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RESUMO

Introdugao: A doenga hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA) é a causa
mais comum de doenca hepatica crdnica, principalmente em paises ocidentais.
A incidéncia e gravidade da DHGNA tém sido associadas a hipovitaminose D.
O objetivo do estudo foi investigar a associagao de niveis séricos de vitamina D
com a gravidade da DHGNA e presenca de comorbidades. Métodos: Em um
estudo transversal, foram incluidos 139 individuos com DHGNA e com
dosagem de 25-hidroxivitamina D. Critérios de inclusdo: diagnostico de DHGNA
por ultrassonografia abdominal e/ou biopsia hepatica. Pacientes em
suplementacdo de vitamina D foram excluidos. Concentracbes séricas de
vitamina D <20 ng/mL foram classificadas como deficiéncia e entre 20 e 29
ng/mL como insuficiéncia. Para avaliar a gravidade da DHGNA foi utilizada a
classificagao histologica segundo NASH Clinical Research Network System.
Para fibrose, utilizou-se a classificacdo de Kleiner e col. e parametros clinicos
para estabelecer NAFLD e BARD scores. Resultados: A idade média dos
pacientes foi de 56 anos (entre 18-82), sendo a maioria do sexo feminino
(83%), 72% eram hipertensos, 88% dislipidémicos, 46% diabéticos, 98%
apresentavam obesidade central e 82% tinham sindrome metabdlica. Para
realizagdo de biopsia hepatica, 59 pacientes foram elegiveis. A prevaléncia de
hipovitaminose D foi de 78% na populacédo estudada. A maioria dos pacientes
(85%) foram classificados como fibrose ausente ou indeterminado pelo NAFLD
score e 24% classificados com baixo risco de desenvolver doenga avancgada
pelo BARD score. No ponto de corte de vitamina D de 20 ng/mL ndo houve
diferenga significativa nas variaveis estudadas. No ponto de corte 30 ng/mL,
observou-se relacdo entre baixos niveis de vitamina e auséncia de diabetes
(p=0.011), houve também associagdo com BARD score (2-4) (p=0.016).
Conclusao: A maioria dos pacientes com DHGNA tinham hipovitaminose D e
niveis baixos da vitamina D estavam relacionados a auséncia de diabetes e

gravidade da doenca pelo BARD score.

Palavras-chave: doenga hepatica gordurosa n&o alcodlica, deficiéncia de
vitamina D, 25(OH)D.



ABSTRACT

Introduction: Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the most common
cause of chronic liver disease, especially in Western countries. The incidence
and severity of NAFLD have been associated with hypovitaminosis D. We
aimed to investigate the prevalence of hypovitaminosis D and its association
with the severity of the disease and the presence of comorbities. Methods: A
cross-sectional study included 139 adults with NAFLD and dosage of 25-
hydroxyvitamin D. Inclusion criteria: diagnosis of NAFLD by abdominal
ultrasound and/or liver biopsy. Patients with previous or current use of vitamin D
supplement were not included. Levels of vitamin D <20 ng/mL were classified
as deficiency and between 20-29 ng/mL as insufficiency. Disease’s severity was
evaluated by NAFLD and BARD scores and histological features according to
the NASH Clinical Research Network System. Results: The mean age of the
population was 56 ys (range 18-82 ys), most patients were female (83%), 72%
had hypertension, 88% were dyslipidemic, 46% had diabetes, 98% had central
obesity and 82% had metabolic syndrome. The prevalence of hypovitaminosis
D was 78% in the studied population. Most patients (85%) were classified as
absent or indeterminate fibrosis by NAFLD score and 24% classified as having
low risk of developing advanced disease by BARD score. At the cut-off point for
vitamin D of 20 ng/mL there was no significant difference in variables studied.
At the cut-off point for vitamin D of 30 ng/mL, low levels of vitamin D were
associated to the absence of diabetes (p=0.011) and with BARD score (2-4) (p
= 0.016). Conclusion: Most patients with NAFLD had hypovitaminosis D and
low vitamin D levels were related to the absence of diabetes and disease
severity by the BARD score.

Key words: nonalcoholic fatty liver disease, vitamin D deficiency, 25(OH)D.
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1 — CONSIDERAGOES INICIAIS

1.1 — Introducgao

A definigdo de doenga hepatica gordurosa n&o-alcodlica (DHGNA) requer a
evidéncia de esteatose hepatica, por exame de imagem ou por histologia, e
auséncia de outras causas como consumo excessivo de alcool, uso de
medicagbes esteatogénicas ou problemas hereditarios. Na maioria dos
pacientes, a DHGNA esta associada a outros fatores metabdlicos como
obesidade, resisténcia a insulina (RI), diabetes mellitus (DM) e dislipidemia. A
DHGNA abrange a esteatose hepatica e a esteato-hepatite nado-alcodlica

(EHNA) que pode evoluir até a cirrose hepatica e suas complicagdes!"?.

A DHGNA ¢é a causa mais comum de doenga hepatica crénica, principalmente
em paises ocidentais. Sua incidéncia mundial continua a crescer

acompanhando a epidemia da obesidade®*

. A ocorréncia e gravidade da
DHGNA tém sido associadas a diversos fatores e, nos ultimos anos, a

associacgao entre niveis séricos de vitamina D e DHGNA tem sido estudada®.

A prevaléncia da hipovitaminose D na populagdo mundial tornou-se uma
preocupagao devido ao papel da vitamina D em importantes processos
fisiologicos incluindo: imunomodulagdo, acédo anti-inflamatoria e anti-fibrotica,
metabolismo do calcio e contragdo muscular, homeostase da glicose, presséo
arterial e perfil lipidico®”. Nesse contexto, a DHGNA tem sido associada a
hipovitaminose D. Um dos mecanismos possiveis para explicar esta
associacdo € o aumento da RI, reconhecidamente importante para a
fisiopatologia da EHNA. Essa associagdo tem como uma possivel explicagdo a
expressdo concomitante de 1-alfa-hidroxilase e o receptor de vitamina D (VDR)
em células betapancreaticas, existindo uma relacdo entre niveis baixos de

vitamina D e fungéo prejudicada das células betapancreaticas®”.
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Embora existam alguns estudos publicados sugerindo a associagdo entre
DHGNA e hipovitaminose D, outros estudos, incluindo um estudo
epidemioldgico, falam contra a associagdo. Ademais, a hipovitaminose D
tornou-se também uma endemia nos dias atuais mesmo em paises tropicais, o
que tem levado ao questionamento sobre quais niveis séricos de vitamina
seriam anormais e associados a condi¢gdes patoldgicas. Neste contexto, o
presente estudo objetiva avaliar os niveis séricos da vitamina D e relaciona-los
aos parametros clinicos laboratoriais de gravidade da DHGNA e a presencga de
comorbidades podendo, eventualmente, contribuir para o melhor conhecimento
fisiopatologico da DHGNA.

1.2 - Doencga Hepatica Gordurosa Nao-Alcodlica
1.2.1 - Definicao

Em 1980, o termo esteato-hepatite ndo-alcodlica foi criado para descrever uma
nova sindrome em pacientes, geralmente do sexo feminino e obesas (na
maioria das vezes diabéticas), com biopsia compativel a hepatite alcodlica, na
auséncia de uso de alcool®" Atualmente, a DHGNA é definida pela presenca
de esteatose macrovesicular igual ou superior a 5% nos hepatocitos em
individuos que ndo consomem ou consomem pouco alcool (abaixo de 20
gramas/dia para mulher e 30 gramas/dia para homem) e que n&o possuem
outros fatores causais para o deposito de gordura hepatica como
medicamentos esteatogénicos ou desordens hereditarias'”, estando a DHGNA
relacionada & obesidade, DM tipo 2 e sindrome metabolica (SM)®). E dividida
em dois principais subtipos: esteatose hepatica n&o-alcoodlica (esteatose
simples) forma n&o progressiva da DHGNA, que raramente leva ao
desenvolvimento da cirrose, e a EHNA, forma progressiva da DHGNA, que
ocasiona a cirrose, carcinoma hepatocelular e esta relacionada a mortalidade
hepatica® (Figura 1).
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A EHNA ¢é caracterizada pela presenca de esteatose, balonizagao,
degeneragcdo e inflamacédo lobular, com ou sem fibrose, na histologia

hepatica!'®"".
Figura 1 — Historia natural da DHGNA
Alcoodlica N&o progressiva
Esteatose
N3ao - alcodlica Esteato-hepatite Fibrose
Cirrose
Carcinoma Hipertensao Portal
Morte

Fonte: Adaptado de: Therapeutics and Clinical Risk Management, 2007. 3(6): p. 1153-1163.
1.2.2 - Epidemiologia

A DHGNA era praticamente desconhecida antes da década de 80, entretanto,
atualmente, é reconhecida como a doenga hepatica crénica mais comum nos
Estados Unidos e em diversas partes do mundo''?. Segundo dados da
pesquisa nacional sobre saude e nutricdo dos Estados Unidos, a proporcéo de
DHGNA entre as doencas hepaticas aumentou de 47% para 75% entre 1988 e
2008"®. A razao mais provavel para esse aumento deve-se ao aumento da
prevaléncia de fatores de riscos metabdlicos, assim como ao envelhecimento
da populagdo. Ao longo do mesmo periodo (1988-2008), a prevaléncia das
cinco condi¢gdes para SM aumentou substancialmente: obesidade (21% para
33%), obesidade visceral (35% para 51%), DM tipo 2 (5,6% para 9,1%), RI
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(23% para 35%) e hipertensdo arterial sistémica (HAS) (22 para 34%)". Em
pacientes com esteatose, a prevaléncia de obesidade e DM tipo 2 varia de 30%

a 100% e de 10% a 75% respectivamente®.

A prevaléncia de DHGNA varia amplamente dependendo da populagdo
estudada e dos métodos diagndsticos utilizados!""'®. Estima-se que 20% a 30%

) Um estudo

dos adultos em paises desenvolvidos apresentam DHGNA!
realizado no Brasil, que incluiu 437 pacientes com DHGNA avaliados por
biépsia hepatica, evidenciou a presenga de esteatose simples em 42% dos
pacientes e presengca de EHNA em 58%, sendo que 27% desses também
apresentavam fibrose. A cirrose foi observada em 154% e o carcinoma
hepatocelular em 0,7% dos pacientes!’®. Considerando dados globais, a
prevaléncia presumida de DHGNA esta entre 6% a 33%, com média de 20%, a
prevaléncia estimada de EHNA é notavelmente mais baixa, estando entre 3% a

5%,

Recentemente, ha um aumento de DHGNA especialmente em adolescentes e
idosos. Um estudo de coorte Australiano mostrou presenca de 12,8% de
DHGNA em adolescentes, sendo maior em meninas do que em meninos
(16,3% versus 10,1%). Observou-se, neste estudo, elevagdo da incidéncia de
DHGNA relacionada ao aumento do indice de massa corporal (IMC)"". Em
outro estudo, realizado em Roterda, observou-se incidéncia de 35% de DHGNA
em pacientes idosos (média de idade de 76 anos)!"®.

Em uma coorte de base comunitaria, individuos com DHGNA apresentaram
taxa de mortalidade maior quando comparados a populagdo em geral. Neste
estudo, a doencga hepatica foi a terceira causa mais comum de morte em
individuos com DHGNA enquanto, na populagdo em geral, foi a décima terceira
principal causa de morte®.
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1.2.3 - Etiopatogenia

A patogénese da DHGNA foi descrita primeiramente como modelo de dois
“golpes” por Day e James em 1988!"9). A obesidade e RI sdo os principais
fatores de risco para o desenvolvimento da DHGNA, uma vez que ocasionam
mudangas em vias metabodlicas hepaticas, resultando em acumulo intra-

hepatico de triglicerideos e lipotoxicidade®®®.

Na DHGNA, o acumulo de gordura hepatica € proveniente do aumento do
fornecimento de acidos graxos livres para o figado, aumento da sintese,
reducdo da liberagdo de triglicerideos pelas lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL) e redugdo da beta-oxidagdo®". Universalmente, os
pacientes com DHGNA tém RI, o que aumenta a lipdlise do tecido adiposo. Os
acidos graxos livres serédo absorvidos pelo figado e podem causar peroxidagéao
lipidica, elevando a producdo de citocinas pré-inflamatérias'®?. O aumento de
acidos graxos livres pode ultrapassar a beta-oxidagdo mitocondrial, elevando

ainda mais o estresse oxidativo e inflamagao®?.

A lipogénese de novo hepatica também contribui para o desenvolvimento de
esteatose, ocorrendo devido associagdo da hiperinsulinemia com RI, que
estimula as enzimas na via de lipogénese de novo, aumentando a produgéo e
armazenamento de triglicerideos. Na DHGNA, a lipogénese de novo contribue
para 26% do acumulo hepatico de triglicerideos, o qual representa menos de
5% em individuos saudaveis®®. A hiperinsulinemia pode levar a redugdo de
liberagdo de VLDL®?, ocasionando actmulo de triglicerideos no figado®®,

explicando o primeiro “golpe” para evolugao da DHGNA.

A inflamacdo ou esteato-hepatite depende de inumeros fatores como a
presenga de acidos graxos livres, citocinas pro-inflamatérias e adipocinas,

estresse oxidativo e disfungao mitocondrial®".

As citocinas podem explicar o segundo “golpe” na evolugdo da DHGNA por
razbes semelhantes ao estresse oxidativo e peroxidagao lipidica. Elas séo
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capazes de desenvolver todas as caracteristicas histoldgicas classicas da
EHNA, incluindo a morte/apoptose dos hepatécitos pelo fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), quimiotaxia de neutréfilos por interleucina-8 (IL-8),
ativacdo de células estreladas hepaticas (HSCs) por TNF-a e pelo fator de
transformacgao do crescimento beta e formagao de corpos de Mallory pelo fator
de transformacéo do crescimento beta®”. Alguns efeitos do TNF-a podem ser
desencadeados pelo aumento da produgao mitocondrial de espécies reativas
de oxigénio®®.

O aumento das citocinas pré-inflamatérias como TNF-a e IL-6, produzidas pelo
figado e pelo tecido adiposo, ocorre pela ativagao de fator nuclear kappa B (NF-
Kb)?? devido a peroxidagdo lipidica ou ativagdo de receptores Toll-like
(TLRs)®®). O aumento de TNF-a e IL-6 também estdo associados a RI pela
interferéncia na sinalizacdo de insulina®. Por outro lado, a adiponectina®® é
produzida pelo tecido adiposo e € uma adipocina anti-inflamatéria que pode
aumentar a sensibilidade a insulina®?, entretanto na DHGNA ocorre redugdo
da adiponectina o que diminui a oxidagao de acidos graxos e a gliconeogénese
hepatica®?. O papel de outras adipocinas, como visfatina, leptina e resistina

ainda s3o controvérsos®?,

Outro fator relacionado a etiopatogenia da DHGNA ¢é a predisposigéao
genética®. Considerando a complexidade dos mecanismos envolvidos,
dificilmente é identificado apenas uma alteragdo genética como causa unica da
doenga. Portanto, muitos genes, relacionados n&o apenas a acumulagéo de
gordura, mas também aos diferentes mecanismos implicados na progressao da
doenga, sdo avaliados e alguns polimorfismos capazes de aumentar a
gravidade da DHGNA s3o identificados®?.

Recentemente, ha evidéncia de associagao entre microbiota intestinal e a
patogénese da DHGNA. A microbiota intestinal pode desempenhar um papel
no desenvolvimento da DHGNA, entretanto, poucos estudos humanos tém sido
realizados e a maioria é transversal®). Um estudo sugeriu associacdo entre

baixa porcentagem de bacteroidetes fecal e a presenca de EHNA,
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independente da dieta ou IMC®*. QOutras condi¢gdes, como fatores ambientais
e deficiéncia de vitamina D, tém sido associados ao desenvolvimento da
DHGNA(24, 35-37).

1.2.4 — Diagnéstico

A triagem para DHGNA dever ser feita em individuos com aumento persistente
e inexplicavel dos niveis séricos de alanina amino transaminase (ALT), em

obesos, diabéticos ou que apresentem SM®©839)

, entretanto, a maioria dos
pacientes com DHGNA sao assintomaticos e a doenga € detectada por exames
de sangue de rotina ou exames de imagem®“?. Em alguns casos, os pacientes
apresentam leve fadiga ou leve desconforto abdominal no quadrante superior

direito"?.

Apesar da impossibilidade atual de diagnosticar a DHGNA apenas por exame
de sangue, a elevacdo das transaminases pode ser usada como primeiro
passo*’. Niveis elevados de ALT e aspartato aminotransferase (AST), na
auséncia de outra doenca hepatica, podem sugerir DHGNA“" e tém sido
encontrados em, aproximadamente, 50% dos pacientes com esteatose simples
e em 80% dos pacientes com EHNA“?. Uma proporcdo de AST/ALT inferior a
1 é observada na DHGNA e indica EHNA. Entretanto, é importante relatar que
pacientes com niveis de transaminases normais e esteatose hepatica em
exame de imagem podem apresentar EHNA“?). Os niveis séricos de gama
glutamil transferase (GGT) estdo, na maioria das vezes, elevados, assim como
os niveis de fosfatase alcalina (FA) podem estar aumentados até duas vezes o

limite superior normal®.

Nos ultimos anos foram desenvolvidos métodos ndo invasivos para evidenciar
o nivel de inflamagao/fibrose?. Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD)
fibrosis score (NFS) inclui seis variaveis: idade, hiperglicemia, IMC, contagem
de plaquetas, albumina e relacdo AST/ALT. A formula da NFS é = -1.675 +
0.037 x idade (anos) + 0.094 x IMC (Kg/m?) + 1.13 x glicemia de jejum alterada
(GJA)/diabetes (SIM = 1; NAO = 0) + 0.99 x relagdo AST/ALT - 0.013 x
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plaquetas (x 10%L) - 0.66 x albumina (g/dL)*". Esse score é usado para
classificar a probabilidade de fibrose, sendo < -1,5 para probabilidade baixa, > -
1,5 a < 0,67 para probabilidade intermediaria e > 0,67 para probabilidade altar
Um estudo realizado no Japao validou o NFS mostrando sua sensibilidade,
especificidade, seus valores preditivos positivos e negativos para fibrose
hepatica avangada de 100%, 83%, 63% e 100%, respectivamente®®.

A ultrassonografia (US) abdominal € um método amplamente utilizado para a
primeira constatacdo de esteatose hepatica na pratica clinica, tendo
sensibilidade de 89% e especificidade de 93%, entretanto, tem sua
significancia reduzida quando a gordura nos hepatocitos esta abaixo de
30%!"24®) pois ndo consegue detecta-la. Além disso, ndo consegue mensurar,
de maneira confiavel, o nivel da esteatose. A espectroscopia por ressonancia
magnética é um método de imagem altamente sensivel e quantitativo, porém o
custo e disponibilidade restringem seu uso na pratica clinica. A elastografia
transitéria utilizando FibroScan € uma ferramenta util para a avaliacdo da

rigidez do tecido refletindo a fibrose hepatica®”

. Ela tem sido amplamente
utilizada para estimar o grau de fibrose hepatica em pacientes com hepatite B e
hepatite C“®). Diversos estudos sobre elastografia transitéria na DHGNA
relatam que a mensuragédo da rigidez do figado pode refletir com precisdo o
grau de fibrose hepatica®. As Diretrizes de Pratica Clinica da Associacéo
Europeia para Estudo do Figado em testes ndo-invasivos para avaliagdo da
gravidade e prognostico da doenga hepatica indicam que a elastografia
transitéria € menos validada na DHGNA devido ao pequeno numero de estudos
publicados®. A bidpsia hepatica continua sendo a ferramenta mais sensivel
para o diagnostico e acompanhamento na DHGNA, considerada como padréo
ouro para distinguir a esteatose simples da EHNA. Todavia, € um método
invasivo e dispendioso, ndo sendo indicado rotineiramente para rastreio e

monitorizacdo®".

O Pathology Committee of the nonalcoholic steatohepatitis (NASH) Clinical
Research Network (CRN) propés um sistema, denominado non-alcoholic fatty
liver disease (NAFLD) activity score (NAS), que considera os seguintes
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paramentros para diagnodstico de EHNA: esteatose (0-3), inflamacéo lobular (0-
3) e balonizacgdo (0-2), sendo EHNA diagnosticada quando o score € superior
ou igual a 5"2. A biopsia hepatica é considerada padrao ouro para diagnéstico

de EHNA, porém a procura por métodos menos invasivos continua.
1.2.5 — Tratamento

O tratamento da DHGNA inclui diversas alteracbes como mudanga no estilo de
vida, com perda de peso gradual, e aumento da atividade fisica, sendo que a
reducdo de 7 a 10% do peso leva a melhora significativa na histologia hepatica
em pacientes com EHNA®?. Nao ha ainda medicamento recomendado
especificamente para DHGNA. Entretanto a partir do aumento de casos
avancados da doenga, que hoje esta entre as principais indicagbes de
transplante hepatico, existe consenso quanto a necessidade de tratamento
medicamentoso e a abordagem da EHNA é atualmente considerada uma
necessidade médica ndo atendida. Dentre as medidas para reducéo do risco
da DHGNA mostrou-se aconselhavel um aumento da ingestdo de acidos
graxos poliinsaturados e monoinsaturados, incluindo 6mega-3. Ha estudos com
componentes bioativos e antioxidantes que teriam possiveis efeitos benéficos
na prevengao e tratamento da doenga, como vitamina E, polifendis, selénio,

ferro e resveratrol®?.

Os sensibilizadores de insulina e agentes hepatoprotetores estado incluidos na
terapéutica farmacolégica, porém, ndo sao indicados para todos os casos de
DHGNA. A pioglitazona pode ser utilizada para tratar aqueles pacientes com
EHNA comprovada por biopsia hepatica, entretanto, pouco se sabe a respeito
da seguranca e eficacia do uso dessa droga a longo prazo". Devido as
fungdes da vitamina D na regulagdo da proliferacdo e diferenciagéo celular,
propriedades imunomoduladora, antiinflamatéria e antifibrética, a reposigao de
vitamina D tem sido também estudada como tratamento da DHGNA®*.
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1.3 — Vitamina D e Doenga Hepatica Gordurosa Nao-Alcodlica
1.3.1 - Definigcao e Metabolismo

A vitamina D é uma vitamina lipossoluvel. Embora existam diversas formas, a
vitamina D2 (ergocalciferol) e a vitamina D3 (colecalciferol) sdo as duas
principais. A vitamina D2 é produzida por alguns organismos de fitoplancton,
invertebrados e leveduras em resposta a radiagdo ultravioleta, mas nao é
constitutivamente produzida por vertebrados, sendo explorada comercialmente
e usada para fortificacdo e suplementacdo. A vitamina D3, por outro lado,
origina-se na pele da maioria dos vertebrados incluindo os seres humanos,
apos a radiagao ultravioleta B ao 7-deidrocolesterol. A vitamina D2 da dieta é
absorvida pelo intestino delgado e incorporada em quilomicrons, os quais séo
transportados ao figado ligados a proteina ligadora de vitamina D. No figado,
as duas formas de vitamina D (da pele e da dieta) sdo metabolizados pela 25-
hidroxilase (CYP2R1), para 25-hidroxivitamina D (25(OH)D), maior metabdlito
circulante e o indicador de reserva de vitamina D mais usado. A 25(OH)D é
transportada aos rins onde passa por hidroxilagdo pela 1-a-hidroxilase
(CYP27B1), transformando-se em sua forma biologicamente ativa, 1-a,25-
diidroxi-vitamina D (1,25(OH)2D ou calcitriol). Finalmente, por meio da ligagdo
do receptor de vitamina D, a 1,25(0OH),D & capaz de exercer sua agao
bioldgica. A sintese de 1,25(0OH),D é regulada pela atividade da 1-a-hidroxilase
(CYP27B1) e da 24-hidroxilase (CYP24A1), sendo esta ultima responsavel por
tornar a 1,25(0OH);D em hidrossoluvel e biologicamente inativo acido calcitréico
o qual é, posteriormente, excretado pela bile. O hormdnio da paratiredide
(PTH), a 1,25(OH).D e o fator de crescimento fibroblastico 23 s&o os principais
reguladores dessas enzimas. A 1,25(0OH);D tem sua sintese reduzida mediante
a inibicdo de feedback, mas também por inibicdo do PTH, o qual € o principal
estimulo para a transcricdo de 1-a-hidroxilase (CYP27B1). O fator de
crescimento fibroblastico 23, secretado pelos osteoblastos, atua nos rins para
suprimir a expressao renal de 1-a-hidroxilase (CYP27B1) e promover a
atividade da 24-hidroxilase (CYP24A1), resultando na diminui¢do da produgéo
de 1,25(0OH),D'"*®), representado pela figura 2.
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Figura 2 — Sintese e metabolismo da Vitamina D
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1.3.2 - Fungodes da Vitamina D

A vitamina D é conhecida, tradicionalmente, por apresentar a funcdo de
regulagdo de calcio e fosforo para a mineralizagdo saudavel dos 0ss0s®),
entretanto, nas ultimas décadas, um crescente interesse tem surgido em
relacdo ao papel desenvolvido pela vitamina D no metabolismo de diferentes
orgaos e sistemas humanos (quadro 1). Ha uma interagao bioldgica complexa
entre a vitamina D e o organismo, estando seus receptores envolvidos em

diversas vias de sinalizagao®”).
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Quadro 1 — Doengas associadas a deficiéncia de vitamina D

Sistemas Doencgas associadas
Cardiovascular Doenca cardiovascular, hipotensao ortostatica.
Respiratorio Bronquiectasia, asma, fibrose cistica, bronquiolite,
apnéia obstrutiva do sono.
Gastrointestinal Doenca inflamatdria intestinal, hepatite cronica,
cirrose hepatica, pancreatite.
Neuroldgico Esclerose multipla, miastenia gravis, depressao.

Musculo-esquelético Fraqueza muscular, osteoartrite, artrite reumatdide,
artrite juvenil.

Metabolico SM, DM,  nefropatia diabética, infertilidade
(masculina), doenga renal crénica.

Pele Psoriase, lupus eritematoso sistémico, eczema

Outros Cancer de mama, colorretal, ovario, pulmao e
préostata.

Fonte: Age and Ageing, 43(5): p. 589-591®".

A descoberta de expressao de VDR em diversos tecidos tem estimulado o
estudo das propriedades pleiotropicas da vitamina D e introduziu a idéia de
atividade paracrina/autocrina em regular a proliferagdo celular, diferenciagéo e

apoptose®?.

O receptor da vitamina D pertence a superfamilia dos receptores nucleares dos
fatores reguladores da transcricdo dos hormoénios esteroides, acido retinoico,

horménio tiroidiano e vitamina D. Ap6s a ligagao da 1,25(0OH),D com o VDR,

este interage com o receptor do acido retinoico, formando um complexo
heterodimérico (RXR-VDR) que, por sua vez, se liga a sequéncias especificas
do DNA, conhecidas como elemento responsivo a vitamina D (VDRE). Os
principais 6rgéos-alvo para a 1,25(OH)2D sao o intestino, o 0sso, as glandulas

paratiroides e o rim. Entretanto, a presenca de seus receptores foi

demonstrada em varios outros tecidos®?.
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1.3.3 - Epidemiologia e diagnéstico da hipovitaminose D

A deficiéncia de vitamina D esta associada a fragilidade 6éssea em criangas e
adultos e ao aumento do risco de doengas crénicas como DM tipo 1 e tipo 2,

doenca cardiovascular, doenga hepatica e cancer®>°".

As fontes de vitamina D s&do a produgdo cutanea (exposicdo a luz solar),
principal fonte, e a dieta, porém, apenas alguns alimentos a contém
naturalmente, e poucos sao ricos em vitamina D. No Brasil, a dieta é,
normalmente, pobre em vitamina D®?. Alguns fatores que interferem nos niveis
séricos de vitamina D s&o baixa exposigdo solar, tipo de pele
(hiperpigmentagao), baixa ingestdo alimentar, poluicdo, uso de protetor solar,
tabagismo, envelhecimento, ma absorcdo intestinal, doenga renal, doenga
hepatica, medicamentos, fatores genéticos e obesidade, podendo influenciar na

sintese ou alterar o metabolismo da vitamina(©64%,

O maior metabdlito de vitamina D circulante & 25(OH)D, com meia vida sérica
de 3 semanas, refletindo a entrada de vitamina D da sintese cutanea e da
ingestao alimentar. O nivel sérico de 25(OH)D € a medida padréo do status de
vitamina D. Embora 1,25(0OH)2D seja a forma ativa de vitamina D, o mesmo
nao deve ser usado para determinar o status pois geralmente esta normal ou,

até mesmo, elevado em pacientes com deficiéncia de vitamina D®'%.

Os niveis séricos de vitamina D sdo classificados como deficiéncia,
insuficiéncia ou suficiéncia®®. Apesar de n3o haver consenso quanto ao
valor de corte para a definigao “suficiéncia em vitamina D”®"%®) os valores mais
discutidos em literatura, baseados em estudos populacionais com énfase na
saude d6ssea e homeostase do calcio, variam de 20 a 32 ng/mL (50 a 80

nmol/L)®".

Muitos especialistas afirmam que, para a correcdo do hiperparatireoidismo
secundario, reducado do risco de quedas e fraturas e a maxima absorgdo de
calcio, o melhor ponto de corte de 25(0OH)D é de 30 ng/mL (75 nmol/L)®7).
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Assim, concentracdes séricas abaixo de 20 ng/mL (50 nmol/L) sao
classificadas como deficiéncia, entre 20 e 29 ng/mL (50 e 74 nmol/L) como
insuficiéncia e entre 30 e 100 ng/mL (75 e 250 nmol/L) como suficiéncia.
Concentracdes séricas de 25(OH)D abaixo de 30 ng/mL (75 nmol/L) séo
consideradas por muitos autores como hipovitaminose D®%%®). Esses valores
foram reconhecidos pela diretriz da Endocrine Society®®, porém estédo
diferentes dos valores aceitos pelo Institute of Medicine, que classifica como
suficiéncia, valores acima de 20 ng/mL; deficiéncia, valores inferiores a 12
ng/mL e risco cardiovascular, valores acima de 50 ng/mL®®®%) Entretanto &
discutido atualmente que a maioria da populagdo apresenta necessidade de
vitamina D menor ou igual 20 ng/mL. Além disso, considerando-se a definicao
de necessidade média estimada (EAR) de nutrientes, aproximadamente
metade da populagdo apresentaria necessidade de 16 ng/mL ou menos de
vitamina D", O objetivo para niveis sericos de vitamina D seria, portanto,
niveis acima da EAR, que significa valor de ingestdo de nutrientes estimado
para atender a necessidade de metade dos individuos saudaveis em um

determinado grupo‘’?

, € nao acima da ingestdo dietética recomendada
(RDA)", recomendacdo que atende nivel médio diario de ingestdo alimentar
suficiente para satisfazer a necessidade de nutrientes de quase todos (97% a

98%) individuos saudaveis em um determinado grupo!?.

A mensuragao da concentragdo do paratorménio, citado por alguns autores,
para identificacdo dos niveis ideais de vitamina D & outro método considerado
controverso, pois a relagao entre 25(OH)D e paratorménio € inconsistente e

nenhum limiar claro que define “suficiéncia” foi estabelecido!™.

A prevaléncia da deficiéncia de vitamina D varia entre 52 a 72% como indicado
por diversas pesquisas nacionais sobre saude e nutricdo envolvendo diferentes

) Nas Ultimas duas décadas,

paises, sendo um problema de saude publica’
diversos estudos epidemiolégicos nos Estados Unidos, Canada, Reino Unido e
Nova Zelandia tém mostrado que 52-77% da populagcdo destes paises
apresentam niveis de 25(OH)D inferiores a 30 ng/mL e 18% a 36% apresentam

niveis inferiores a 20 ng/mL. Na Australia, a deficiéncia de vitamina D tem sido
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identificada em alguns subgrupos, incluindo negros, idosos e individuos que

vivem em lares de idosos!®.

No Brasil, estudos recentes tém mostrado alta prevaléncia de hipovitaminose D
em diferentes faixas etarias e em ambos os sexos. Os niveis séricos de
25(0OH)D estavam inferiores a 20 ng/mL em 60% de 136 estudantes higidos (64
meninos e 72 meninas) com idade entre 16-20 anos em Sdo Paulo!”), e em
57% de 73 médicos de um hospital geral em Porto Alegre!’®. Em uma coorte
de 102 idosos saudaveis, com idade média de 77 anos, do Sul do Brasil, 86%
apresentavam niveis de 25(OH)D abaixo de 20 ng/mL. Os niveis de 25(0OH)D

nao foram associados a idade, sexo ou exposicéo solar no estudo!’®.

Quando a EAR é utilizada para avaliacdo de hipovitaminose, a frequéncia de
risco de deficiéncia e de deficiéncia € bem menor, Nos ultimos anos, segundo
dados da pesquisa nacional sobre saude e nutricdo dos Estados Unidos de
2007 a 2010, considerando pontos de corte baseados na EAR, apenas 13%
dos americanos de 1 a 70 anos de idade estdo “em risco” para vitamina D
inadequada e menos de 6% da populagao apresentam deficiéncia de vitamina

D (niveis séricos de 25(0OH)D menor que 12,5 ng/mL)".

1.3.4 - Vitamina D na DHGNA

A evolucdo da inflamag&o hepatica na DHGNA e a progressédo da esteatose
simples para EHNA e fibrose é complexa®”, como pode ser visto na figura 3.
Como a compreenséo da patogénese da EHNA continua em desenvolvimento,
a vitamina D emerge como um potencial co-fator no desenvolvimento e
progressdo da DHGNA®®),

Dados epidemiolégicos sugerem que niveis séricos baixos de 25(OH)D estéo
associados a DHGNA, diagnosticada por métodos bioquimicos, imagem ou
biépsia hepatica. Uma meta-analise recente mostrou que individuos com
DHGNA apresentavam 26% a mais de probalidade de serem deficientes em
vitamina D quando comparados ao grupo controle®?.
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Figura 3 — Efeito metabdlico, anti-inflamatdrio e anti-fibrotico na vitamina D
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Os efeitos biologicos da vitamina D sdo mediados pelo VDR, um fator de
transcricdo que pertence a familia de receptores hormonais nucleares®?. O
VDR é expresso em quase todas as células humanas e parece participar, de
maneira direta ou indireta, da regulagdo de cerca de 3% do genoma
humano®®. Como varios outros membros dessa familia de receptores, o VDR
age por meio da heterodimerizagdo com uma das trés isoformas do receptor do
retinoide X (RXR)®). Assim, em sua estrutura, ele apresenta dominios
especificos para o acoplamento da 1,25(0OH);D, heterodimerizagdo com o RXR,

ligacdo ao DNA e ativagdo da transcrigao®®.

A 1,25(0OH).D liga-se a porgéo hidrofobica do VDR induzindo uma mudanca
conformacional e formacdo do complexo transcricional hormonio-receptor®®.
Esse complexo hormoénio-receptor € heterodimerizado com o RXR e esse
heterodimero 1,25(0OH),D-VDR-RXR acopla-se a uma sequéncia especifica do
DNA nos seus genes-alvo, denominada elemento-resposta da vitamina D
(VDRE)®). Entretanto, para promover a ativacdo ou a repressdo génica, o
heterodimero recruta complexos de proteinas co-regulatérias®®. Essas

moléculas coativadoras (como alguns membros da familia do coativador de
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receptores de esterdides (SRC) e do NCoA-62) e co-repressores (como nuclear
receptor correpressor (NcoR) e mediador do silenciador do receptor de
horménio tireoidiano e retindides (SMRT)) do VDR é que permitem a ligagcéo
entre o receptor e a maquinaria de transcricdo, desencadeando a resposta
bioldgica®®.

Estima-se que o VDR regula mais de 200 genes envolvidos no metabolismo da
glicose e lipidio®”, inflamacdo, proliferacdo e diferenciagcdo celular e

88)

apoptose! Estudo prévio mostrou associacéo direta entre niveis séricos de

vitamina D e adiponectina, estando niveis baixos de ambas relacionadas ao

aumento da obesidade®®

. A adiponectina € uma adipocitocina anti-inflamatoéria
que desempenha sua funcdo através de dois receptores. A obesidade esta
associada a hipoadiponectinemia e os niveis de adiponectina aumentam apods
a perda de peso®). A adiponectina leva ao influxo de Ca®" extracelular pelo
receptor de adiponectina 1, que € necessario para a ativagcdo da proteina
quinase por meio da adenosina monofosfato (AMPK) e Sirtuina 1 (Sirt1)®". A
delecdo especifica de hepatécitos de Sirt1 leva ndo apenas a esteatose
hepatica, mas também ao estresse do reticulo endoplasmatico e a inflamacéao

hepatica®?.

Outra associacao da vitamina D, relacionado ao desenvolvimento da DHGNA,
estd no controle do metabolismo glicidico podendo relacionar a Rl. As
evidéncias atuais sugerem que a influéncia da 1,25(OH),D na homeostase
glicidica seja mediada por agbes diretas nas células betapancreaticas, as quais
expressam CYP27B1 e VDR. Os provaveis mecanismos envolvidos no controle
da sintese e secrecdo da insulina envolveriam a modulacdo do influxo e da
reserva de Ca®* no citossol, por mecanismos rapidos nao gendémicos do VDR
na membrana das células betapancreaticas, facilitando a clivagem da
proinsulina em insulina pelas endopeptidases calcio-dependentes e

estimulando a exocitose dos granulos de insulina®?.

Embora diversas pesquisas relatam associagédo entre niveis séricos baixos de

\(94.95,96,97.98)

vitamina D e desenvolvimento de DHGN , um estudo, com 239



33

individuos, ndo encontrou relagédo entre Rl, quantidade de gordura hepatica ou

gravidade da EHNA com hipovitaminose D% O quadro 2 relaciona os estudos

publicados que correlacionam os niveis séricos de vitamina D e DHGNA.

Quadro 2 — Estudos sobre niveis de vitamina D e DHGNA

Autor (ano) Titulo N Método Resultados
Bril, F., et al. | Relationship of 239 Realizacédo de Clamp Individuos com
20159 vitamin D with individuos euglicémico EHNA
insulin hiperinsulinémico para apresentavam
EUA resistance and RI, de espectroscopia maior RI, mas
disease severity por ressonancia concentracdes de
in non-alcoholic magnética para vitamina D foram
steatohepatitis. acumulo de gordura similares entre os
hepatica, absorciometria grupos. Sugere
de raios-x de dupla auséncia de
energia para gordura relacdo dos niveis
corporal total e bidépsia | séricos de vitamina
hepatica para gravidade D com R,
da doencga hepatica. quantidade de
Deficiéncia vitamina D gordura hepatica
(=20 ng/mL), ou gravidade da
insuficiéncia (21-29 EHNA.
ng/mL) e suficiéncia (2
30 ng/mL).
Avaliagéo de pacientes
com EHNA e sem
EHNA.

Klcukazman, | The association 211 Individuos atendidos no Grupo DHGNA
M. et al. of vitamin D individuos ambulatorio de com vitamina D
(2014)4 deficiency with | (57 controle e endocrinologia e significativamente

. nonalcoholic 154 DHGNA). gastroenterologia, menor que grupo
Turquia fatty liver Sem histéria realizado analise controle
disease de bioquimica de 25(OH)D, | (p<0,0001). Sem
alcoolismo, com intervalo de diferencas de
doenga normalidade de 30-100 | género, idade ou
hepatica ou | ng/mL, e US abdominal. IMC entre os
suplemento grupos.
de vitamina D
Dasarathy J. | Hypovitaminosis 148 Analise bioquimica de Vitamina D foi,
etal. 2014 | Dis associated | individuos | 25(OH)D, utilizagdo de | significativamente,
EUA with increased | com DHGNA NAS CRN para menor no grupo
o whole body fat | por bidpsica | classificagado da biopsia | DHGNA vs grupo
mass and (81 com e analise de imagens da | controle. Aumento
greater severity | EHNA e 67 tomografia do NAS associado
of non alcoholic com computadorizada do a concentragdes
fatty liver esteatose). abddémen mais baixas de
disease Grupo vitamina D
controle (p<0,001). Baixos
(n=39) niveis de vitamina
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D associados a
gravidadede da

esteatose,
balonizacao e
fibrose (p<0,05).
Hao, Y., etal. | Serum vitamin 514 Analise de enzimas Média dos niveis
201409 D is associated | individuos | hepaticas, realizacdo de séricos de
_ with non- (22a79 US abdominal para 25(0OH)D3 foi de
China alcoholic anos), IMC | diagnosticar DHGNA, | 15.32+5.77 ng/mL.
fatty liver normal, 438 calculo de indice de O grupo DHGNA
disease in sem DGHNA gordura hepatica e niveis séricos de
Chinese males e 76 com verificagdo de 25(0OH)D3
with DHGNA 25(0OH)D3 sérico por menores Vs grupo
normalweight eletroquimioluminescén sem DHGNA
and liver cia (p=0,002). Relagao
enzymes inversa entre niveis
de vitamina D e
DHGNA, mesmo
em individuos com
IMC normal.
Lu, Z., etal. Serum vitamin | 451 mulheres Realizacao de Mulheres obesas
2015!1%0 D levels are apos ressonancia magnética | vs sem obesidade
_ inversely related | menopausa — e US abdominal. abdominal
China with non- (45 a 74 Mulheres com area de menores niveis
alcoholic fatty anos). gordura visceral > 80 séricos de
liver disease Participantes | cm classificadas como 25(0OH)D3
independent of do estudo obesidade abdominal. (p<0,01). Niveis
visceral obesity com verificagdo de sericos de
in Chinese obesidade de 25(0OH)D3 sérico por 25(0OH)D3
postmenopausal | Shanghai. eletroquimioluminescén menores sexo
women (157 com cia feminino (p<0,05).
DHGNA).
Chung, G.E,, The serum 5409 Realizagado de US Correlagao inversa
et al. 2016°" | vitamin D level individuos abdominal para entre DHGNA e
is inversely (1606 com diagnostico de DHGNA | niveis de vitamina
Coreia do Sul correlated with DHGNA e e verificacdo de D ap6s ajuste para
nonalcoholic 3749 sem 25(OH)D3 sérico por sexo e idade.
fatty liver DHGNA) — | eletroquimioluminescén Prevaléncia de
disease. idade cia DHGNA
51.7£10.3 inversamente de
anos. aos niveis séricos

de vitamina D
(p<0,001). Sugere-
se que a vitamina

D tenha efeito

protetor no
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desenvolvimento

da DHGNA.

. The 102 criangas | Criancas com DHGNA | 78% das criancas
Hourigan, Relationship | —idade entre | por biépsia. 25(0OH)D3 apresentavam
S.K, e(:1to1a)l. between 2 a 18 anos sérico por deficiéncia ou

2015 Vitamin D quimioluminescéncia. insuficiéncia de
EUA Status and Non- Analisados dados vitamina D. Nao foi
alcoholic Fatty demograficos, encontrado
Liver Disease in antropomeétricos e associacao entre
Children. marcadores deficiéncia de
laboratoriais. Trés vitamina D e
categorias de niveis de gravidade da
vitamina D: deficiéncia doenca por
(=20 ng/mL), biopsia. Maiores
insuficiéncia (21-29 niveis de
ng/mL) e suficiéncia (2 triglicerideos em
30 ng/mL). criangas com
deficiéncia de
vitamina D
(p=0.004)
Souza, W.N., Association 281 Paréametros IMC interage com
etal. 2016®® |  petween 25- individuos antropomeétricos, niveis de 25(0OH)D
o hydroxyvitamin entre 20 a 59 megiigéo de pressao niveis, modulando
D and anos arterial, e uma a_mpstra ~a respos.ta
. de sangue em jejum inflamatoria e
inflammatory foram recolhidos. afetando os niveis
biomarker levels A concentragao de plasmaticos de IL-
in a cross- 25(0OH)D, os niveis 6, TNF-a, e os
sectional plasmaticos de niveis de
population- _ biom,a.rcadores , adiponectina
based study, inflamatorios .(protelna
S30 Paulo C-reactiva,
o IL -1B, IL-6, IL-8, IL-10,
Brazil.

factor de necrose
tumoral a, IL-12p70,
adiponectina,
proteina-1 de
monadcitos, molécula de
adesao intercelular-1, e
molécula de adesao
soluvel intercelular 1), e
de lipidios no sangue
foram
avaliados.
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A suplementagdo de vitamina D é recomendada na hipovitaminose D, a
Sociedade de Endocrinologia sugere uso de vitamina D2 ou vitamina D3 para
tratar e prevenir a deficiéncia de vitamina D. Para bebés e criangas de 0 a 1
ano de idade, com hipovitaminose D, deve-se ofertar 2.000 unidades
internacionais (Ul) por dia de vitamina D2 ou vitamina D3, ou 50.000 Ul de
vitamina D2 ou vitamina D3 uma vez por semana, por seis semanas para
atingir niveis séricos de 250OH)D acima de 30 ng/mL, mantendo
posteriormente a oferta de 400 a 1.000 Ul por dia. Para criancas de 1 a 18
anos de idade, com hipovitaminose D, deve-se ofertar 2.000 Ul por dia de
vitamina D2 ou vitamina D3 por, pelo menos, seis semanas, ou 50.000 Ul de
vitamina D2 uma vez por semana por, no minimo, seis semanas para atingir
niveis séricos de 25(0OH)D acima de 30 ng/mL mantendo, posteriormente, a
oferta de 600 a 1.000 Ul por dia®®.

Adultos com deficiéncia de vitamina D devem ser tratados com 50.000 Ul de
vitamina D2 ou vitamina D3 uma vez por semana, por oito semanas ou
equivalente a 6.000 Ul de vitamina D2 ou vitamina D3 diariamente para atingir
niveis séricos de 25(0OH)D acima de 30 ng/mL mantendo, posteriormente, a
oferta de 1.500 a 2.000 Ul por dia. Em individuos obesos, com sindromes de
ma absorcao e individuos em uso de medicagao que afeta o metabolismo de
vitamina D, sugere-se dose maior (duas a trés vezes maior, pelo menos 6.000
a 10.000 Ul por dia) para atingir niveis séricos de 25(OH)D acima de 30 ng/mL
mantendo, posteriormente, a oferta 3.000 a 6.000 Ul por dia®?.

A associagao entre niveis séricos de vitamin D e DHGNA tem sido cada vez
mais reconhecida, entretanto os mecanismos que ilustram essa associacao

ainda nao sao totalmente compreendidos!'%?.
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2 - OBJETIVOS

2.1 — Objetivo primario

Avaliar os niveis séricos de vitamina D em pacientes com DHGNA e investigar a
associagao de hipovitaminose D com a gravidade da doenca.

2.2 — Objetivos secundarios

* Verificar a associacdo entre os niveis séricos de vitamina D e a
presenca de comorbidades clinicas em pacientes com DHGNA;

* Verificar a associacdo entre os niveis séricos de vitamina D e os
parametros de atividade da DHGNA (bioquimico e histolégico);

* Relacionar niveis séricos de vitamina D e resisténcia a insulina por meio
do parametro bioquimico HOMA-IR em pacientes com DHGNA.
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3 - METODOS

3.1 — Delineamento do estudo

Trata-se de estudo observacional, de delineamento transversal com inclusao
prospectiva de pacientes, desenvolvido no Ambulatério de DHGNA do Instituto
Alfa de Gastroenterologia do Hospital das Clinicas da UFMG, Belo Horizonte,
Brasil.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (Anexo 1),
CAAE: 35869914.4.0000.5149, todos os pacientes foram convidados a
participar da pesquisa no momento da consulta e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A), apos terem sido esclarecidos
sobre o projeto.

3.2 — Pacientes

Foram incluidos 139 pacientes com DHGNA que estavam em
acompanhamento no ambulatério especializado do Instituto Alfa de
Gastroenterologia do Hospital das Clinicas da UFMG, que satisfizeram os
critérios de incluséo deste estudo.

3.3 — Critérios de inclusao e exclusao

Critérios de inclusao:

1- Esteato-hepatite ou esteatose confirmada por biopsia hepatica
e/ou US abdominal
2- Auséncia de outras hepatopatias associadas, a saber:
* hepatopatia alcoodlica — caracterizada pela ingestdao >20g/dia de
etanol para homens e >10g/dia de etanol para mulheres no

periodo de um ano;
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* hepatite B e C — caracterizadas pela presenga dos marcadores
antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBsAg) e anticorpo
contra o virus da hepatite C (anti-HCV), respectivamente;

* outras hepatopatias: autoimunes, doenca de Wilson, deficiéncia
de alfa1-antitripsina, hemocromatose hereditaria — caracterizadas
pelos marcadores especificos.

3- Auséncia de historia prévia de cirurgia de bypass gastrico ou
bypass jejuno ileal.

4- Auséncia de uso nos Uultimos seis meses de droga que
sabidamente pode causar esteatose hepatica.

5- Auséncia de contato com petroquimicos.
6- Idade igual ou superior a 18 anos.
7- Concordancia em participar do estudo e assinatura do Termo de

Consentimento Livre Esclarecido.

Critérios de exclusao

1- Desisténcia em participar do estudo.
2- Suplementacgao prévia de Vitamina D.

3.4 — Coleta de dados

3.4.1 — Avaliacao clinico-laboratorial

Todos os pacientes foram avaliados clinicamente. Foi investigado o historico de
ingestdo de bebidas alcodlicas. Posteriormente, foram solicitados exames
laboratoriais segundo a rotina do ambulatério de DHGNA: colesterol total e
fragbes, triglicerideos, glicemia e insulina de jejum, AST, ALT, FA, GGT,
vitamina D, acido urico, bilirrubinas total e fragbes, hormdnio estimulante da
tiredide (TSH), albumina, creatinina, ferro, ferritina, indice de saturacdo da
transferrina, potassio e hemograma completo. Segundo protocolo de rotina do
servigo, foram solicitados ainda: HBsAg, anti-HCV, anticorpo contra o antigeno

do core do virus da hepatite B (anti-HBc) dosagem sérica de ceruloplasmina,
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eletroforese de proteinas, alfa-1-antitripsina e pesquisa no soro dos seguintes
auto-anticorpos: anticorpo anti-nuclear (FAN), anti-musculo liso e anti-

mitocondria.

Os exames foram realizados no Laboratério Central do Hospital das Clinicas da
UFMG, com o paciente em jejum de no minimo 12 horas. Os resultados foram
comparados aos seus valores de referéncia e utilizados na descrigao das
caracteristicas clinicas e da presenca de SM nos pacientes estudados.

A SM é definida pela presenga de 3 ou mais dos seguintes critérios: aumento
da circunferéncia da cintura (igual ou superior a 94 cm para homem e igual ou
superior a 80 cm para mulher, pontos de corte sugeridos pela International
Diabetes Federation (IDF)!", aumento da glicose em jejum (igual ou superior a
100 mg/dL), hipertrigliceridemia (igual ou superior a 150 mg/dL ou em
tratamento farmacoldgico), baixa concentracdo de high density lipoprotein
(HDL) (inferior a 40mg/dL para homens e inferior a 50mg/dL para mulheres) e
HAS (superior a 130 mmHg sistélica ou superior a 85 mmHg diastolica ou em

tratamento farmacoldgico) 4.
3.4.2 — Analise de vitamina D e marcadores metabdlicos

Os exames de vitamina D eram encaminhados a um laboratério, em Sao Paulo,

para analise, sendo realizado o ensaio clinico por quimioluminescéncia.

! International Diabetes Federation. The IDF consensus worldwide definition of the Metabolic
Syndrome. 2006. p: 1-24.

% Cleeman, J.I. Executive summary of the third report of the National Cholesterol Education
Program (NCEP) Expert Panel on detection, evaluation and treatment of high blood cholesterol
in adults (Adult Treatment Panel Ill). JAMA, 2001. 285(19): p. 2486-2497.

*Huang, P.L. A comprehensive definition for metabolic syndrome. Dis Model Mech, 2009. 2(5-
6): p. 231-237.
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Estudos mostram que, entre os ensaios disponiveis, 0 de maior acuracia é
observado na cromatografia liquida associada a espectrofotometria de massa -
liquid chromatography-tandem mass spectophotometry (LC-MS /MS), a qual
permite mensurar separadamente 25(0OH)D2 e 25(0OH)D3, entretanto é um
método de alto custo e demorado e ndo acessivel a todos os laboratorios. Um
teste substituto pode ser a cromatografia liquida de alta pressdo - high-
performance liquid chromatography (HPLC), porém ainda dispendioso'.

O ensaio de quimioluminescéncia coespecifico para 25(0OH)D2 e 25(0OH)D3,
utilizado no presente estudo, fornece 25(0OH)D total®, sendo mais acessivel. No
atual estudo, as concentracdes séricas abaixo de 20 ng/mL s&o classificadas
como deficiéncia, entre 20 e 29 ng/mL como insuficiéncia e entre 30 e 100

ng/mL como suficiéncia.

A RI foi calculada por meio do indice HOMA-IR (Formula 1). A partir de um
estudo que incluiu 1854 adultos, sugere-se valores de referéncia para HOMA-
IR, sendo HOMA-IR<2,60 a faixa de normalidade, HOMA-IR entre 2,60 a 3,80 a
faixa de limite superior sem considerar os pacientes com presenca de RI e
HOMA-IR>3,80 como faixa alta apresentando clara relagdo com RI®). Enquanto
o LAP (Férmula 2) foi utilizado para refletir o acumulo de gordura em adultos,
sendo usado para fornecer informagdes progndsticas sobre o risco de SM, DM
tipo 2, DHGNA, doenga cardiovascular e risco de mortalidade em varios sub-

grupos'”).

¢ Vogeser, M. Quantification of circulating 25-hydroxyvitamin D by liquid chromatography—
tandem mass spectrometry. Journal of Steroid Biochemistry & Molecular Biology, 2010. 121: p.
565-573.

® Roth, H.J. et al. Accuracy and clinical implications of seven 25-hydroxyvitamin D methods
compared with liquid chromatography—tandem mass spectrometry as a reference. Annals of
Clinical Biochemistry, 2008. 45(2): p. 153-159.

®Qu, H.Q., et al. The Definition of Insulin Resistance Using HOMA-IR for Americans of Mexican
Descent Using Machine Learning. PLoS One, 2011. 6(6): p. €21041.

! Wehr, E., et al. The Lipid Accumulation Product Is Associated with Impaired Glucose
Tolerance in PCOS Women. J Clin Endocrinol Metab., 2011. 96 (6): p. 986-990.
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Férmula 1: Calculo de HOMA-IR

Insulina sérica (uU/mL)x glicose de jejum (mmol/L)
22,5

Formula 2: Calculo de LAP

LAP (homens): (DC [cm] — 65) x (triglicerideos [mmol/L])
LAP (mulhres): (DC [cm] — 58) x (triglicerideos [mmol/L])

3.4.3 — Avaliacao histolégica

A indicacdo de bidpsia hepatica foi individualizada atendendo a critérios
clinicos e ndo com finalidade de pesquisa. As bidpsias foram revistas por
patologista especialista em doengas do figado. Foram selecionados e incluidos
pacientes com EHNA ou esteatose. As alteragbes histopatologicas foram
classificadas de acordo com os critérios de Kleiner e col®, a saber: esteatose
(0 a 3 pontos); inflamacgao lobular (0 a 3 pontos); e balonizagdo de hepatdcitos
(0 a 2 pontos). A soma dos resultados forneceu o escore de atividade da
doenca (NAS): <3, exclusdo de EHNA,; igual a 4, provavel EHNA; e 25,
diagnostico definitivo de EHNA. O detalhamento do escore NAS encontra-se
descrito no Quadro 3.

®Kleiner, D.E., et al. Design and validation of a histological scoring system for nonalcoholic fatty
liver disease. Hepatology, 2005. 41(6): p. 1313-1321.
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Quadro 3 — Critério NAS para classificagdo de DHGNA

Item Definigcao Score

Esteatose <5% 0

5-33%

>33-66%

>66%

Inflamagao Lobular nenhum foco

<2 focos/200x

2-4 focos/200x

>4 focos/200x

Balonizagao Sem balonizag&o

= O W N = O W N -

Poucas células
apresentando balonizacao

Muitas células apresentando 2
balonizagao

A fibrose hepatica foi avaliada pela classificacdo Kleiner e col®, a saber: 0 =
ausénciade fibrose, 1 = perisinusoidal ou periportal, 1A = perisinusoidal leve, em zona
3, 1B = perisinusoidal moderada, em zona 3, 1C = portal/ periportal, 2 = perisinusoidal

e portal/periportal, 3 = septos fibrosos, 4 = cirrose.

3.4.4 — NAFLD score

Foi calculado o NAFLD score para todos os pacientes. Trata-se de método nao
invasivo para determinacao de fibrose hepatica avangada em pacientes com
DHGNA. S&o utilizadas para o calculo variaveis bioquimicas e clinicas: idade,
IMC, DM (classificado como glicemia de jejum =126mg/dL ou tratamento com
medicamento antidiabético), valores séricos de AST, ALT, plaquetas e

albumina‘®.

®Kleiner, D.E., et al. Design and validation of a histological scoring system for nonalcoholic fatty
liver disease. Hepatology, 2005. 41(6): p. 1313-1321.

9Angulo, P., et al. The NAFLD fibrosis score: a noninvasive system that identifies liver fibrosis in
patients with NAFLD. Hepatology, 2007. 45(4): p. 846-854.
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Valores superiores a 0,675 identificam presencga de fibrose avangada (F3-F4),
valores entre -1,455 e 0,675 referem a score indeterminado e valores inferiores
a -1,455 identificam auséncia de fibrose ou auséncia de fibrose significativa
(FO-F2). Esse score foi utilizado em associagdo a avaliagao histologica para se
avaliar presenca de fibrose nos pacientes.

Formula 3: Calculo de NAFLD score

NAFLD fibrose score = -1,675+(0,037x idade (em anos))+0,094x
(IMC(kg/m2)+ (1,13 x diabetes (sim=1, n&0=0))+(0,99x razdo AST/ALT) —
(0,013xplaquetas (10%L) — (0,66 x albumina (g/dL)).

3.4.5 - BARD score

BARD score foi calculado para todos os pacientes. E um sistema de pontuagdo
simples projetado para identificar pacientes com DHGNA com baixo risco de
doenca avancada. Esse método nao invasivo combina trés variaveis: IMC,
relagdo AST/ALT e a presenca de DM (IMC = 28 = 1 ponto, Relagdo AST/ALT

20,8 = 2 pontos, DM = 1 ponto) para gerar um resultado de 0 a 4.

No estudo original, o resultado de 2 a 4 mostra associagdo com fibrose

avangada''?).

Formula 4: Calculo de BARD score

BARD score= (IMC 2 28 = 1 ponto) + (relacdo AST/ALT 2 0.8) = 2 pontos
+ (DM tipo 2 = 1 ponto).

% Harrison, S.A. et al. Development and validation of a simple NAFLD clinical scoring system
for identifying patients without advanced disease. Gut, 2008. 57(10): p. 1441-1447.
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3.4.6 — Avaliacao do estado nutricional

Para avaliagdo antropométrica, foram incluidas as medidas de peso (Kg),
estatura (cm), circunferéncia da cintura (cm) e calculo do IMC (peso (Kg)/altura
(m)?). A afericdo do peso foi realizada em balanga Filizzola®, mecanica,
capacidade de 150 Kg, com divisbes de 100g, com o individuo em posi¢céo
ereta, com o minimo de roupa possivel ou com roupas leves. A estatura foi
aferida por meio do estadiométro da prépria balanga Filizzola®, com o individuo
em posicao ereta, de costas para a balanga, olhando para frente. A medigao da
circunferéncia da cintura ocorreu por intermédio de técnica padronizada,
utilizando-se fita antropométrica, de dois metros, inelastica, tendo como

parametro o ponto médio entre a ultima costela e a crista iliaca"".

Foram utilizados os pontos de corte de 294cm (homens) e 280cm (mulheres)
para o diagndstico de obesidade central, a partir da mensuragdo da

circunferéncia da cintura.

Os pacientes foram classificados conforme critério da Organizagdo Mundial de
Satde para IMC!"?| descrito no Quadro 4.

Quadro 4 - Classificagao de IMC

IMC (kg/m?) Classificagio
18,5-24,9 Eutrofia
25-29,9 Sobrepeso

30,0-34,9 Obesidade grau |
35-39,9 Obesidade grau Il

240 Obesidade grau lli

Fonte: OMS, 1995.

1 Nishida, C., Ko, G.T., Kumanyika, S. Body fat distribution and noncommunicable diseases in
populations: overview of the 2008 WHO Expert Consultation on Waist Circumference and
Waist-Hip Ratio. Eur J Clin Nutr., 2010. 64(1): p. 2-5.

12 Physical status: the use and interpretation of anthropometry. Report of a WHO Expert
Committee. World Health Organ Tech Rep Ser, 1995. 854: p. 1-452.
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3.5 — Analise estatistica

Ao término do estudo, os dados foram analisados empregando-se o software R
(versdo 3.3.0). O banco de dados era formado por 27 variaveis medidas em
139 pacientes, sendo 26 variaveis explicativas e 1 variavel representando a
resposta de interesse: nivel de vitamina D. Na descricdo das variaveis
qualitativas foram utilizadas as frequéncias absolutas e relativas, enquanto que
para descrever as variaveis quantitativas foram utilizadas medidas de posicao,
tendéncia central e disperséo.

A influéncia das variaveis explicativas sobre o nivel de vitamina D foi avaliada
em duas situagdes distintas, cada uma considerando um ponto de corte: 20
ng/mL e 30 ng/mL na amostra. A influéncia das variaveis explicativas sobre a
ocorréncia de niveis alterados de vitamina D foi avaliada inicialmente a partir de
uma analise univariada via analise de regressao logistica. Através da analise
univariada foi realizada uma pré-selecdo dos potenciais preditores da
ocorréncia de niveis alterados de vitamina D, sendo considerado nivel de

significancia igual a 25%.

As variaveis selecionadas na analise univariada foram utilizadas nos modelos
multivariados de regressao logistica e nestes modelos foi aplicado o método
Backward para selegcdo final das variaveis. O método Backward € o
procedimento de retirar, por vez, a variavel de maior valor-p, repetindo o
procedimento até que restem no modelo somente variaveis significativas. Para
o método Backward foi adotado um nivel de 5% de significancia. Para avaliar a
qualidade do ajuste da regressao logistica utilizou-se o teste de Hosmer-
Lemeshow e o pseudo R? de Nagelkerke.
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ABSTRACT

Introduction: Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the most common
cause of chronic liver disease, especially in Western countries. The incidence
and severity of NAFLD have been associated with hypovitaminosis D. We
aimed to investigate the prevalence of hypovitaminosis D and its association
with the severity of the disease and the presence of comorbidities. Methods: A
cross-sectional study included 139 adults with NAFLD and dosage of 25-
hydroxyvitamin D. Inclusion criteria: diagnosis of NAFLD by abdominal
ultrasound and/or liver biopsy. Patients with a previous or current use of vitamin
D supplement were not included. Levels of vitamin D <20 ng/mL were classified
as a deficiency and between 20-29 ng/mL as an insufficiency. Disease’s
severity was evaluated by NAFLD and BARD scores and histological features
according to the NASH Clinical Research Network System. Results: The mean
age of the population was 56 ys (range 18-82 ys), most patients were female
(83%), 72% had hypertension, 88% were dyslipidemic, 46% had diabetes, 98%
had central obesity and 82% had metabolic syndrome. The prevalence of
hypovitaminosis D was 78% in the studied population. Most patients (85%)
were classified as absent or indeterminate fibrosis by NAFLD score and 24%
classified as having a low risk of developing the advanced disease by BARD
score. At the cut-off point for vitamin D of 20 ng/mL, there was no significant
difference in variables studied. At the cut-off point for vitamin D of 30 ng/mL, low
levels of vitamin D were associated with the absence of diabetes (p=0.011) and
with BARD score (2-4) (p = 0.016). Conclusion: Most patients with NAFLD had
hypovitaminosis D and low vitamin D levels were related to the absence of

diabetes and disease severity by the BARD score.

Key words: nonalcoholic fatty liver disease, vitamin D deficiency, 25(OH)D.
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INTRODUCTION

The definition of non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) requires evidence of
hepatic steatosis (presence of 5% or more macrovesicular steatosis in
hepatocytes), by imaging or histology, and the absence of other causes such as
excessive alcohol consumption, use of medications that causes steatosis or
hereditary problems. In most patients, NAFLD is associated with other
metabolic factors such as obesity, insulin resistance (IR), diabetes mellitus
(DM), metabolic syndrome (MS) and dyslipidemia‘"*.

Non-alcoholic fatty liver disease is divided into two main subtypes: non-alcoholic
hepatic steatosis (simple steatosis) non-progressive form of NAFLD, which
rarely leads to the development of cirrhosis, and non-alcoholic steatohepatitis
(NASH), a progressive form of NAFLD, which causes cirrhosis, hepatocellular
carcinoma and is related to hepatic mortality®®.

NAFLD is the most common cause of chronic liver disease, especially in
Western countries. Its worldwide incidence continues to grow following the
obesity epidemic®®. An understanding of the pathogenesis of NASH is still
evolving but current evidence suggests the participation of multiple metabolic
factors. In the past years, the association between serum levels of vitamin D
and NAFLD has been studied"”.

The prevalence of vitamin D deficiency in the world population has become a
concern due to the role of vitamin D in important physiological processes
including immunomodulating, anti-inflammatory action, anti-fibrotic, role in
calcium metabolism and muscle contraction, glucose homeostasis, blood
pressure and lipid profile®'?. In this context, NAFLD has been associated with
hypovitaminosis D. One possible mechanism for this association is the increase
in insulin resistance that is important for the pathophysiology of NASH. This
association has as a possible explanation the expression of both 1-alpha-
hydroxylase and the vitamin D receptor (VDR) in B-pancreatic cells, existing a
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relationship between low levels of vitamin D and impaired pancreatic B-cell

function”9).

Although there are some published studies suggesting an association between
NAFLD and hypovitaminosis D, other studies, including an epidemiological
study, report against this association. In addition, hypovitaminosis D is also an
endemic disease nowadays, even in tropical countries, and abnormal serum
levels of vitamin D and its association with pathological conditions are not clear.
In this context, the present study aims to evaluate serum levels of vitamin D and
correlate them with clinical parameters of the severity of NAFLD and the
presence of comorbidities, possibly contributing to the better pathophysiological
knowledge of NAFLD.

METHODS
Study Population

A cross-sectional study included 139 patients with NAFLD in the Hepatology
Clinic, University Hospital, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte, Brazil. This institution is a reference center of the Brazilian public
health system. The study was approved by the local ethics committee (CAAE:
35869914.4.0000.5149), and all patients signed an informed consent form at
the time of screening for the study.

The inclusion criteria comprised: diagnosis of NAFLD according to the American
Gastroenterological Association (AGA) criteria!”), 18 years or older and 25 (OH)
blood test. AGA criteria include: steatosis on abdominal ultrasound (US) and/or
on liver biopsy (performed according to clinical judgment), exclusion of other
causes of liver disease (namely alcohol intake >20g/day, markers of chronic B
and C hepatitis virus infections, auto-immune hepatic disorders, Wilson disease,
hemochromatosis, and alpha-1-antitripsin deficiency), no use of steatogenic
medications within the past 6 months, no exposure to hepatotoxins, and no
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history of bariatric surgery ("). Alcohol use was addressed at least in 3 different
occasions, by 2 doctors and also by a dietician during the nutritional interview.

Clinical and laboratorial investigation

All patients were clinically evaluated. The alcohol intake history was
investigated. Subsequently, laboratory tests were ordered following the routine
of the NADFLD clinic: total cholesterol and fractions, triglycerides, blood
glucose and fasting insulin, aspartate aminotransferase (AST), alanine
aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase (ALP), gamma-glutamyl
transpeptidase (GGT), vitamin D, uric acid, total and fractioned bilirubin, thyroid
stimulating hormone (TSH), albumin, creatinine, iron, ferritin, transferrin
saturation index, potassium and complete blood count. According to the
protocol also were ordered: hepatitis B surface antigen (HBsAg), anti-hepatitis
C virus (anti-HCV) antibody to hepatitis B core antigen (anti-HBc), serum
ceruloplasmin, protein electrophoresis, alpha-1-antitrypsin and tests of the
following autoantibodies: anti-nuclear, anti-smooth muscle and anti-

mitochondrial.

All tests were performed at the Laboratory of Hospital das Clinicas of UFMG,
with the patient fasting for at least 12 hours. The results were compared to their
reference values and used to describe the clinical characteristics and the
presence of MS of studied patients.

MS is defined as the presence of three or more of the following criteria:
increased waist circumference (WC) (= 94 cm for men and = 80 cm for women,
cut-off points suggested by the International Diabetes Federation (IDF))™",
increased fasting glucose (equal to or above 100 mg/dL), hypertriglyceridemia
(greater than or equal to 150 mg/dL or drug treatment), low concentration of
high-density lipoprotein (HDL) cholesterol (less than 40 mg/dL for men and less
than 50 mg/dL for women) and hypertension (greater than 130 mmHg systolic

or greater than 85 mmHg diastolic or drug treatment)'#'3).
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Vitamin D analysis and metabolic markers

Vitamin D tests were performed by chemiluminescence. The co-specific
chemiluminescence test for 25(0H)D2 e 25(OH)D3, used in the present study,
provides total 25(0OH)D"* and it is the most accessible clinical test. In the
current study, serum concentrations below 20 ng/mL are classified as a
deficiency and between 20 and 29 ng/mL as an insufficiency.

IR was calculated by the HOMA-IR index (serum insulin (uU/mL) x fasting
glucose (mmol/L) / 22.5)"® and the accumulation of lipids in adults by the lipid
accumulation product (LAP) (for men = (WC [cm] — 65) x (triglycerides [mmol/L)]

and for women = (WC [cm] — 58) x (triglycerides [mmol/L]))"®.

Histological evaluation

The indication of liver biopsy was individualized attending clinical criteria and
not with the purpose of the study. Biopsies were reviewed by a pathologist
expert in liver disease. Patients without simple steatosis or NASH were
excluded. The histopathological changes were classified according to the
criteria of Kleiner et al'”: steatosis (0 to 3); lobular inflammation (0 to 3); and
ballooning degeneration of hepatocytes (0 to 2 points). The sum of the results
provided the activity score of disease (NAS): <3, NASH exclusion; equal to 4,
probable NASH; and 25, definitive diagnosis of NASH. Liver fibrosis was
evaluated by the criteria of Kleiner et al'”: 0 = absent fibrosis, 1 =
perisinusoidal or periportal, 1A = mild, zone 3, perisinusoidal, 1B = moderate,
zone 3, perisinusoidal, 1C = portal/periportal, 2 = perisinusoidal and

portal/periportal, 3 = bridging fibrosis and 4 = cirrhosis.
NAFLD score

NAFLD score was calculated for all patients. It is a non-invasive method for
determining advanced liver fibrosis in patients with NAFLD. Biochemical and
clinical variables are used to calculate it: age, body mass index (BMI), diabetes
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(classified as fasting glucose =2126mg/dL or treatment with antidiabetic
medication), serum levels of AST, ALT, platelets and albumin (NAFLD score=
-1.675 + 0.037 — age (years) + 0.094 — BMI (kg/m?) + 1.13 x impaired fasting
glucose (IFG)/diabetes (yes = 1, no = 0) + 0.99 x AST/ALT ratio — 0.013 x
platelet count (x10°%L) — 0.66 x albumin (g/dL) )!'®

Values greater than 0.675 indicate the presence of advanced fibrosis (F3-F4),
values between -1.455 and 0.675 refer to indeterminate score and values lower
than -1.455 identify the absence of fibrosis or absence of significant fibrosis (FO-
F2). This score was used in addition to histological evaluation to assess fibrosis
in patients.

BARD score

BARD score was calculated for all patients. It's a simple scoring system
designed to identify patients with NAFLD with low risk of advanced disease.
This noninvasive method combines three variables: BMI, relation AST/ALT and
the presence of DM (BMI = 28 = 1 point, AST/ALT relation 20,8 = 2 points, DM
= 1 point) to generate a score of 0 to 4 (BARD score= (BMI 2 28 = 1 point) +
(AST/ALT relation = 0.8) = 2 points + (Type 2 DM = 1 point)). In the original

study, the result of 2 to 4 shows association with advanced fibrosis'?.

Nutritional status

For anthropometric evaluation were included weight (Kg), height (cm), WC (cm)
and BMI (weight (Kg)/height (m?)) calculation. The weight measurement was
performed in Filizzola® mechanical scale, the capacity of 150 Kg, with divisions
of 100g, with the individual in an upright position with the least amount of
clothes or light clothing. Height was measured through Stadiometer's Filizzola®
scale with the individual upright, with back to the scales, looking forward. The
measurement of the WC was given by a standard technique, using
anthropometric tape, two meters, inelastic, having as parameter the midpoint

between the last rib and the iliac crest®?.
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The cutoff points used were 294cm (men) and 280cm (women) for the
diagnosis of central obesity, from the measurement of WC. Patients were
classified according to the criteria of the World Health Organization for BMI®").
For diagnosis of MS, the criteria suggested by IDF were used.

Statistical analysis

At the end of the study, the data were analyzed using software R (version
3.3.0). The database consisted of 27 variables measured in 139 patients, 26
explanatory variables and 1 variable representing the outcome of interest:
vitamin D level. In the description of the qualitative variables, the absolute and
relative frequencies were used. Measures of position, central tendency, and
dispersion were used to describe the quantitative variables.

The influence of the explanatory variables on the level of vitamin D was
evaluated in two different situations, each considering a cutoff point: 20 ng/mL
and 30 ng/mL in the sample. The influence of the explanatory variables on the
occurrence of altered levels of vitamin D was evaluated initially from a
univariate analysis through logistic regression analysis. Through the univariate
analysis, a pre-selection of the potential predictors of the occurrence of altered
levels of vitamin D was performed and was considered the level of significance
equal to 0.25. The variables selected in the univariate analysis were used in the
multivariate logistic regression models and in these models the Backward
method was applied for final selection of the variables. The Backward method is
the procedure to remove the variable of greatest p-value, repeating the
procedure until only significant variables remain in the model. For the Backward
method, a level of 0.05 of significance was adopted. The Hosmer-Lemeshow
test and Nagelkerke pseudo R? test were used to assess the quality of the

logistic regression fit.
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RESULTS

The study involved 139 adults with NAFLD diagnosis and with blood levels of
25-hydroxyvitamin D measured, analyzed by chemiluminescence. Two cutoffs
were evaluated for serum levels of 25-hydroxyvitamin D: levels of 20 ng/mL
(=20 ng/mL and <20 ng/mL) and levels of 30 ng/mL (=30 ng/mL and <30
ng/mL). Vitamin D was less than or equal to 20 ng/mL in 35% of patients and
was less than 30 ng/mL in 78% of patients. The mean vitamin D level was 24.28

ng/mL.

The mean age of the population was 56 years (range 18-82). Seventy-one
patients were female (83%). The mean weight was 82 Kg, mean height of the
patients was 1.58 m, mean BMI was 32+5.2 Kg/m? and the mean WC was 106
cm. There was no difference in the mean sex, weight, height, BMI, and WC

between the groups (Table 1).

Table 1: Demographic and nutritional characteristics of the individuals with NAFLD and
serum level of vitamin D.

Vitamin D Vitamin D Vitamin D Vitamin D
Variables 220 ng/mL <20 ng/mL P 2 30 ng/mL <30 ng/mL P

(n=90) (n=49) (n=30) (n=109)
Sex (n/%) 0.111" 0.655'"
Female 71 (79) 44 (90) 24 (80) 91 (84)
Male 19 (21) 5 (10) 6 (20) 18 (16)
Age (years) 56 (1.11) 57 (1.98) 0.963"" 56 (1.86) 56 (1.17) 0.949"
Weight (Kg) 83 (1.86) 79 (2.32) 0.118" 81 (3.58) 82 (1.59) 0.700"
Height (m) 159 (0.01)  1.57(0.01)  0.190" 1.57 (0.02) 1.59 (0.01)  0.487"
BMI (Kg/m2) 33 (0.55) 32(0.74) 0.307" 32 (1.13) 32 (0.47) 0.922"
WC (cm) 107 (1.31) 104 (1.66) 0.223" 106 (2.76) 106 (1.08)  0.879"

NAFLD: non-alcoholic fatty liver disease; BMI: body mass index; WC: waist circumference.
Categorical values are number (n) and percentage (%). Continuous variables mean + standard
error (SE).1Univariate logistic regression.

Most patients were hypertensive (72%), dyslipidemic (88%), non-diabetic (54%)
and were classified as having central obesity (98%) and MS (82%). The
comparison between the baseline clinical data of the groups regarding the

metabolic characteristics showed no differences (Table 2).
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Table 2 - Association between serum levels of vitamin D and clinical characteristics.

Vitamin D Vitamin D Vitamin D Vitamin D
Variables 220 ng/mL <20 ng/mL P 2 30 ng/mL <30 ng/mL P
(n=90) (n=49) (n=30) (n=109)

n % n % n % n %
Hypertension 65 72 35 71 0.921" 21 70 79 72 0.789"
Dyslipidemia 79 88 44 90 0.722" 26 87 97 89  0.724"
Central 87 98 48 98 0937 27 93 108 99  0.004™"
obesity
MS 74 83 39 80 0.604" 25 83 88 82 0.816"
DM 44 49 20 41 0.362" 18 60 46 42  0.087"

MS: metabolic syndrome; DM: diabetes mellitus. Categorical values are number (n) and
percentage (%).1Univariate logistic regression.

At baseline, the median glycemia was 101 mg/dL (range 73-318 mg/dL), the
mean uric acid was 5.35 mg/dL with standard deviation of 1.53 and mean
ferritin was 127.20 ng/mL. The hepatic biochemical parameters showed that the
mean AST (x reference value) was 1.14, mean ALT (x reference value) was
0.78 with standard deviation of 0.86, median ALP (x reference value) was 0.75
(range 0.37-2.29), mean albumin was 4.25 g/dL with standard deviation of 0.35
and median platelets was 221.000/mm?® (range 67.000-474.000/mm?). The
comparison between the baseline clinical data of the groups regarding
biochemical characteristics showed no differences (Table 3).

Table 3 - Association between serum levels of vitamin D and biochemical characteristics.

Vitamin D Vitamin D Vitamin D Vitamin D
Variables 220 ng/mL <20 ng/mL P 2 30 ng/mL <30 ng/mL P
(n=90) (n=49) (n=30) (n=109)
Glycemia (mg/dL) 119.4 (5.13)  119.4(7.66) 0.991"  1225(9.1)  118.6 (4.85) 0.700"
AST (x Ref.value) 0.9 (0.08) 1.5 (0.64) 0.368'"”  1.1(0.18) 1.2(0.29) 0.857""
ALT (x Ref.value) 0.7 (0.06) 0.9 (0.17) 0.328'" 0.8 (0.13) 0.8(0.09) 0.793"
ALP (x Ref.value) 0.8 (0.03) 0.9 (0.06) 0.18" 0.7 (0.04) 0.8 (0.03)  0.163"
Gamma GT (x Ref.value) 2.2 (0.30) 2.1(0.25) 0.774" 2.1 (0.38) 2.2(0.25)  0.892""
Uric acid (mg/dL) 5.5 (0.16) 5.1 (0.21) 0.177'V 5.6 (0.31) 5.3 (0.14)  0.301"
Album (g/dL) 4.3 (0.03) 4.2 (0.06) 0.257'"  4.3(0.08) 42(0.03) 0.526""
Platelets (x 10° /mm®) 22.3(0.79) 24.1(1.11)  0.182""  22.9(1.43) 22.9(0.73) 0.979"
Ferritin (ng/mL) 13.6 (1.32) 112 (1.74) 0.281"  152(2.62) 12.1(1.13)  0.227""

AST: aspartate aminotransferase; ALT: alanine aminotransferase; ALP: alkaline phosphatase;
Gamma GT: gamma-glutamyl transpeptidase. Continuous variables mean * standard error
(SE). 'Univariate logistic regression.
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For liver biopsy, 59 patients were eligible. Most patients (66%) had NASH.
However, 19% of patients presented advanced fibrosis identified by histology
(classification by Kleiner et al. > or = 3). It was observed that having
inflammation (score 2 and 3) is a protective factor, in other words, it decreases
the chance of occurrence of altered levels of vitamin D (p=0.039). The
proportion of patients having NASH and liver fibrosis was similar between the
groups (Table 4).

Table 4 - Association between serum levels of vitamin D and severity of NAFLD by
Histology.

Vitamin D Vitamin D Vitamin D Vitamin D
Variables 2 20 ng/mL <20 ng/mL P 230 ng/mL <30 ng/mL P
(n=39) (n=20) (n=13) (n=46)
n % n % n % n %
Steatosis grade 2-3 23 59 10 50 0.5127 7 54 26 57 0.864"
Inflammation = 2 foci ) ™)
per 200X field 12 31 2 10 0.092 6 46 8 17 0.039
Ballooning grade 2-3 20 51 6 30 0.124" 6 46 20 44  0.864"
Advanced Fibrosis 8 20 3 15 0.608" 3 23 8 17 0.643"
NASH 26 67 13 65 0.898" 8 62 31 67  0.694"

NAFLD: non-alcoholic fatty liver disease; NASH: nonalcoholic steatohepatitis; * Kleiner et al. >
or = 3. Categorical values are number (n) and percentage (%). 'Univariate logistic regression.

Most patients (85%) were classified as having indeterminate or absence of
fibrosis by NAFLD score, while the minority of patients (24%) were classified as
having low risk of advanced disease by BARD score. The mean value of
HOMA-IR was 4.17+5.29 and the mean value of LAP was 97.10+74.29. There
was no difference between the groups in the values of the variables mentioned
above (Table 5).
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Table 5 - Association between serum levels of vitamin D and severity of NAFLD by non-
invasive methods and clinical characteristics score.

Vitamin D Vitamin D Vitamin D Vitamin D
Variables 220 ng/mL <20 ng/mL P 230 ng/mL <30 ng/mL P
(n=90) (n=49) (n=30) (n=109)
n % n % n % n %
BARD 0.995" 0.205'"
0-1 22 24 12 24 10 33 24 22
2-4 68 76 37 76 20 67 85 78
NAFLD Score 0.247" 0.714"
Inderterminat ;53 g, 43 90 23 77 93 87
e/absence
Advanced 16 18 5 10 7 23 14 13
HOMA-IR 4.28 (0.89) 4.00 (0.80) 0.825"  6.87(3.14) 3.62(0,40) 0.134"
LAP 96.65 (7.60) 97.92 (11.35) 0.923" (11073'2045) 95.52 (6.61) 0.628"

NAFLD: non-alcoholic fatty liver disease; HOMA-IR: Homeostatic model assessment-estimated
insulin resistance; LAP: Lipid accumulation product; Categorical values are number (n) and

percentage (%). Continuous variables mean

regression.

+

standard error (SE).'Univariate logistic

The risk and protective factors for the occurrence of altered levels of vitamin D
in the levels of 20 ng/mL and 30 ng/mL can be seen in graphics 1 and 2.

Graphic 1 - Risk and protective factors for the occurrence of altered levels
of vitamin D - 20 ng/mL.
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Graphic 2 - Risk and protective factors for the occurrence of altered levels
of vitamin D - 30 ng/mL.
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At the cutoff point of vitamin D 20 ng/mL, the variables selected in the univariate
analysis for multivariate (P <0.25) were: sex, diagnosis, NAFLD score, weight,
height, waist circumference, ALP (x ref., value), uric acid and platelets. At the
cutoff point of vitamina D 30 ng/mL, the variables selected in the univariate
analysis for multivariate (P<0.25) were: central obesity, DM, BARD score,
NAFLD score, homa, ALP (x ref., value) and ferritin.

The prevalence of hypovitaminosis D was 78% in the studied population. At the
cut-off point for vitamin D of 20 ng/mL there was no significant difference in
variables studied. However, at the cut-off point for vitamin D of 30 ng/mL we
observed relation between low levels of vitamin D and absence of diabetes
(p=0.011), showing that diabetic patients presented less chance of alteration in
vitamin D than non-diabetic patients. There was also a significant association of
BARD score on altered levels of vitamin D (p=0.016), showing that patients with
BARD score classified between 2 to 4 had higher chance of vitamin D
insufficiency when compared with patients with BARD score classified between
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0 to 1 (Table 6). In the final model BARD score or absence of DM were able to

predict 10.13% of the occurrence of altered levels of vitamin D.

Table 6 - Variables that significantly influence vitamin D levels in both cut-off points.

Vitamin D - 20 ng/mL

Vitamin D - 30 ng/mL

Variables O.R. C.l.-95% P OR. C.l.-95% P
DM 0.22 [0.07;0.71]  0.011?
BARD =2 — 4 4.58 [1.32;15.87] 0.016?
ALP (x Ref.value) 2.66 [0.88;8.03] 0.082%?
Platelets ( x 10%/mm°) 1.40 [0.99;1.09] 0.098?
Nagelkerke pseudo R 4.91% 10.13%
Hosmer-Lemeshow test 0.801 1.000

DM: diabetes mellitus; ALP: alkaline phosphatase; OR: Odds Ratio; Cl: Confidence interval.
*Multivariable logistic regression.

DISCUSSION

Our study showed that most patients with NAFLD presented hypovitaminosis D
(< 30 ng/mL) at diagnosis. It was also observed that low levels of vitamin D (cut-
off point of 30 ng/mL) was related to the absence of DM, and to the severity of
NAFLD according to BARD score. We evaluated a series of patients with
NAFLD diagnosed according to AGA criteria and all other causes of liver
disease were excluded. Most patients in the present study presented one or
more comorbidities related to MS such as central obesity, hypertension, DM
and dyslipidemia corroborating NAFLD diagnosis.

In literature, there is no consensus of optimum levels of vitamin D, although
serum levels of 25(OH)D below 30 ng/mL are considered by many authors as
hypovitaminosis D?*%). In the present study, the subjects (n=139) with NAFLD
diagnosis were evaluated in two different cutoffs of vitamin D levels: 20 ng/mL

and 30 ng/mL, levels recognized by the guideline of the Endocrine Society??.
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These levels are different from the cutoffs accepted by the Institute of Medicine,
which classifies as sufficiency levels above 20 ng/mL, the risk of deficiency
levels less than 12 ng/mL and levels above 50 ng/mL associated with damages,
like vascular calcification®*?®. Furthermore, it is been currently pointed out that
the majority of the population has a vitamin D requirement of less than or equal
to 20 ng/mL. Moreover, by the definition using the Estimate Average
Requirement (EAR), approximately half of the population needs 16 ng/mL, or
less®®). The goal for vitamin D levels would be to achieve above EAR and not

(26

above Recommended Dietary Allowances (RDA)?®, that means the average

daily dietary intake level that is sufficient to meet the nutrient requirement of

nearly all (97 to 98 percent) healthy individuals in a group®”.

Vitamin D refers to a group of fat-soluble secosteroid hormones. Vitamin D
derives from both dietary sources, such as oily fish (vitamin D2) and from
dermal synthesis (vitamin D3). In the skin, ultraviolet radiation converts 7-
dehydrocholesterol to pre-vitamin D3 and then to vitamin D3. In the liver,
vitamin D is metabolized to 25(OH)D or calcidiol®®. Calcidiol is then transported
to the kidney where it is further hydroxylated to the active form (1a,25-
dihydroxyvitamin D) or calcitriol. The production of calcitriol is regulated by
hormonal cues (such as parathyroid hormone and Fibroblast growth factor 23)

and serum calcium and phosphate levels®®.

Recent studies have reported an association between low serum levels of
vitamin D and NAFLD®*3?  Vitamin D regulates cell proliferation and
differentiation and has immunomodulatory, anti-inflammatory and antifibrotic
properties. Evidence showed that vitamin D deficiency contributes to the
development of IR and NAFLD®®. Vitamin D3 insufficiency or deficiency, as
indicated by low circulating levels of serum 25(OH)D is associated with
increased systemic markers of inflammation in patients with NAFLD®?. It is
plausible to speculate that circulating serum 25(OH)D levels might play a role in
the development and/or progression of NAFLD via its anti-inflammatory
properties®?.
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We verified serum levels of vitamin D < 30 ng/mL in 78% of patients. This data
is in agreement with other studies reporting low serum levels of vitamin D in 52-

72% of the world population®>2®

. Differences among populations regarding
NAFLD genetics, UV light exposure, vitamin D supplementation and cultural
aspects warrant studies in different populations. Only a few studies have
addressed the prevalence of vitamin D insufficiency in specific clinical scenarios

") Although Brazil is a

in Brazil while large population data are still missing
tropical/subtropical geographic area with elevated ultraviolet (UV) radiation®®®,
studies with specific populations have suggested a high prevalence of vitamin D

36.37.39) |t was not detected in children in Recife, latitude

deficiency in Brazil'
8°S“%, however, it was evident in Sdo Paulo, latitude 23°S®**"). In South Brazil,
due to its climate characteristics, a larger prevalence of hypovitaminosis D is
expected. A study in Porto Alegre, 30°S, in the early spring, identified
hypovitaminosis D in 78% of medical inpatients“?. In Belo Horizonte, 19°S, a
study showed that 42.4% of the patients studied presented hypovitaminosis D,
considering hypovitaminosis D below 32-ng/mL“?). Hypovitaminosis D in the

elderly has been detected all around the world including Latin America®®.

Interestingly, we did not find an association between diabetes and
hypovitaminosis D. In the present study, patients without DM and patients with a
higher BARD score presented more frequently low levels of vitamin D (<30
ng/mL). The presented data do not corroborate the role of vitamin D in IR as a
factor related to the development of NAFLD, as reported in other
references“>*®). Interestingly considering cutoffs of <20 ng/mL no association
was verified. The results raise the question of with levels we should consider
deficiency or insufficiency. However, there is previous evidence that the impacts
of vitamin D deficiency on metabolic disturbances are accentuated in subjects
with DM compared with non-diabetic controls“”). This association has as a
possible explanation the expression of both 1-alpha-hydroxylase and the
vitamin D receptor (VDR) in B-pancreatic cells, existing a relationship between
low levels of vitamin D and impaired pancreatic B-cell function'’®. Vitamin D
treatment has been shown to improve, and even prevent, type 1 diabetes in
both human and animal models. These effects have been mainly attributed to
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the immunomodulatory actions of vitamin D“®. Vitamin D deficiency causes
reduced insulin secretion in rats and humans, and its replenishment improves [3-

49 Moreover, certain allelic variations in the

cell function and glucose tolerance
VDR and vitamin D-binding protein (DBP) might influence glucose tolerance
and insulin secretion, thus contributing to the genetic risk for type 2 diabetes. As
vitamin D modulates insulin receptor gene expression and insulin secretion, it is
an interesting environmental candidate for type 2 diabetes mellitus
pathogenesis and development®®. These mechanisms may explain at least
partially the role of vitamin D in the etiopathogenesis of IR and also on NASH
severity. It is well known that DM is a factor associated with the risk of severity

of NASH.

We verified the association of low levels of vitamin D and severity of NASH, by
founding that patients with BARD between 0 to 1 presented greater chances of
having normal levels of vitamin D. BARD score is a simple scoring system
designed to identify patients with NAFLD with low risk of advanced disease!'®.
In this regard, others have shown an association of lower vitamin D levels with
increased severity of steatosis, necroinflammation, and fibrosis in NAFLD®%3").

Furthermore, serum vitamin D levels could predict the severity of NAFLD
independently of other components of the MS, such as IR or BMI®Y. Our results
corroborate the role of vitamin D as a cofactor in the physiopathogenesis of
NAFLD, by BARD score, in agreement with previously reported data(®3°2°%,
Although the relationship between serum levels of vitamin D and severity of
NAFLD has been reported in the literature, there are other studies showing no

association®*%%,

The evidence to date suggests that vitamin D may be beneficial in preventing
the progression of NAFLD. Therefore, clinical trials that directly evaluate the
effect of vitamin D supplementation on disease progression in NAFLD subjects
are warranted ®®. In a study, the investigators randomly assigned NAFLD
participants to receive vitamin D or not. No differences in serum levels of liver
enzymes, HOMA-IR or grades of hepatic steatosis were shown. However there

was a significant decrease in the levels of high sensitivity c-reactive protein and
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MDA (malondialdehyde) - a marker of lipid peroxidation - in the subjects treated
with vitamin D. The finding that vitamin D treatment resulted in improvement of
inflammatory biomarkers in NAFLD subjects suggests that vitamin D
supplementation may be considered as an adjunctive therapy to attenuate

systemic inflammation in NAFLD ®7).

Limitations of this study are recognized. The total number of biopsied patients
was insufficient for correlation with histological characteristics because the
biopsies were not performed exclusively for the study but according to a clinical
indication. Also, there was not a control group for comparison of vitamin D
levels in patients with and without NAFLD.

In recent literature®®

it has been reported that vitamin D levels are being
misinterpreted, because for absence of diagnosis of hypovitaminosis D high
levels of vitamin D must be achieved, making us question that perhaps this may
be the other cause of the low association between levels of vitamin D,

considered in this study, comorbidities, and severity of the disease.

The most important strengths of the current study were the dosage of vitamin D
by the same method in all patients and before the initiation of vitamin D
supplementation in patients with hypovitaminosis. Furthermore, diagnosis of
NAFLD was performed at the liver center, other causes of liver disease were
excluded and patients were prospectively followed.

In conclusion, the present study showed the presence of hypovitaminosis D in
most patients with NAFLD, low levels of vitamin D were related to the absence
of DM and to the severity of NAFLD according to BARD score. Further studies
are needed with a higher number of patients and to demonstrat whether vitamin
D supplementation benefits patients with NAFLD.
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5 — CONSIDERAGOES FINAIS

Este estudo avaliou a hipovitaminose D com a gravidade da DHGNA e
presenca de comorbidades. Por ndo haver consenso na literatura de valor de
corte da vitamina D, foi realizado estudo abordando dois grupos que se
subdividiam: vitamina D 220 ng/mL e vitamina < 20 ng/mL, vitamina D =30
ng/mL e vitamina < 30 ng/mL. Observou-se no estudo relagdo entre baixos
niveis de vitamina D (< 30 ng/mL) e auséncia de DM e gravidade da DHGNA
por BARD score.

O numero de pacientes estudos pode ser considerado como limitagdo do atual
estudo. O numero de pacientes com avaligdo hepatica histoldgica foi bem
menor em relagdo ao total de pacientes incluidos, uma vez que as bidpsias
foram realizadas a partir de indicacdo clinica e nao especificamente para
pesquisa, fator que pode ter prejudicado a avaliagado da relagédo entre vitamina

D e os paramentros histologicos.

Estudos com numero maior de pacientes com avaliagdo histologica e
investigacdo da efetividade da suplementagdo da vitamina D, principalmente
em pacientes diabéticos, sdo necessarios. A reposicdo de vitamina D em
pacientes deficientes ou insuficientes, objetivando niveis normais em pacientes
com DHGNA poderia ser uma medida coadjuvante importante no manejo
clinico desses pacientes.
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APENDICES

APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Estudo: RELACAO ENTRE NiVEIS SERICOS DE VITAMINA D E DOENGCA
HEPATICA GORDUROSA NAO ALCOOLICA

Investigadores: Nutricionista Jeniffer Danielle Machado Dutra e Profa. Claudia
Alves Couto

Prezado (a) paciente,

Sr(a)

A doencga hepatica gordurosa ndo-alcoolica (também chamada de esteatose) &
causada pelo acumulo de gordura no figado, e atinge 20 a 30% da populagéao.
Se nédo for tratada e controlada, podem ocorrer, em alguns casos, cirrose

hepatica e cancer de figado.

Recentemente foi demonstrado que a vitamina D regula o funcionamento das
células, além de ajudar no sistema de defesa do organismo e possuir fungdes
protetoras ao figado. A vitamina D pode ser obtida pela exposig&o solar ou pela
alimentacdo, entretanto os alimentos disponiveis s&o poucos, tornando a
exposicao solar ou suplementacdo alimentar as principais formas de adquirir
essa vitamina. Para que possa desempenhar suas fungées no organismo a
vitamina D precisa ser ativada no figado. A falta dessa vitamina em toda a
populacdo tem sido cada vez mais frequente. Alguns estudos mostram que a
falta da vitamina D pode estar envolvida como causa de esteatose e também

causar doenga mais grave.

Assim, vocé esta sendo convidado (a) a participar da pesquisa, que tem como
objetivo investigar a relagdo entre a vitamina D no exame de sangue e a

esteatose.
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Se vocé concordar em participar deste estudo vocé devera comparecer ao
consultério da nutricionista do estudo no Ambulatério de Doenca Hepatica
Gordurosa Nao-Alcoolica conforme as consultas agendadas regularmente. O
estudo proposto utilizara as informagbes de seu prontuario (resultado de
exames de sangue e laudo da biopsia hepatica). Nao serao realizados exames
ou procedimentos meédicos exclusivos para o estudo. Os riscos da coleta de
sangue séo: flebite (inflamag&o da veia), hematoma, trombose, extravasamento
e dor, entretanto o exame sempre sera realizado por um profissional
capacitado. A bidpsia hepatica apresenta riscos como lesao de pulmao ou da
vesicula, sangramento, dor e infecgdo, porém estas complicagdes s&o raras e a
bidépsia hepatica sempre sera realizada por um médico capacitado, sendo que

o paciente tera toda assisténcia necessaria sem custos para mesmo.

As informacdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e

asseguramos o sigilo sobre sua participacéo.

Se, apos assinar o termo de consentimento, o(a) Sr(a) mudar de idéia é
possivel retirar esta autorizagdo em qualquer momento, solicitando que o Sr(a)
seja excluido(a) da pesquisa, sem que isso implique em qualquer dificuldade
em seu tratamento. Caso nao queira participar, continuara recebendo a mesma
atengdo e o mesmo tratamento que recebeu até agora. O Sr(a) recebera uma
via do termo de consentimento de igual teor também assinada pelo

pesquisador.

Para qualquer esclarecimento, por favor, entre em contato com a Nutricionista
Jeniffer Danielle Machado Dutra ou com a Dra. Claudia Alves Couto, no
Ambulatério de Doenca Hepatica Gordurosa N&o-Alcodlica, todas as tercas —
feiras de 08:00 h as 11:00 h. Vocé também podera entrar em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa da UFMG para informacdes sobre o projeto.

Endereco do Ambulatério de Figado: Centro Jenny Faria de Assisténcia a
Saude do Idoso e da Mulher. Alameda Alvaro Celso, 5° andar. Bairro Santa
Efigénia, BH — MG.
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Endereco do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP): Av. Presidende
Antdnio Carlos, 6627. Unidade Administrativa Il — 2° andar sala 2005 — BH —
MG.

Telefax: (31)3409-4592, email: coep@prpg.ufmg.br

Eu, , apos

ser esclarecido sobre o projeto de pesquisa, concordo em participar do estudo

acima.

Nutr. Jeniffer Danielle Machado Dutra CRN 7712

Dra. Claudia Alves Couto

Belo Horizonte, de de
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PROTOCOLO DE ATENDIMENTO INICIAL

Data: / /

Responsavel pelo atendimento inicial:

Nome:

Registro:

1. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS E SOCIECONOMICAS

Cor: (1) Branco (2) Parda-moreno (3)Negro (2)Amarela (4) Indigena
Sexo: ()M (2)F

Data de Nascimento: / / Idade:

Naturalidade:

Endereco:

Telefone:

Profissao: Atividades profissionais:

Renda mensal: (1) 1 a 2 salarios minimos
(2) 3 a 4 salarios minimos
(3) 5 a 6 salarios minimos

(4) acima de 6 salarios minimos

2. ANAMNESE

Queixa
principal:

Historia da moléstia atual:

Anamnese especial
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OBS: Apresenta alteragao relacionada ao TGI com inicio ha pelo menos 6 meses e
presentes nos ultimos 3 meses:

Eséfago

Pirose (sensagao de queimacéo retroesternal subindo) (0) ndo (1) sim
Dor toracica (ndo em queimagao) (0) nao (1) sim

Disfagia (dificuldade para engolir) (0) ndo (1) sim

Globus (bolo/né na garganta) (0) ndo (1) sim

Estomago e duodeno

Desconforto pés-prandial (0) ndo (1) sim

Dor epigastrica (regido do abdome acima do umbigo) (0) ndo (1) sim
Aerofagia (engole ar ao falar ou comer) (0) n&o (1) sim

Eructacdo excessiva (0) ndo (1) sim

Nausea (varias vezes por semana) (0) n&o (1) sim

Vomitos (1 ou mais por semana) (0) ndo (1) sim

Ruminacgéo (retorno do alimento engolido a boca, mastiga e engole novemente) (0) n&o (1)
sim

Intestino
Dor ou desconforto abdominal (0) ndo (1) sim
Distens&o abdominal (sensacao) (0) ndo (1) sim

Constipagao (a0 menos 2 dos seguintes: menos que 3 evacuagdes/semana; esforgo(ao
menos 25% das evacuagdes), fezes duras (25%), sensacgao de evacuagao incompleta
(25%), sensacéao de obstrugao anorretal (25%), manobras manuais para facilitar (25%)
(0) ndo (1) sim

Diarréia (0) ndo (1) sim
Outro sintoma intestinal inespecifico (diferente dos acima) (0) ndo (1) sim
Vesicula Biliar e Esfincter de Oddi

Dor no hipocéndrio direito (dias alternados, dura 30 min ou mais, n&do alivia com antiacidos,
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independe da postura) (0) n&o (1) sim
Anorretais

Incontinéncia fecal (0) ndo (1) sim
Dor anorretal (20 min ou mais) (0) ndo (1) sim

Aparelho respiratério e cardiovascular: apresenta alguma queixa? (0) ndo (1) sim
Qual(is)?

Dor toracica (0) ndo (1) sim (se sim, descrever e discutir)

Dispnéia (0) ndo (1) sim
Tosse (0) ndo (1) sim

Aparelho genito urinario: Apresenta alguma queixa? (0) n&o (1) sim
Qual(is)

Menopausa: (0) n&o (1) sim Idade: anos

Aparelho locomotor:
Algum problema osteoarticular: (0) ndo (1) sim
Osteoartrose (0) ndo (1) sim

Doengas reumatoldgicos (artrite, lupus, etc)  (0) n&o (1) sim

Hérnia de disco (0) ndo (1) sim
Tendinites (0) ndo (1) sim
Lombalgia (0) ndo (1) sim
Outros.
Quais?

Esse problema impede de fazer atividade fisica: (0) ndo (1) sim

Especificar:

Estilo de vida:
Atividade fisica: (0) ndo (1) sim

Tipo: (1) aerébica (2) anaerdbica
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Duracéo: minutos
Frequéncia: vezes na semana
Atividade fisica na profissao: (0) ndo (1) sim Qual?

Historia Familiar:

Histéria de doengas na familia [marcar: (a) pai (b) mae (c) irmao(s)

(d) ignorado]:

Obesidade Dislipidemia
Hipertenséo Hepatocarcinoma
Cirrose DCV (AVE, IAM, Angina)
Diabetes DHGNA

Historia Previa:

Cirurgia: (0) ndo (1) sim Tipo:

Transfusdo de sangue (0) n&o (1) sim Data:

Diabetes gestacional: (0) n&o (1) sim

Problemas de coragao: (0) n&o(1) sim Qual?

Derrame: (0) ndo(1) sim

Ja usou medicamentos para hipertensao: (0) ndo (1) sim Qual?

Tem hipertensdo:(0) ndo (1) sim . Ha quanto tempo?

Ja usou medicamentos para diabetes: (0) ndo(1) sim Qual?

Tem diabetes: (0) ndo(1) sim Ha quanto tempo?

Ja usou medicamentos para hipercolesterolemia: (0) ndo(1) sim Qual?

Tem hipercolesterolemia: (0) ndo(1) sim Ha quanto tempo?

Hepatite ou doenga prévia do figado: (0) n&o(1) sim
Ganho de peso: (1) infancia (2) adolescéncia (3) vida adulta (4) n&o

Ja fez algum tratamento para perda de peso: (0) ndo(1) sim

Se sim, em que periodo da vida? (1) infancia (2) adolescéncia (3) vida adulta




86

Utilizou medicamento para perda de peso: (0) ndo(1) sim
Qual medicamento e periodo de utilizago:
Etilismo: (0) n&o (1) sim (2) interrompido:

Ha quanto tempo? anos

Duracéo:
Tipo de bebida:

Média semanal:

Calculo da quantidade: (1) > 2 doses/semana (2) > 3 doses// semana

1 dose= 149 de etanol

Bebida Unidade mL Etanol (g)

Dose 50 17
Cachacga
Garrafa 660 220

Destilados (whiskey,

+/- 1
vodka) Dose 50 /- 16

Aperitivos (martini, cam

: Dose 50 +/- 8
pari)
Copo 250 9
Cerveja Lata 350 13

Garrafa 660 25

g/L = °GL x 10 x 0,7893 Fonte: Neves, MM e
cols. Concentragao de etanol embebidas alcodlicas m
ais consumidas no Brasil. GED 8(1):17-20, 1989

Tabagismo: (0) ndo (1) sim(2) interrompido: Ha quanto tempo?

anos
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Duragao: anos Quantidade (anos/maco):

Exposicao a petroquimicos: (0) ndo (1) sim (98) ndo sabe(99) ndo se aplica

Duracéo: anos

Tempo de afastamento: anos

*Trabalhou com solventes, tintas, gasolina, industria, manipulagao direta de petroquimicos
Drogas ilicitas: (0) ndo (1) sim(98) ndo sabe (99) ndo se aplica

Quais:

Tempo de uso:

Medicagoes Tempo de | Apresentacéo e Esquema (MID,BID,
uso dosagem TID)

3. ANAMNESE NUTRICIONAL
Preferéncias alimentares:

Aversoes alimentares:

Alergias alimentares:

Faz uso de liquidos nas refei¢cdes: (0) n&o (1) sim

Quais:

Numero de pessoas na casa:

Hidratac&o diaria: ml/dia
Consumo de sal mensal: kg
Consumo de agucar mensal: kg

Consumo de gorduras mensal: 6leo vegetal:
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Azeite: Margarina: Manteiga: Banha:

Numero de refeigdes diarias:
Principais refeigdes: (0) casa (1) fora de casa

Periodo do dia em que mais sente fome:

Peso atual:

Altura:

Peso habitual:

Circunferéncia da cintura:

IMC:

4. EXAME FiSICO:
Ectoscopia:
Cabelos: (0) NDN — Nada digno de nota (1) Alopecia
Cutaneo: (1) Acantose nigricans
(2) Eritema palmar
(3) Aranhas vasculares

(4) Outras.Quais?

AR: Eupnéico: (0) ndo (1) sim

Ausculta: (0) normal (1) ruido adventicio: Qual(is)?

ACV: Ausculta: Ritmo: (1) Regular (2) Irregular
F.C.

P.A.:

Pulsos periféricos: femoral ( ) presente ( )ausente
tibial posterior () presente ( ) ausente

dorsaldopé ( )presente ( )ausente

Sopro carotideo: (0) ndo (1) sim

Edema de mmii: (0) ndo (1) sim
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Dor a palpag&o abdominal: (0) ndo (1) sim
Hepatomegalia: (0) ndo (1) sim
Ascite: (0) ndo (1) sim

Esplenomegalia: (0) ndo (1) sim

5.Diagnéstico

( ) DHGNA sem indicagédo de BX — provavel esteatose pura ( ) DHGNA
com indicagdo de bx ( ) FO-F1 ( ) F2-F4

Comorbidades associadas:

Obesidade: (0)ndo (1)sim  Hipercolesterolemia: (0) ndo (1) sim
Hipertrigliceridemia: (0) ndo (1) sim Hipertenséo: (0)n&o (1) sim
DCV: (0)ndo (1) sim Intolerancia a glicose: (0) ndo (1) sim
Diabetes: (0) n&o (1) sim Hepatocarcinoma: (0) ndo (1) sim
Cirrose: (0) n&o (1) sim

Observagoes:

Obesidade: IMC> 29,9kg/m?ou CC: H>94 e M>=80cm
Hipertrigliceridemia (=150mg/dL ou em tratamento para triglicérides elevado)

Hiperglicemia jejum (=2100mg/dL ou em uso de medicamento para
hiperglicemia)

Hipertens&o (=2130/85 ou em uso de medicamento para hipertensao)
HDL (H<40mg/dL e M<50mg/dL)
DCV (AVE,IAM, Angina)

Conduta:

Retorno:




Médico

CRM

Nutricionista

CRN
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Indicagbes de BX hepatica:

1. AML= 1/40
FAN= 1/80

2. Presenga de SM (CC> 94 cm para homens; > 80 cm para mulheres;
presenca de HDL< 45 para homens; HDL<50 para mulheres; TG= 150

mg/dL; GLI jejum= 100mg/dL)

3. Outras doencas do figado associadas

4. Ferritina > 500 e indice de saturagao de transferrina > 50%

5. NAFLD SCORE > 0,67

Contra- indicagoes de BX hepatica:

1.Plaquetas < 50.000/mm?®

2. TAP > 3 a 5 x controle

3. Uso de AAS ou AINES = 7 a 10 dias

EXAMES PARA EXCLUSAO DE OUTRAS HEPATOPATIAS

Exames Data Valor

Valores de
Referéncia

Celuroplasmina

Alfa-1-antitripsina

FAN
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Anti musculo liso

Anti HCV

Anti HBs

Anti HBc

Anti HVA

HBsAg

Eletroforese de proteinas

Indice de saturacdo de
transferrina

Ferritina
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