were correlated by Peargo8pearman correlation coefficients
depending on their distribution. A 5% level of sigrance was used.

Ethics

The present study was submitted to and approvenhdiigution Committee of
Ethics in Research, protocol number 11/05594. inéat consent was obtained from all
participants.
Results

Forty-three patients with NAFLD were included, 1&tipnts (34.9%) showed
simple steatosis and 28 patients (65.1%) showed HNASatients with NASH were
mostly males and showed elevated AST and GGT levsigertriglyceridemia, and
higher insulin resistance and serum ferritin (Table

A higher plasma lipid peroxidation was found in fraients with steatohepatitis
when compared to patients with simple steatos@éh (1.43 — 1.82) nM/ml versus 1.12
(1.04 — 1.41) nM/ml (P=0.002) (Figure 1). There veasorrelation between TBARS

levels and NAS score F  0.470, P= 0.001) (Figure  2).
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Table 1. Anthropanetic and biochemical daracteistics of patients

VARIABLE STEATOSIS STEATOHEPATITIS P
N (%) 15(34.9%) 28 (65.1%)

Age (YEARS) 34.446.€ 38.749.1 0.11:
Gende (M/F) 0/1t 13,15 0.001
BMI (kg/m®) 46.2 + 8.37 45.13+7.85 0.676
Waist Circumfererce(cm) 125.2+ 20.3¢ 130.9:£ 15.37 0.311
AST (U/L) 25.5410.2 35.2419.¢ 0.08¢
ALT (U/L) 25.6411.2 57.8148.1 0.00z
Chalesterol (mg/dl) 178.87+42.1 197.1¢+ 42.3: 0.18:¢
HDL (mg/dl) 49.6 410.3 45.148.7 0.14%
LDL (mg/dl) 101.2+ 34.¢ 1141+ 424 0.31¢
TGs (mg/dl) 131.7¢+ 61.6¢ 203.2.+ 97.6¢ 0.01¢«
HOMA-IR 3.25(2.2-5.01) 7.04 (4.86 — 11.35) 0.001
Ferritin (mg/dl) 90.9483.: 359.(+ 326.% <0.001
C-reactive protein 495t 9.1 1612 0.188

* Variable expressed as median (p25-p75). The otheables are expressed as mean

SD.

Figure 1. Relation of TBARS with the severity of RIED

TBARS (nM/mL)

NASH SIMPLE STEATOSIS
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A greater antioxidant activity was not found in ty@up with steatosis alone:
65.74 + 18.6 USOD/mg protein versus 57.86 = 16.@D0/mg protein in the group
with steatohepatitis (P=0.163).

Figure 2. Correlation of plasma lipid peroxidatieith NAS score

5_

TBARS (nMimL)

NAS SCORE

Discussion

This study demonstrated that there is an assogidiietween plasma lipid
peroxidation and the presence of NASH in morbidiese patients with NAFLD and
that plasma level of TBARS correlate withe tiNAS score. To the best of our
knowledge, this is the first study to evaluate #gsociation.

Olusi in 2002 demonstrated greater lipid peroxamtatin the morbidly obese
compared to healthy controls, suggesting that d¢ixeastress could be involved in the
genesis of the diseases associated with exceshtwéig]. There are three possible
causes of this phenomenon. There is a high consomgt oxygen in the myocardium

of the obese, with greater production of reactixggen species (ROS), caused by an
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increase in mitochondrial respiration [17]. Thexg@rogressive and cumulative cellular
damage, secondary to the large body mass, proliajpgxic, releasing a series of
cytokines which can lead to the generation of R@& @nsequent lipid peroxidation
[18]. Finally, there is the hyperlipidemic diet dhese patients, which alters
mitochondrial oxygen metabolism [19].

Madan etal. [20] reported that patients with NAFLD showed gegaplasma
lipid peroxidation than did patients with chronigal hepatitis and healthy controls.
Similar findings were obtained by Yesiloea al. [21], who found high levels of MDA
in patients with NAFLD. These findings suggestedttthe presence of high plasma
concentrations of products of lipid peroxidatioraisinique phenomenon and not merely
a product of inflammation, since patients with cficoviral hepatitis, who had lower
TBARS levels, showed a higher degree of necroinfhation.

In 2004, Videlaet al [9] demonstrated in morbidly obese patients titnet
parameters of oxidative stress in hepatic tissug iwereased in patients with NAFLD
when compared to controls without hepatic steatamnsl there were no differences
between the groups with and without NASH. There,\masvever, a significant increase
in CYP2E1activity in the patients with steatohefimti

Oliveira et al.[12] were the only group to demonstrate that thehidy obese
patients with NASH showed increased oxidative stieshepatic tissue when compared
to obese individuals with steatosis alone.

It has been questioned whether plasma levels afative stress markers are
related to hepatic alterations [22]. Our study,ides showing an association between
plasma lipid peroxidation and the presence of NASIkhe morbidly obese, detected a

correlation of plasma TBARS levels with hepatic mgeassociated with NASH, such as
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hepatocellular ballooning and necroinflammati@aectivity components in the NAS
score.

We did not find any difference in the plasma antlaxt status, measured by
SOD activity, in the morbidly obese patients withvathout NASH. There are reports
in the literature demonstrating that the decreasantioxidants such as coenzyme Q10,
SOD, catalase and glutathione S-transferase ctaselgith the severity of the hepatic
disease [9, 23, 24]. Meanwhile, other authors haperted similar findings as ours,
such as Madaret al [20] and Videlaet al [9] Theoretically, we would expect a
reduction in SOD activity in patients with NASH, ththe fact that we did not find this
association should be explained by arverexpression of antioxidant
defenses, demonstrated in a murine model of NASH |8 a state of chronic oxidative
stress, SOD levels are high in a compensatory nmgi@ée 27], and besides, during
cellular injury, there is a release of large ameunit SOD [28], which would explain
our findings.

In our study, we found that serum levels of ALT, GA@Gs, HOMA-IR and
ferritin were associated with the occurrence of IMAS morbidly obese patients. These
findings are contrary to the report of Teixedtaal [29], who did not find any predictive
factor of NASH in the morbidly obese; in their sputiere was only a 13% incidence of
NASH, bringing into question the histologic crigeutilized.

The marked difference in insulin resistance folnetween morbidly obese
patients with and without NASH could be associatgith overexpression of CYP2E1
caused by insulin resistance, contributing to teeegation of ROS and consequent liver
damage in patients with NAFLD [30, 31].

Ferritin can serve as a protector against damagsedaby ROS, demonstrated

by studies that found an increase in theirceotration in an experimental model
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of induced hepatic oxidative stress [32, 33]. Theralso evidence that iron is a potent
catalyst of oxidative stress and that it can actesyistically with other promoters
of lipid peroxidation [34]. The relation of fernti levels with the presence of
NASH appears to be due to the oxidative stressdfduthese patients.
Conclusions

We conclude from our study that plasma lipid pedation is associated with
the severity of NAFLD in morbidly obese patientsthano difference in antioxidant
status based on SOD activity.
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Anexo 2. Aprovacdo do CEP

Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

OF. CEP- 830/12 Porto Alegre, 24 de setembro de 2012.

Senhor Pesquisador,

O Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS apreciou e aprovou
seu protocolo de pesquisa registro CEP 11/05594 intitulado “Avaliacdo
do estresse oxidativo em obesos mérbidos, seu comportamento
apés o emagrecimento e sua relacio com a doenca hepatica
gordurosa nao alcodlica”.

Salientamos que seu estudo pode ser iniciado a partir desta

data.
Os relatérios parciais e final deverdo ser encaminhados a este
CEP.
Atenciosamente, ‘
/ ’ ) (
LA, M
\
Prof. Dr. Rodolfo Herberto Schneider
Coordenador do CEP-PUCRS
Ilmo. Sr.
Dr. Cldudio Cord Mottin
HSL

Nesta Universidade

Campus Central
PUC Av. Ipiranga, 6690 - 3%andar - CEP: 90610-000
Sala 314 - Fone Fax: (51) 3320-3345
E-mail: cep@pucrs.br
WWW.pucrs.br/prppg/cep
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Anexo 3. Consetimento Livre e Esclarecido
TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMACAOQ

VENHO ATRAVES DESTE CONVIDAR PARA PARTICIPAR DO ESTUDO DA AVALIACAO DO
ESTRESSE OXIDATIVO EM OBESOS MORBIDOS E SUA RELACAO COM A DOENCA HEPATICA
GORDUROSA NAO ALCOOLICA.

I- Justificativa e objetivos da pesquisa

Este estudo tem como objetivo principal avaliar a relacdo do estresse oxidativo
(reagOes que produzem substdncias que danificam todos os componentes celulares)
com a evolucdo da doencga hepatica gordurosa ndo alcodlica (infiltracdo de gordura
no figado e suas implicacbes) em pacientes obesos marbidos submetidos ao
bypass gastrico (cirurgia para obesidade).

- Procedimentos a serem utilizados

Serd realizado coleta de 5 ml de sangue de veia periférica antes da realiza¢do da cirurgia e
um ano apos a mesma. Os demais exames analisados (sangue e bidpsia hepdtica) fazem
parte da rotina de assiténcia dos pacientes submetidos a cirurgia da obesidade.

lll- Desconfortos ou riscos esperados

A coleta de sangue de veia periférica podera causar dor e hematoma no local da puncdo,
facilmente resolvida com medidas locais.

IV e V- Beneficios que se pode obter e procedimentos alternativos que possam ser
vantajosos

Conhecer os mecanismos envolvidos na doenga hepatica gordurosa do paciente obeso e
proporcionar conhecimentos para prevengao da doenca e futuras terapéuticas.

VI- Garantia de resposta a qualquer pergunta
VII- Liberdade de abandonar a pesquisa sem prejuizo para si
VIII- Garantia de privacidade

Ressaltamos que a concordancia em participar desse estudo ndo implica em alteragdes na
realizacdo da cirurgia, e o fato de ndo querer participar também ndo mudard nada na
maneira que sera conduzido o atendimento neste hospital.

Eu, fui informado

dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada. Recebi informacdes a
respeito dos exames que serdo realizados e esclareci as minhas duvidas. Sei que em
qualguer momento poderei solicitar novas informacgdes e modificar minha decisdo se assim
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eu desejar. O Dr. Lucas Spadari Maggioni certificou-me de que todos os dados desta
pesquisa serdo confidenciais, bem como ndo trara riscos minha pessoa e terei liberdade de
retirar meu consentimeno de participagdo na pesquisa, face a estas informacgdes.

IX- Compromisso com a informagao atualizada do estudo
X- Disponibilidade de tratamento médico e indenizagdao em caso de danos

Os pesquisadores, Dr. Claudio Cord Mottin e Dr. Lucas Spadari Maggioni serdo responsaveis
em caso de dano.

Caso tiver novas perguntas sobre este estudo, posso chamar o Dr. Lucas Spadari Maggioni
no telefone (51) 33205002 OU (51) 97072681. O telefone do Comité de Etica em Pesquisa
da PUCRS é (51) 33203345. Para qualquer pergunta sobre os meus direitos como
participante deste estudo ou se penso que fui prejudicado pela minha participacdo, posso
entrar em contato com o Dr. Claudio Cora Mottin (51) 33395796. Declaro que recebi copia
do presente Termo de Consentimento.

Assinatura do paciente Nome

Data

Assinatura do pesquisador Nome Data

Este formulario foi lido para em
[/ pelo enquanto eu estava

presente.

Assinatura da testemunha Nome Data



