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RESUMO

Savoldelli RD. Leptina e ghrelina na fase aguda e de recuperacdo da
cetoacidose diabética em criancas e adolescentes [tese]. Sdo Paulo: Faculdade
de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2016.

INTRODUCAO: a agdo dos horménios contrarreguladores da insulina na
cetoacidose diabética tem sido estudada desde a década 1970-80, e é sabido
que seus niveis elevados, aumentando a resisténcia a insulina, tém papel
importante na génese da CAD. Leptina e ghrelina foram mais recentemente
associadas a homeostase da glicose, no entanto, seu papel na CAD ainda é
controverso. Os objetivos deste estudo foram: avaliar as alteragcdes nas
concentracdes séricas de leptina e ghrelina presentes ao diagndstico da CAD
durante os primeiros trés dias de seu tratamento e apds a estabilizacdo
completa do quadro, as correlagdes com a insulina e outros contrarreguladores,
comparando com individuos saudaveis. METODOS: foram analisados 25
episodios de cetoacidose diabética em 22 pacientes admitidos no setor de
emergéncia pediatrica de um hospital terciario em Sao Paulo, Brasil, entre
marco de 2010 e julho de 2013. Os episédios de cetoacidose foram manejados
com reposicdo endovenosa de fluidos e eletrdlitos e analogos de acédo
ultrarrdpida de insulina subcutédnea intermitente. Amostras para glicose,
insulina, leptina, ghrelina, GH, cortisol e catecolaminas foram obtidas no
momento da admisséo (T0), durante o tratamento da cetoacidose (apoés 2, 4, 6,
12, 24 e 72 horas) e em um momento estavel apos a alta (TE). Os dados foram
analisados utilizando-se os testes ANOVA ou Kruskal-Wallis para a
comparacao de variaveis continuas durante o tratamento, Teste t de Student ou
Mann Whitney para a comparacao entre pacientes e grupo controle, e testes de
Pearson ou Spearman para correlacdo entre as variaveis; p < 0.05 foi
considerado significativo. RESULTADOS: observamos trés fases distintas (a):
o diagnoéstico de CAD (TO) em que prevalecem hiperglicemia, insulinopenia e
elevacdo de hormoénios contrarreguladores; nesse momento, as concentracdes
de leptina foram menores que no grupo controle, provavelmente relacionadas a
insuficiéncia de energia, estado hipercatabolico e elevacdo dos hormoénios
contrarreguladores; as concentracdes de ghrelina foram menores que no grupo
controle, apesar do hipercatabolismo, da hipoinsulinemia e da
hiperglucagonemia, todas situacbes que fisiologicamente elevariam seus
niveis, possivelmente devido a hiperglicemia marcante do momento; (b)
durante o tratamento da CAD (T2 a T72): com reducao gradual da glicemia até
T24, elevacdo gradual da insulina, reducdo de glucagon, GH, cortisol e
norepinefrina; nesse periodo, ocorreu elevacao gradual da leptina apds o inicio
do tratamento com insulina, que atingiu niveis comparaveis ao GC no T72;
reducdo da ghrelina (T4 menor que T72), provavelmente inibida pela
hiperglicemia e por doses suprafisiolégicas de insulina; e (c) apos a resolucéo
da CAD (TE): com hiperinsulinizacdo; GH, cortisol e norepinefrina comparaveis



ao GC, glucagon reduzido em relagédo ao GC, possivelmente supresso pelos
altos niveis de insulina; as concentracdes de leptina foram maiores que em TO
e comparaveis ao GC; os niveis de ghrelina, comparaveis ao diagndstico e
durante o tratamento da CAD, ainda significativamente menores que no GC,
provavelmente influenciados pela hiperglicemia, hiperinsulinemia e baixos
niveis de glucagon. CONCLUSOES: as concentracdes de leptina diminuidas
ao diagnostico de CAD tornam-se semelhantes em pacientes com DM1
estaveis em relacdo a individuos saudaveis, podendo ser um marcador de
hipercatabolismo. As concentragbes de ghrelina permaneceram baixas durante
todo o estudo em pacientes diabéticos, independentemente da
descompensacéao.

Descritores: leptina; grelina; cetoacidose diabética; diabetes mellitus tipo
1; crianca; adolescente; hiperglicemia.



ABSTRACT

Savoldelli RD. Leptin and ghrelin during acute and recovery phases of diabetic
ketoacidosis in children and adolescents [thesis]. S&do Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de Sdo Paulo”; 2016.

INTRODUCTION: The role of glucoregulatory hormones in diabetic
ketoacidosis have been investigated since 1970-80s and the elevation of growth
hormone, cortisol and norepinephrine reduce the sensitivity to insulin. Leptin
and Ghrelin have more recently been shown to regulate glucose and insulin
metabolism; however, their functions in DKA are still controversial. The aims of
this study were to analyze leptin, ghrelin and their relationships with other
glucoregulatory hormones on diagnosis of diabetic ketoacidosis, during the first
72 hours of treatment and after recovery compared with healthy subjects.
METHODS: We examined 25 DKA episodes in 22 patients who were admitted
to the pediatric emergency department of a tertiary hospital in S&o Paulo, Brazil,
from March 2010 to July 2013. These episodes were managed with fluids and
electrolytes replacement and intermittent subcutaneous fast-acting insulin
analogues. Samples for blood glucose, insulin, leptin, ghrelin, GH, cortisol, and
catecholamines were obtained on admission (T0), during treatment (after 2, 4,
6, 12, 24 and 72 hours) and after discharge (TS). The control group (CG) was
comprised by 21 healthy subjects, who submitted a single blood sample. Data
were analyzed by ANOVA or Kruskal-Wallis to compare continuous variables
during treatment, student t-test or Mann Whitney for comparisons between
patients and controls, and Pearson or Spearman correlations between
variables; p<0.05 was considered to be significant. RESULTS: we observed
three distinct phases: (a) on diagnosis of DKA (T0O) where hyperglycemia,
insulinopenia, and elevated glucoregulatory hormones prevail; leptin
concentrations were lower than CG at this moment, probably related to energy
insufficiency, hypercatabolic state, and elevated glucoregulatory hormones;
ghrelin concentrations were lower than CG at this moment, despite
hypercatabolism, hypoinsulinemia and hyperglucagonemia, situations that
physiologically would increase them, possibly related to marked hyperglycemia
at TO; (b) during DKA treatment (T2 to T72): with gradual reduction of blood
glucose until T24, gradual rise of insulin; reduction of glucagon, GH, cortisol and
norepinephrine. Leptin levels rises gradually after the start of insulin treatment
and is comparable to control group at T72; reduction of ghrelin (T4 lower than
T72), possibly inhibited by hyperglycemia and supraphysiological doses of
insulin, all lower than CG; and (c) After DKA (TS), in an outpatient setting: with
marked hyperinsulinization, GH, cortisol and norepinephrine were comparable
to CG. Glucagon was lower than CG, possibly suppressed by high insulin
levels; leptin was higher than TO and comparable to CG; ghrelin levels were
comparable to all samples during DKA treatment, and still significantly lower
than CG, probably influenced by hyperglycemia, hyperinsulinemia and low



glucagon levels. CONCLUSIONS: Low leptin levels were a marker of
hypercatabolic state, with normalization of its concentrations with DKA
resolution. Ghrelin was low in diabetic patients independent of metabolic
derangements.

Descriptors: leptin; ghrelin; diabetic ketoacidosis; diabetes mellitus, type
1; child; adolescent; hyperglycemia.



1 INTRODUCAO



1.1 Cetoacidose Diabética

A cetoacidose diabética (CAD) é um distarbio metabdlico agudo e grave,
causado por deficiéncia insulinica extrema que, juntamente com um estado de
resisténcia a acdo da insulina nos tecidos alvo, gera um estado de
hiperglicemia, graves perdas hidroeletroliticas, acidose metabdlica,
hiperosmolaridade e cetose, que podem levar ao 6bito. Parte significativa dos
casos novos de diabetes mellitus (DM) na faixa etaria pediatrica ainda séo
diagnosticados em situacdo de cetoacidose, na maioria das vezes por
oportunidade perdida de diagnostico de DM. Constitui causa frequente de
readmissdes nos servicos de emergéncia pediatricos, sendo a principal causa
de mortalidade entre criancas diabéticas. A taxa de mortalidade por CAD é de
0,5 a 1% nos grandes centros, principalmente relacionada ao edema cerebral.

A frequéncia de CAD ao diagnostico de DM tem grande variacdo
regional, sendo menor nas regidbes de maior prevaléncia da doenca. Na
literatura, ha relatos que variam de 15 a 70% dos casos na Europa e América
do Norte.* No Brasil, ha relatos recentes da presenca de CAD ao diagndstico
em cerca de 40% dos casos.>® Outros fatores de risco para maior incidéncia de
CAD ao diagnostico incluem idade menor que cinco anos, maior dificuldade de
acesso a servicos de satude e menor escolaridade dos pais.'? Alguns fatores
que diminuem a chance de CAD ao diagnostico de DM1 sdo a presenca de
outro membro da familia com diagnéstico de diabetes insulino dependente e,
mais recentemente, a participagdo em estudos longitudinais envolvendo
pacientes de alto risco genético para DM1.%’

Em pacientes com diagnoéstico prévio de DM1, a chance de CAD é de 1
a 10 casos para 100 pacientes por ano. O grupo de maior risco sdo as meninas
adolescentes, e, em geral, 20% dos individuos sdo responsaveis por cerca de
80% dos casos, mostrando grande chance de recorréncia.'? Outros fatores de
risco sdo problemas psicossociais existentes antes do diagnostico de DM,

controle inadequado do DM, ambiente familiar disfuncional, omissao de



insulina, ajuste inadequado de doses durante doencas intercorrentes e
dificuldade de acesso a servicos de saude.*?

Os mecanismos fisiopatoldgicos da CAD (Figura 1) decorrem do estado
de insulinopenia grave, que promove a lipdlise, acidos graxos livres sdo entédo
mobilizados do tecido adiposo e desviados preferencialmente para a via da -
oxidacao, levando a producéo de niveis elevados de corpos cetdnicos (acidos
B-hidroxibutirico e acetoacético). Além disso, a deficiéncia insulinica acarreta
um aumento da relacdo entre glucagon e insulina na circulagcdo do sistema
porta do figado, liberando a producdo hepatica de glicose e reduzindo a
captacdo periférica da glicose pelos tecidos muscular e adiposo. Essa situacao
de resisténcia insulinica € ainda agravada pela presenca dos horménios de
estresse (glucagon, catecolaminas, cortisol, GH) secretados em virtude da
presenca de hipovolemia e/ou choque. A hiperglicemia resulta em diurese
osmotica, levando a desidratacédo grave, perda de eletrélitos (sédio, potassio,
fésforo, magnésio) e acidose lactica por hipoperfusdo tecidual. O déficit de
agua pode ainda ser agravado por vomitos, hiperventilacéo e febre.
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Figura 1. Fisiopatologia da cetoacidose diabética (adaptada de Wolfsdorf J,
2006°).

O quadro clinico do paciente em CAD inclui sintomas como polidria,
polidipsia, emagrecimento, dor abdominal, vOomitos, fraqueza, dispneia,
confusdo mental e sinais como letargia, desidratacao, respiracdo de Kussmaul,
halito cetbnico, distlrbios de consciéncia e coma. A desidratacdo pode ter
graus variados, dependendo da duracdo e gravidade da doenca e tipo e
quantidade de fluidos ingeridos antes do atendimento. O alto débito urinario se
mantém, apesar da desidratacédo, até deplecdo volémica extrema ou choque,
com reducdo da perfusdo renal e, consequentemente, do débito urinario.
Podem ocorrer alteracdes inespecificas em exames laboratoriais, como
aumento de amilase e leucocitose no hemograma, com desvio a esquerda, no
entanto, a presenca de febre é sugestiva de infeccdo associada.'®

Os critérios bioguimicos para o diagndstico da CAD sé&o:**

— glicemia >200 mg/dL;



— acidose metabdlica, com pH de sangue venoso < 7,3 e/ou bicarbonato
<15m Eq/L; e

— presenca de cetonuria e/ou cetonemia > 3,0 mmol/L

A terapéutica deve ser instituida de imediato e envolve o tratamento do
choque, a reposicao das perdas hidricas, a correcdo das perdas eletroliticas, a
correcdo da hiperglicemia, da acidose metabdlica e o tratamento do eventual
processo infeccioso desencadeante.

A reposicdo hidroeletrolitica adequada e bem planejada e a
monitorizagdo clinica frequente do paciente séo fatores criticos no tratamento
da CAD. A insulinoterapia deve ser iniciada apos a normalizacédo da perfuséo
tecidual, geralmente a partir da segunda hora do tratamento. As possiveis
complicagbes da CAD e de seu tratamento (edema cerebral, hipocalemia,
hipoglicemia, entre outras) devem ser monitoradas e prontamente tratadas
quando presentes.

A Ultima etapa do tratamento compreende a tentativa de identificacao do
fator precipitante para possivel prevencao da recorréncia da CAD.

A CAD envolve alteracbes importantes na secrecéo e acao da insulina e
seus contrarreguladores, assim, dois outros hormonios descritos mais
recentemente, que também tém papel no metabolismo da glicose, seréo

considerados adiante.

1.2 Leptina

Desde os anos 1950 e 1960 sédo conhecidos e bastante estudados
modelos animais de obesidade e diabetes causados por heranca autossémica
recessiva, dentre eles os camundongos ob/ob e db/db. Os modelos afetados
apresentam caracteristicas fenotipicas muito semelhantes, principalmente
hiperfagia, obesidade, hiperglicemia e infertilidade.'®** Um dos estudos mais
esclarecedores em relacdo as alteracbes presentes nos dois modelos foi
publicado por Coleman em 1978.> Em seus experimentos de parabiose, ao
unir a circulacdo de camundongos ob/ob a camundongos normais, houve
hipofagia e perda de peso dos modelos ob/ob; ao uni-los a camundongos

db/db, estes evoluiram com perda de peso até a morte por inanicdo, enquanto



os camundongos db/db e os normais ndo sofreram alteracbes em seus
fendtipos. Assim, Coleman inferiu que os animais ob/ob ndo produziam fator de
saciedade suficiente para regular sua ingestdo alimentar, por sua vez, 0S
modelos db/db produziam o fator, mas ndo eram capazes de responder a ele.
Mais de quinze anos depois, com a clonagem dos genes da leptina e de seu
receptor, suas teorias se provaram corretas e foram identificadas mutacées do
gene da leptina no modelo ob/ob e no gene do receptor da leptina nos modelos
db/db. 314

A leptina € um horménio peptidico secretado, principalmente, pelos
adipécitos, com acao inibitoria central sobre o apetite, constituindo-se em um
importante regulador do peso corporal e do balanco energético. A variavel mais
importante na determinacdo da concentracdo de leptina circulante é a
quantidade de gordura corpérea; de forma geral, quanto maior a quantidade de
gordura corporal, maiores as concentracdes de leptina. O receptor da leptina
(LEPR) é expresso, principalmente, no hipotalamo, regido de fundamental
importancia no controle do apetite, homeostase da glicose e funcbes
enddcrinas.'>*°

A acdo da leptina inibe o apetite e a producéo hepatica de glicose, além
de sinalizar a suficiéncia de energia a longo prazo, permitindo a ativacdo de
fungbes enddcrinas de alta demanda energética, como a reproducéo. No jejum,
h& queda dos niveis de leptina devido a reducdo dos estoques de triglicérides
nos adipdcitos, o que leva ao aumento do apetite, da producdo hepatica de
glicose e a diminuicdo de sua acdo permissiva sobre as funcdes
endécrinas.’>*® Estudos mostram que a leptina encontra-se diminuida em
situacdes de jejum prolongado com aumento de B-hidroxibutirato, porém tal
elevacao nao é reproduzida pela infusédo de B-hidroxibutirato, sugerindo que ela
seja decorrente de outras alteracbes metabdlicas concomitantes, como a
elevacado dos contrarreguladores da insulina presentes nessa situacéo.’

Também em situacbes em que ha perda de peso, h4d consequente
reducdo nas concentracoes de leptina, levando ao maior estimulo em resposta
a visualizacdo de alimentos e a menor saciedade em resposta a alimentacao,
contribuindo, assim, para a tendéncia de recuperar o peso perdido. Esse

mecanismo funcionaria como uma forma de prote¢do do organismo a reducdo



de gordura corporal, que poderia levar ao prejuizo da funcdo reprodutiva, e
explica ao menos em parte a grande taxa de insucesso na maioria das terapias
contra a obesidade.***18-20

Individuos com deficiéncia de leptina ou mutacées em seu receptor
apresentam caracteristicas clinicas semelhantes, em geral com peso de
nascimento normal, porém evoluindo com hiperfagia, ganho de peso excessivo
desde os primeiros meses de vida e obesidade grave, com aumento de tecido
adiposo subcutaneo, principalmente em tronco e membros, que é aumentado
em relacdo a obesos por outras causas. Pode haver uma predisposicdo a
infeccbes devido a células T com nuamero e funcdo comprometidos. O
hipogonadismo hipogonadotréfico também € uma caracteristica comum nesses
casos, além de um hipotiroidismo com niveis baixos de T4 e concentracdes
aumentadas de TSH, porém geralmente inativo e com padrdo desorganizado
de secrecdo, caracteristicas condizentes com a falta de acdo permissiva da

leptina sobre funcées enddcrinas de alta demanda energética.?*
1.2.1 Leptina e metabolismo da glicose

Acles diretas da leptina tanto no pancreas quanto em tecidos alvo da
insulina, além de a¢bes no sistema nervoso central (SNC), contribuem para a
homeostase da glicose, porém ainda néo estdo completamente esclarecidos os
mecanismos intracelulares pelos quais os receptores da leptina exercem essa
regulac&o.’®

Na célula B pancredtica, a leptina reduz a sintese e a secrecdo de
insulina, criando uma alca de regulacdo fisioldgica entre a célula B e o
adipécito; assim, o aumento da insulina promove o acumulo de tecido adiposo,
que eleva as concentracbes de leptina, que, por sua vez, atua diminuindo a
secrecdo e producdo de insulina.?? Modelos animais que apresentam defeitos
na producdo ou na acéo da leptina evoluem com hiperinsulinemia inicialmente
acompanhada de hipoglicemia e, posteriormente, com resisténcia a insulina,
provavelmente secundaria, uma vez que apresentam melhora com
administracdo de diazéxido, porém ndo de metformina.>®> Na célula

o pancredtica, a leptina inibe a sintese e a secrecdo de glucagon.?*? As acdes



diretas ou via SNC da leptina no tecido muscular, hepatico e adiposo branco e
marrom sdo complexas e variam de acordo com o estado metabdlico, podendo
inibir ou estimular os efeitos da insulina na homeostase da glicose.?

Estudos comprovam que as acdes da leptina no metabolismo da glicose
sdo independentes do peso ou da ingestdo alimentar, uma vez que sua
deficiéncia em modelos animais pode levar a hiperglicemia e a resisténcia a
insulina, mesmo antes do ganho de peso, e mesmo quando comparados a
animais que receberam quantidade de alimento equivalente aos animais
deficientes. Também humanos com lipodistrofia  generalizada e,
consequentemente, com concentracdes circulantes reduzidas de leptina,
apresentam hiperglicemia e resisténcia a insulina. A infusédo de leptina exégena
€ capaz de reverter esse quadro, diminuindo os niveis de glicemia e insulina,

antes que ocorram alteracdes no peso.?

1.2.2 Leptinae DM 1

Modelos animais de DM1, hiperglicémicos, hipoinsulinémicos, com
niveis altos de glucagon e cortisol, apresentam leptinemia reduzida. Alguns
autores avaliaram os efeitos de sua reposicdo nesses casos.?*?® A
administracdo de leptina em concentracdes suprafisiolégicas foi capaz de
reverter o quadro de descompensacdao metabdlica desses camundongos
criticamente comprometidos, com resolucdo da polidria, ganho de peso,
reversao da cetose e reducdo da glicemia devido a melhora da resisténcia a
insulina e reducdo da secrecdo de contrarreguladores, principalmente
glucagon, além de GH e cortisol.?® J4 a infusdo de leptina em doses suficientes
somente para torna-la comparavel a modelos saudaveis foi capaz de reverter a
descompensacéo, com supressédo do aumento de glucagon e corticosteroides e
menor expressao de enzimas da gliconeogénese, porém com melhora apenas
parcial da hiperglicemia.?’ Um estudo recente mostrou que a reposicdo de
leptina em modelos animais de DM1 levou a normalizacdo da glicemia,
principalmente devido a reducédo da atividade adrenal, e ndo a normalizacdo
dos niveis de glucagon, que ocorreu apenas 18 horas apdés a reducdo da

glicemia. O estudo demonstrou papel fundamental do aumento da atividade do



eixo hipotalamo-hipofise-adrenal no aumento da lipolise mediada por
glicocorticoide, causada pela insuficiéncia de leptina, levando ao aumento da
gliconeogénese, hiperglicemia e cetoacidose nos modelos de DM1.?° Em outro
estudo, o papel da reposicao de leptina foi avaliado como tratamento adjuvante
a insulinoterapia em baixas doses, em modelos animais de DM1, e demonstrou
algumas vantagens em relacdo a monoterapia com insulina, como a
manutencao da estabilidade glicémica, sem o aumento da gordura corporal e
dos fatores de transcricdo e enzimas das vias lipogénicas observadas no
tratamento exclusivo com insulina.*

Em humanos, estudos avaliando pacientes com DML1 j4 estabelecido e
estavel, mostraram leptinemia comparavel ou até aumentada em relacdo a
individuos saudaveis.*~*

Quanto ao diagnéstico de DM1, com ou sem CAD, a maioria dos
estudos mostra concentracdes séricas de leptina diminuidas em relacdo a
individuos saudaveis e individuos diabéticos compensados, porém ainda com
resultados divergentes.

Nakamura et al.*® relataram que pacientes com CAD apresentavam, no
momento da admissdo, concentracdes de leptina aumentadas em relacdo aos
controles saudaveis, sendo que esses valores aumentavam ainda mais nas
primeiras 6 a 24 horas ap6s inicio da insulinoterapia, com queda progressiva,
até atingir valores semelhantes aos controles saudaveis no momento da alta.

JA McCormick e cols.>®

ndo encontraram diferencas significativas nas
concentracfes de leptina ao diagnostico de DM e, apds dias ou semanas do
inicio da insulinoterapia, no entanto, ndo avaliaram individuos higidos.

Fluck et al.%>’

avaliaram a influéncia da insulinoterapia na leptinemia de
pacientes com DM recém-diagnosticados, com ou sem cetoacidose, verificando
que havia um aumento significativo apos a introducéo da insulina, também sem
avaliar individuos saudaveis.

Hanaki et al. avaliaram 19 criancas ao diagnoéstico de DM, 15 delas
apresentando cetose ou CAD, antes do inicio, 3 a 5 dias ap0s e 3 meses
depois do inicio da insulinoterapia; todas foram comparadas a 19 individuos
saudaveis. A leptina foi significativamente menor antes do inicio do tratamento

em relacao aos individuos saudaveis, e 0s niveis ja eram comparaveis nos dois
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grupos apés 3 a 5 dias de tratamento. O aumento da leptina apresentou
correlagdo com o aumento de IMC entre as coletas depois de 3 a 5 dias e apos
3 meses do diagndstico.>®

Hathout et al.>* também verificaram que a leptinemia em pacientes com
CAD era significativamente mais baixa que em pacientes com DM1 estavel, e
também em relacdo a pacientes saudaveis com IMC correspondente. Apds
inicio da insulinoterapia, houve aumento significativo das concentraces de
leptina nos pacientes com CAD, tornando-as semelhantes as dos diabéticos
estaveis.

Kitabchi e Umpierrez*® também verificaram que pacientes com CAD
magros ou obesos e pacientes obesos com hiperglicemia sem cetoacidose
tinham leptina sérica diminuida em relagdo aos controles com IMC
correspondente, havendo um aumento significativo dessas concentracfes apos

o0 inicio da insulinoterapia.

1.3 Ghrelina

A ghrelina é um horménio peptidico de 28 aminodacidos, ligante
endogeno do receptor do secretagogo do GH (GHS-R). O GHS-R foi descrito,
inicialmente, como um receptor acoplado a proteina G, capaz de regular a
secrecdo de GH de forma independente do GHRH (horménio liberador do
horménio de crescimento) hipotalamico. Seu ligante endogeno, a ghrelina,
produzida no estébmago, foi identificada posteriormente em roedores e
humanos.** Apds a transcricdo, a ghrelina sofre uma acilacdo no terceiro
residuo de aminoacido (serina), catalisada pela enzima ghrelina — O -
aciltransferase (GOAT) e somente a forma acilada (acil-ghrelina — AG) age no
GHS-R com papel na secrecéo de GH. A forma né&o acilada (des-acil-ghrelina —
dAG) é predominante na circulacdo e foi considerada inicialmente a forma
inativa da ghrelina, porém, estudos mais recentes envolvem sua participacao
principalmente em fun¢cdes metabdlicas, agindo como antagonista ou
potencializando a acdo da ghrelina acilada, provavelmente utilizando um

receptor distinto, ainda nao identificado.*?
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A ghrelina foi o primeiro hormonio descrito com papel orexigeno de
producdo periférica e acdo central na regulacdo do apetite.** Em geral, é
aumentada em periodos de jejum e em situagbes de restricdo caldrica,
inclusive na anorexia nervosa, e diminuida apos a refeicdo. As concentracdes
de ghrelina sdo baixas em obesos, porém aumentam quando ha perda de
peso, tendendo a levar ao peso anterior.™

De forma geral, as principais agdes da ghrelina estdo relacionadas a
mecanismos de protecdo contra periodos de jejum prolongado, promovendo
um efeito orexigeno, que leva a busca da alimentacéo, estimulo da producédo
de GH, para que haja promocao da lipdlise e restricdo da captacdo periférica
de glicose, além da diminuicdo da secrec¢do de insulina, efeitos que permitem a
prevencdo da hipoglicemia.**

Nos ultimos anos, também foram descritas outras acbes periféricas e
centrais da ghrelina envolvendo, entre outros, o estimulo da motilidade
intestinal e a secrecdo gastrica, a modulacdo do sono, o estresse e a
ansiedade, a protecdo contra atrofia e perda muscular e as a¢des benéficas no
sistema cardiovascular relacionadas a vasodilatacdo e a contratilidade

miocardica.®®

1.3.1 Ghrelina e metabolismo da glicose

A expressdo tanto da ghrelina quanto de seu receptor em ilhotas
pancreaticas sugeriu a hipétese de que ela teria também participacdo na
regulacdo do metabolismo da glicose, levando a avaliagdo de possiveis acdes
paracrinas e endécrinas no pancreas.***

A avaliacdo in vitro da acdo da AG no metabolismo da glicose tem
resultados conflitantes, com estudos mostrando efeito inibitério sobre a
liberacdo de insulina estimulada pela glicose, enquanto outros estudos
mostraram efeito estimulatorio, provavelmente dependendo de doses utilizadas
e outras caracteristicas especificas de cada estudo.***%8

Park et al. podem ter explicado tais resultados aparentemente
discrepantes ao demonstrarem que o efeito estimulatorio ou inibitério da AG na

secrecdo de insulina pode ser modulado por condi¢cdes que alteram os niveis
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circulantes de ghrelina e somatostatina. O GHS-R pode atuar acoplado a
proteina Gag, que estimula a secre¢do de insulina; no entanto, em situagdes de
balanco energético baixo, onde a relacdo ghrelina:somatostatina esta alta,
como no jejum prolongado, por exemplo, 0 GHS-R forma um heterémero com o
receptor 5 da somatostatina (SST5) e, entdo, atua por meio da subunidade Gaj,
0 que leva a reducdo do acumulo de cAMP e a inibicdo da secrecdo de
insulina. Em situacdes de balango energético alto, como no poés-prandial, com
reducdo de ghrelina e aumento de somatostatina e, portanto, relacéo
ghrelina:somatostatina baixa, diminui a inibicAo do acumulo de cAMP, com

aumento da secrecdo de insulina.*

Balango
energético baixo

/!

1 ghrelina 4{ -%9 insulina ﬁ—{
~ED
— /&

\/ Tsomatostatina

Yi \ \/
Efﬁ@ :

insulina

Balango
energético alto

Figura 2. Regulagdo da funcdo das ilhotas pancreaticas mediadas pelo
heteromero GHSR:SST5. Em situacbes de balanco energético baixo, a
formacao de heteromero GHSR:SST5 possibilita a atuacdo do GHSR acoplado
a subunidade o inibitéria da proteina G, inibindo a liberagéo de insulina pela
célula B e permitindo o aumento da liberacdo de glucagon. Em situacdes de
balanco energético alto, a atuacdo do GHSR ¢é via proteina Gaq, onde deixa de
existir a inibicdo para secrecao de insulina. Concentracdes elevadas de insulina
e somatostatina inibem a secrecdo de glucagon pelas células o pancreéticas.*

Em relacdo a outros hormonios contrarreguladores da insulina, estudos

in vitro mostram que a AG tem um papel estimulatério direto na secrecéo de
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glucagon pela célula a pancreética,*® além disso, a administracéo de glucagon
foi capaz de estimular a secrecdo de ghrelina, acdo potencializada pela
coincubacao de norepinefrina.*

Estudos in vivo mostraram modelos animais deficientes em leptina
(ob/ob), e, por essa razdo, obesos, hiperglicémicos e hiperinsulinémicos, que
também apresentaram mutagcbes no gene da ghrelina com consequente
deficiéncia, demonstraram melhora do perfil glicémico e da sensibilidade a
insulina, apesar de ndo apresentarem alteracdo de peso ou da gordura
corporal, mantendo-se obesos; o efeito benéfico no perfil glicémico era
revertido com a infusdo de ghrelina.>®> A maioria dos estudos em modelos
animais mostra que a administracdo de AG tem papel inibitério na secrecéo de
insulina, independente da inducéo de secrecdo de GH.****® Antagonizar a AG
ou sua sinalizacdo por meio de ablacdo genética ou acdo farmacolégica tem
efeito benéfico no metabolismo da glicose, com aumento da secrecao de
insulina bem como de sua sensibilidade periférica.>*>°

Em humanos, o aumento agudo da ghrelina pode levar a reducédo da
secrecdo de insulina e consequente aumento da glicemia, independente do
aumento de GH.>® Doses suprafisiolégicas de AG podem também diminuir a
sensibilidade & insulina e a tolerancia a glicose.>”

A insulina também pode influenciar a secrecdo de ghrelina; estudos
demonstraram que a infusdo de insulina, principalmente em niveis
suprafisiolégicos, foi capaz de inibir a secrecdo de ghrelina,
independentemente da glicemia.®®>°

Quanto a dAG, seu papel in vitro, in vivo e em humanos também néo foi
completamente esclarecido; ha estudos mostrando efeitos estimulatérios na
secrecdo de insulina, outros sem efeito; alguns autores acreditam que sua agéo
seja por meio de antagonismo a acéo da AG, e os resultados variam de acordo
com a populacdo estudada, as doses utilizadas, a duragdo da infusdo e as
metodologias utilizadas para estabilizacdo da AG e dAG para realizagao de

suas dosagens,***

e, inclusive, um estudo sugere que toda a ghrelina na
circulagcdo seja acilada e a dAG possa ser, na verdade, um artefato devido a

manipulacdo das amostras para dosagens no plasma.®
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1.3.2 Ghrelina e DM1

Ao estudar modelos animais de DM1, Dong e cols. demonstraram que
0os camundongos apresentavam concentracdes elevadas de ghrelina na
descompensacéo diabética, o que foi corrigido com o inicio do tratamento com
insulina.®!

Holdstock avaliou 22 criangcas ao diagnostico de DM 1 no momento
anterior ao inicio do tratamento com insulina, apos 10 dias do inicio do
tratamento, comparou os dados com os de 10 criancas saudaveis. Além disso,
0s pacientes diabéticos, apds 3 e 9 meses de tratamento foram avaliados em
teste de refeicdo mista. Ao diagndstico, os pacientes com DM apresentavam
ghrelina significativamente menor que apdés 10 dias de tratamento e
significativamente menor que em individuos saudaveis. Em individuos normais
€ esperada a reducdo das concentracbes de ghrelina apds a refeicdo; no
entanto, ndo houve resposta no teste de refeicAo mista nos pacientes
diabéticos, apesar do aumento da glicemia e do peptideo C.%?

J& Ashraf e cols. avaliaram 19 criancas ao diagndéstico de DM 1, sem
CAD, porém com alteracBes glicémicas e sintomas de descompensacéo,
observando que as concentracdes de ghrelina ndo apresentavam diferenca
significativa entre o pré-tratamento com insulina e a coleta na manha seguinte
ao inicio do tratamento, mas eram ambas significativamente maiores que a
dosagem ap6s 3 meses de tratamento.®

Soriano-Guillén et al.®*

avaliaram 22 pacientes com DM 1, sendo 9 deles
em CAD, 37 individuos saudaveis e observaram que a ghrelina plasmatica era
significativamente mais baixa em portadores de DM 1 a época do diagndstico
gue em controles normais, e que tais niveis permaneceram baixos apds o inicio
da insulinoterapia, tanto 48 a 60 horas apds o inicio, quanto apos periodos
mais prolongados, de 1 a 4 meses apo6s o inicio da insulinoterapia. Nao houve
correlagao entre as concentragdes de ghrelina e leptina em nenhum momento,

sugerindo mecanismos de controle diferentes.



2 JUSTIFICATIVA
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O papel dos hormoénios contrarreguladores da insulina na CAD vem
sendo estudado desde a década de 1970, sendo ja estabelecida a importancia
do aumento de glucagon, GH, cortisol e catecolaminas em sua fisiopatologia.
Desde entdo, outros horménios que influenciam o metabolismo da glicose e a
secrecdo e sensibilidade a insulina, como a leptina e a ghrelina, foram descritos
e pouco estudados na CAD, ainda com resultados conflitantes. A coexisténcia
de situacdes fisiologicamente antagdnicas na CAD, como hiperglicemia e o
hipercatabolismo, com aumento da lipdlise e cetose, propiciam uma situacdo
impar para o estudo do comportamento da leptina e da ghrelina.

Ao realizar este estudo, nossas hipéteses iniciais seriam que o estado
de hipercatabolismo e insulinopenia prevaleceriam na determinacdo das
concentracbes séricas de leptina (reduzida) e ghrelina (aumentada), o que
poderia contribuir para a diminuicdo da secrecdo de insulina, aumento da

resisténcia a sua acdo e estimulo da hiperfagia, contribuindo para a

perpetuacdo do mecanismo da descompensacao diabética.



3 OBJETIVOS
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1. Avaliar as alteracbes nas concentracfes séricas de leptina e ghrelina
presentes ao diagnéstico da CAD, durante os primeiros trés dias de seu
tratamento, apos a estabilizacdo completa do quadro, ja em ambiente
ambulatorial, e compara-las a individuos saudaveis.

2. Estabelecer correlagbes entre as concentracbes de leptina e ghrelina
com os niveis de insulina, glucagon, GH, cortisol e catecolaminas apresentados
no momento da descompensacao, durante seu tratamento, apos estabilizacao

completa do quadro e em individuos saudaveis.



4 METODOLOGIA
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Foram avaliados 25 episddios de CAD em pacientes admitidos no
Servico de Consultas de Urgéncia e Triagem (SCUT) do Instituto da Crianca do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
(ICr), entre marco de 2010 e junho de 2013. O grupo controle foi composto por
21 individuos saudaveis, em seguimento nos ambulatérios de Adolescentes ou
Pediatria do Instituto da Crianca do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo. O projeto foi aprovado pela CAPPesq
(nimero 0144/08) e o termo de consentimento livre e esclarecido foi obtido com
o responsavel pelo paciente para participacédo no estudo.

O projeto recebeu auxilio financeiro da Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP), processo n® 2008/08300-5.

4.1 Critérios de incluséo

Foram incluidas criancas e adolescentes admitidos em descompensacao
ou primodescompensacao diabética com cetoacidose por apresentar quadro de
desidratacdo e perfil bioquimico com glicemia > 200 mg/dL, pH < 7,30 e/ou
bicarbonato sérico < 15 mEg/L, cetondria > ++ ou cetonemia > 3,0 mmol/L *; e
peso maior ou igual a 20 kg, limite estabelecido devido ao volume de sangue
necessario para a obtencao das amostras.

4.2 Critérios de excluséo

Foram excluidos pacientes em uso de medicamentos hiperglicemiantes.

4.3 Tratamento da cetoacidose

O tratamento da cetoacidose seguiu o0 protocolo institucional, ja

publicado anteriormente.®® (Resumido na Figura 3)
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Na admissdo, os seguintes exames e procedimentos foram realizados
nos pacientes em CAD: afericdo do peso em balanca digital, glicemia de ponta
de dedo; cetonemia de ponta de dedo e/ou cetondria por fita urinaria; coleta de
amostras para glicemia, sodio, potassio, cloro, fosforo, célcio idbnico, magnésio,
gasometria venosa, ureia e creatinina, sendo possivel o calculo da
osmolalidade sérica. A glicemia de ponta de dedo foi repetida a cada hora, até
inicio da fase de manutencdo da insulinoterapia, a cetonemia de ponta de
dedo, quando disponivel, foi realizada até a resolucéo da cetoacidose. A coleta
de amostras para glicemia, sddio, potassio, cloro, fésforo, calcio i6nico,
magneésio, gasometria venosa, ureia e creatinina se repetiu apés 2, 4, 6, 12, 18,
24, 36, 48 e 72 horas de tratamento.

Ap6s a avaliacdo inicial, os pacientes foram submetidos a fase de
reparacdo de volume, com administracdo de solucdo de NaCl 0,9% com
volume variavel de acordo com a apresentacédo clinica do paciente, sendo 50
mL/kg (maximo 1.000 mL) na primeira hora em caso de instabilidade
hemodinamica, 20 mL/kg (maximo 1.000 mL) na primeira hora, ndo havendo
instabilidade hemodinamica, e 10 mL/kg/hora nas horas subsequentes, até a
hidratacédo clinica. Quando a glicemia foi de < 200 mg/dL e o paciente ainda
necessitava de expansdo para reposicdo de volume, foi utilizada solucdo ao
meio de NaCl 0,9% e soro glicosado 5%. Apés a hidratacdo clinica, caso o
paciente apresentasse condi¢cfes clinicas para aceitacdo via oral, a dieta e
oferta abundante de liquidos foram liberadas, caso contrério, foi iniciado soro
de manutencdo com oferta 100 mL/100 kcal, 5 mEg/100 Kcal de potassio e
soro glicosado 5%, até que o paciente apresentasse condi¢cbes para aceitacéo
via oral.

A reposicao de potassio foi iniciada apds a primeira hora de hidratacéo,
desde que o resultado de potassio sérico apresentasse < 6,5 mEg/L e o
paciente tivesse diurese, com solucdo de cloreto de potassio ou fosfato
monobasico de potassio na concentracdo 30 mEg/L, com velocidade maxima
de infusdo de 0,5 mEg/kg/h, mantida enquanto houvesse necessidade de
expansdo com solucdo de NaCl 0,9% ou de soro de manutengdo; apos

suspensao dos fluidos endovenosos, se necessario, foi iniciada a reposicao de
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potassio via oral com 4 a 5 mEQg/100 kcal, utilizando-se xarope de KCI ou
comprimidos.

A reposicao de bicarbonato de sédio foi considerada em pacientes com
pH < 7,0 ou pH entre 7,0 e 7,1 e bicarbonato < 5,0 mEg/L, persistente apos a
primeira hora de expansédo. Quando necessaria, a dose utilizada foi 1-2 mEqg/kg
em 1 hora.

A introducdo de insulinoterapia ocorreu apds a primeira hora de
reposicdo de volume, utilizando-se analogo de acado ultrarrapida de insulina
(lispro ou aspart) na dose 0,15 U/kg de uso subcutaneo a cada 2 horas. Em
caso de queda de glicemia maior que 100 mg/dL em 1 hora, a dose foi reduzida
para 0,1 U/kg a cada 2 horas. Quando a glicemia atingiu niveis < 200 mg/dL, foi
iniciada a fase de manutencdo da insulinoterapia, com aplicacdo subcutanea
de 0,1 U/kg a cada 3 horas.

Apos 12 horas de tratamento, desde que a cetoacidose estivesse
resolvida, foi introduzida a insulina de acao intermediaria, NPH na dose de 0,3

U/kg a cada 8 horas.



12 hora

A partir da 22 hora

Quando glicemia
~200mg/di

CAD resolvida

CAD confirmada
glicemia>200mg/dl
pH< 7,3 e/ouBic <15mEg/L
cetonuria e/ou cetonemia>3,0mmol/L

!

Se Choque

(maximo 1000ml)

SF 0,9% - 50mli/kg/hora

y
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Estavel

(maximo 1000ml)

SF 0,9% - 20ml/kg/hora

I
L

I
J

\

Hidratagao

SF 0,9% - 10ml/kg/hora
(maximo 1000ml) até
hidratagdo clinica

Reposicao eletrolitica
KCI30mEg/L (maximo
0,5mEg/kg/h) desde que
diurese presente e K<6,5

Insulinizagdo - SC

UR 0,15U/kg 2/2horas
reduzir para 0,1U/kg
2/2hs se quedade
glicemia>100mg/di/h

Hidratacao

SF0,9% 1:1 SG5% -
10ml/kg/hora (méximo
1000ml) até hidratagédo
clinica;

Se hidratado
clinicamente, oferta VO
ou SM 100ml/100kcal

Reposicao eletrolitica
KCI30mEg/L (maximo
0,5mEg/kg/h) ou
SmEg/100kcal no SM

Insulinizag&o-sc
UR 0,10U/kg 3/3horas

Hidratacdo
Oferta VO

Insulinizagdo-sc
UR 0,10U/kg 3/3horas

+
NPH 0,3U/kg/dose 8/8hs
(ap6s12hs doinicio do
tratamento)

Figura 3. Tratamento da cetoacidose diabética. Principais etapas da reposicao
hidrica, eletrolitica e insulinoterapia realizadas durante o tratamento. BIC =
bicarbonato; KCI = Cloreto de potassio; NPH - Neutral Protamine Hagedorn; SC
= via subcutanea; SF = solucao fisioldgica; SG = soro glicosado; VO = via oral;
SM = soro de manutencado; UR = andlogo de acao ultrarrdpida de insulina.

Os episddios de CAD foram classificados de acordo com sua gravidade,

considerando-se o grau de acidose da seguinte forma:*

— Leve: pH < 7,3 ou bicarbonato < 15 mEq/L;

— Moderado: pH < 7,2 ou bicarbonato < 10 mEq/L;

— Grave: pH < 7,1 ou bicarbonato < 5 mEq/L.
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Para avaliacdo do risco de morte dos pacientes a admissdo, como
indicador de gravidade, foi calculado o PIM (Pediatric Index of Mortality),®®
utilizando-se dados clinicos e laboratoriais obtidos a admisséo.

A cetoacidose foi considerada resolvida quando pH > 7,3 e bicarbonato

> 15 mEqg/L, com melhora clinica do paciente.
4.4 Coletas e processamento de amostras

Além das amostras para dosagens de glicemia, eletrélitos e funcédo
renal, foram obtidas amostras para dosagens de leptina, ghrelina, glucagon,
GH, cortisol, insulina e catecolaminas no momento da admisséo (T0) e apos 2
(T2), 4 (T4), 6 (T6), 12 (T12), 24 (T24) e 72 (T72) horas do inicio do tratamento.
Essas coletas foram realizadas no SCUT, na Unidade de Terapia Intensiva ou

na enfermaria do ICr.

Tol|T2|| T4 || T6 T12 T24 T72
L1 1 | I I |

- Glicemia capilar

- Glicemia, Na+, K+, Cl-, P, Ca++, Mg++, gasometria venosa, U, Cr

- Leptina, Ghrelina, Insulina, Peptideo-C, Glucagon, GH, Cortisol e Catecolaminas
- Cetonuria efou cetonemia

Figura 4. Tempos de coleta das amostras durante as primeiras 72 horas de
tratamento dos episddios de cetoacidose diabética.

Apoés a resolucédo do quadro e a alta do paciente, foi realizada uma
coleta concomitante a coleta de exames de seguimento de rotina ambulatorial
pelo menos 2 meses depois da resolucdo do episoddio de CAD para: glicemia,
glucagon, leptina, ghrelina, insulina, GH, cortisol e catecolaminas (Tempo
Estavel, TE).

Para o grupo controle, foi realizada uma coleta em jejum de pelo menos
8 horas para glicemia, glucagon, leptina, ghrelina, insulina, GH, cortisol e

catecolaminas.
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As coletas de amostras para dosagens de glucagon e ghrelina foram
realizadas em tubos EDTA previamente preparados com 20 pyL de aprotinina
bovina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) por mL de sangue e mantidos
refrigerados até o momento da coleta; as amostras foram centrifugadas em
centrifuga refrigerada a 4 °C e 2.500 rpm durante 5 minutos para obtencdo do
plasma.

As coletas de amostras para dosagens de catecolaminas foram
realizadas em tubos secos previamente preparados e mantidos refrigerados até
o momento da coleta; as amostras foram centrifugadas em centrifuga
refrigerada a 4 °C e 2.500 rpm durante 5 minutos para obtencdo do plasma.

As amostras para dosagens de cortisol, GH e insulina foram realizadas
em tubos de soro com gel, centrifugadas em temperatura ambiente e 2.500 rpm
durante 10 minutos para separar 0 Soro.

As amostras para dosagens de leptina, ghrelina, glucagon, GH, cortisol,
insulina e catecolaminas foram centrifugadas e separadas em tubos
criogénicos no laboratorio do Instituto da Crianca e armazenadas até a analise
em freezer -20 °C no Centro de Pesquisa Clinica do Instituto da Crianca e,
posteriormente, encaminhadas para analises em setores especificos.

As dosagens de cortisol, GH e insulina foram realizadas no Laboratério
de Horménios do Instituto Central do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo por método imunorradiométrico (Auto-
Delfia, Perkin Elmer, Shelton, CT, USA). As amostras para dosagens de
ghrelina, leptina e glucagon foram encaminhadas ao Laboratério de
Carboidratos e Radioimunoensaio, LIM 18, da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo, para realizacdo pelo método ELISA para leptina
(Human Leptin ELISA kit, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) ou
Radioimunoensaio para glucagon (Glucagon RIA kit, GL-32K, Millipore, St
Charles, MO, USA); e ghrelina (Ghrelin (Total) RIA kit, GHRT-89HK, Millipore,
St Charles, MO, USA). As amostras para dosagens de adrenalina foram
encaminhadas ao laboratério do Instituto do Coragédo (INCOR) do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, onde foram
realizadas por HPLC (Waters, Milford, MA, USA).



26

45 Analise estatistica

As concentragbes dos diferentes hormonios entre os diferentes tempos
de coleta foram comparadas utilizando-se o teste ANOVA com pés-teste de
Tuckey-Kramer quando indicado para as variaveis de distribuicdo normal, e o
teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn para as variaveis de distribuicéo
nao Gaussiana. Para comparar as concentracées dos diferentes hormonios
entre pacientes e grupo controle, foram utilizados os testes t de Student, para
variaveis de distribuicdo normal, e o teste de Mann Whitney, para variaveis de
distribuicdo ndo Gaussiana. O teste de D'Agostino & Pearson foi utilizado para
avaliar a normalidade da distribuicdo dos dados.

Para avaliar as correlacdes entre as concentracdes dos diferentes
hormoénios, foi calculado o coeficiente de correlacdo de Pearson para as
variaveis de distribuicdo normal ou Spearman para aquelas de distribuicdo néo
Gaussiana.

Para avaliar variaveis categoricas entre os grupos, foi utilizado o teste do
qui-quadrado.

Foi utilizado o software GraphPad Prism, versdo 6.00 para Windows,
GraphPad Software, La Jolla California USA.

Em todas as andlises foi adotado um nivel de significancia de 5%.



5 RESULTADOS
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Foram avaliados 25 episédios de CAD em 22 pacientes, sendo 18 do
sexo feminino (81,6%) e 4 do sexo masculino (18,4%). Um paciente do sexo
masculino apresentou 3 episédios da CAD e uma paciente do sexo feminino
apresentou 2.

A idade em média =+ DP (minimo a maximo) foi de 12,27 + 2,55 (8,2 a
17,9) anos, 6 pacientes eram pré-puberes (um deles apresentou 2 episodios de
CAD) e 16 ja apresentavam sinais clinicos de puberdade. O z-score de IMC foi
-0,43 +1,52.

O tempo de diabetes no momento do episodio de CAD foi de 47 + 38,8
(0 a 101) meses, sendo que em 5 pacientes o diagnostico de DM foi realizado
no momento da admissao por CAD, sendo 1 paciente do sexo masculino e 4 do
sexo feminino, com idades entre 8,2 e 13,8 anos (média 10,3 anos). Dentre 0s
casos com DM previamente diagnosticados, a causa mais frequente da CAD foi
omissdo de insulina e apenas um paciente apresentava infeccdo associada
(pielonefrite).

Quanto a gravidade da CAD, 7 episddios foram graves (28%), 8
episédios foram moderados (32%) e 10 foram leves (40%). Todos os casos de
primodescompensacéo diabética foram leves em sua apresentacao.

O risco de morte a admisséo calculado pelo PIM foi em média de 3,88%
(£ 2,0), concordante com a gravidade do episodio de CAD; sendo o PIM dos
casos de CAD grave significativamente maior que o score dos casos de CAD
leve (6,31 + 1,7 e 2,48 £ 0,96% respectivamente; p = 0,0004).

O tempo para resolucéo da CAD foi de 11,2 + 7,0 (3 a 25) horas, com
dose total de insulina utilizada nas primeiras 24 horas de 1,2 £ 0,3 (0,6 a 1,79)
U/kg e 3,5+ 0,7 (2,0 a 5,1) U/kg nas primeiras 72 horas de tratamento.

Quinze pacientes realizaram nova coleta para dosagens hormonais apés
estabilizacdo do quadro, durante seguimento de rotina ambulatorial, no minimo
2 meses apos o episodio. O z-score de IMC no TE foi de 0,21 + 1,43 e a dose
de insulina basal utilizada de 0,77 + 0,27 (0,35 a 1,28) U/kg/dia.
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O grupo controle foi composto de 21 individuos higidos, comparaveis ao
grupo de estudo quanto ao sexo, sendo 17 individuos do sexo feminino (81%) e
4 do sexo masculino (19%; p 0,941); idade 12,5 £ 3,29 (7 a 17,5) anos (p
0,792) e z-score de IMC 0,27 + 0,84 (p 0,062 em relagdo a admissdo por CAD

e p 0,867 em relacdo ao momento estavel).

5.1 Leptina

Os dados referentes as dosagens de leptina nos diferentes momentos

do tratamento da CAD e no grupo controle sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Evolucéo das dosagens de leptina (pg/mL) durante tratamento de
episédios de cetoacidose diabética

Percentil  Percentil Distribuicdo

Média DP Mediana o5 75 Normal?
T0 1.883 1.989 1.072 419,5 2.613 N&o
T2 2.215 2.388 977 621,5 3.538 Nao
T4 3.074 4.350 1.530 680,8 3.696 Nao
T6 5.158 7.822 2.709 1.607 6.751 Nao
T12 6.749 5.626 5.122 3.015 8.139 Nao
T24 6.445 5.766 3.847 2.319 10.465 Nao
T72 4.756 4971 2.947 1.700 5.590 Nao
TE 10.574 17.974  5.892 1.839 8.349 Nao
Controle 9.736 8.527 7.560 3.108 13.710 Nao

DP = Desvio Padréo. TE = Tempo Estével.

As dosagens de leptina foram significativamente menores no TO em
relacdo ao T12, T24, TE e grupo controle, e mostraram tendéncia a elevacao
ao longo do tratamento, com concentra¢cdes maiores no T12 e T24 em relacao
ao T2 e em T12 em relacdo ao T4, e foram significativamente maiores no grupo

controle em relagéo ao T2, T4, T6 e T72. No momento estavel, a leptinemia foi
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significativamente maior em relacdo ao TO e comparavel ao grupo controle
(Grafico 1, Anexos A e B):

Gréafico 1. Dosagens de leptina durante tratamento de episédios de
cetoacidose diabética. TE = Tempo Estavel; GC = Grupo Controle* = p < 0,05.
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5.2 Ghrelina

Os dados referentes as dosagens de ghrelina nos diferentes momentos
do tratamento da CAD e no grupo controle sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Evolugéo das dosagens de ghrelina (pg/mL) durante tratamento de
episodios de cetoacidose diabética

Média DP Mediana Percentil Percentil Distribuicao

25 75 Normal?
TO 620 190,3 593 475,9 728,5 Sim
T2 506,2 1494 482,1 378,8 624.,6 Sim
T4 517,1 183,55 473,5 404 595 Sim
T6 521,3 199,3 513 406 621 Sim
T12 590,2 231,11 520,3 453,5 713 N&o

T24 643,6 2054 639,2 483,4 824 Sim
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T72 697.,9 205 696 563 792.,4 Sim
TE 716,1 228,2 633 544 821 Sim
Controle 1.058 440 912 726,5 1.351 Nao

DP = Desvio Padréo

A comparagdo entre os diferentes tempos de coleta nos pacientes
diabéticos evidenciou diferenca significativa apenas entre T4 e T72, sendo o
altimo mais elevado (diferenca de -48,73 e p < 0,05).

O grupo controle apresentou valores significativamente mais elevados
em comparacdo a todos os tempos de coleta nos pacientes diabéticos,
conforme o Grafico 2 (Anexo C):

Gréfico 2. Dosagens de ghrelina durante tratamento de episodios de
cetoacidose diabética. TE = Tempo Estavel; GC = Grupo Controle* = p < 0,05.
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5.3 Glicemia

Os dados referentes as dosagens de glicemia sdo apresentados na
Tabela 3.
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Tabela 3 — Evolucéo das dosagens de glicemia (mg/dL) durante tratamento de
episodios de cetoacidose diabética

Média DP Distribuicdo Normal?
T0 447.,5 101,9 Sim
T2 276,1 89,1 Sim
T4 191,7 72,2 Sim
T6 184,4 82,5 Sim
T12 187.,4 48,9 Sim
T24 238 122,7 Sim
T72 280,6 103,3 Sim
TE 179,9 76 Sim
Controle 84,3 9,0 Sim

DP = Desvio Padréao

No primeiro momento (T0), a glicemia foi significativamente maior que
em todos os outros tempos de coleta durante a CAD e em relacdo ao grupo
controle.

Durante o tratamento da CAD, a glicemia apresentou reducao gradativa
nas primeiras 12 horas, com nova elevacdo no momento T72 (Gréafico 3; Anexo
D):
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Gréafico 3. Dosagens de glicemia durante tratamento de episédios de
cetoacidose diabética. TE = Tempo Estavel; GC = Grupo Controle* = p < 0,05.
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O grupo controle apresentou valores de glicemia significativamente
menores em todas as avaliacbes em relacdo aos pacientes diabéticos,

conforme o Grafico 3 (Anexo E).
5.4 Insulina

Os dados referentes as dosagens de insulina sdo apresentados na
Tabela 4.

Tabela 4 — Evolucédo das dosagens de insulina (uU/mL) durante tratamento de
episodios de cetoacidose diabética

Média DP Mediana Percentil Percentil Distribui¢cdo

25 75 Normal?
TO 11,4 16,1 4 2,4 12,7 N&ao
T2 12,8 12,6 8 2,4 20,8 N&o
T4 11,5 151 7,6 2,4 11,7 N&o
T6 7,8 5,2 8,3 2,7 11,4 Sim

T12 8,4 5,2 7,2 4,0 11,8 Sim
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T24 16,3 10,8 15 7,5 22,4 Sim
T72 16,9 11,9 13,8 7,7 28 Sim
TE 59 53,4 38,8 28,9 72,5 N&o
Controle 8,7 3,8 8,9 50 11,1 Sim

DP = Desvio Padréo

As dosagens de insulina no tempo 0 foram significativamente menores
gue no tempo estavel e semelhante as dosagens de insulina nos individuos do
grupo controle. A insulinemia ndo apresentou diferencas significativas durante
as 72 horas de tratamento, sempre menores que no tempo estavel, no entanto,
a partir do T24, as concentragdes foram mais elevadas em comparagdo ao
grupo controle (Gréafico 4, Anexos F e G):

Gréfico 4. Dosagens de insulina durante tratamento de episodios de
cetoacidose diabética. TE = Tempo Estavel; GC = Grupo Controle* = p < 0,05.
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5.5 Glucagon

Os dados referentes as dosagens de glucagon sédo apresentados na
Tabela 5.
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Tabela 5 — Evolugéao das dosagens de glucagon (pg/mL) durante tratamento de
episodios de cetoacidose diabética

Média DP Mediana Percentil Percentil Distribuicdo

25 75 Normal?
T0 145,9 72,4 128 100 179 N&o
T2 98,5 41,4 90 67 127 Sim
T4 77 30 84 47,7 101,5 Sim
T6 78,5 31,4 80 52 104 Sim
T12 71,8 27,5 74 47 97,2 Sim
T24 81,5 29,3 87 54 106 Sim
T72 88,5 32,9 85 66 107,5 N&o
TE 83,5 10,9 84 77 89 Sim
Controle 93,1 14,4 89 81,5 104,5 Sim

DP = Desvio Padréao

As dosagens de glucagon no TO foram significativamente maiores que
nos tempos T4 a T24 (Gréfico 5, Anexo H).

Grafico 5. Dosagens de glucagon durante tratamento de episodios de
cetoacidose diabética. TE = Tempo Estavel; GC = Grupo Controle* = p < 0,05.
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As concentracbes de glucagon no grupo controle foram
significativamente menores em relacdo ao TO e maiores em relacédo a T4, T12
e TE (Grafico 5, Anexo |).

5.6 Hormonio do Crescimento (GH)

Os dados referentes as dosagens de GH sao apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Evolucéo das dosagens de GH (ng/mL) durante tratamento de
episédios de cetoacidose diabética

Média DP Mediana Percentil  Percentil  Distribuicdo

25 75 Normal?
TO 51 4,5 3,1 1,8 8,2 N&o
T2 8,3 7,1 6,8 2,5 12,6 Sim
T4 11,9 26,3 4,3 2,2 10,8 N&o
T6 8 12,5 3,9 2 6,2 N&o
T12 2,8 2 2,1 0,9 5 N&o
T24 3,5 4.8 15 0,6 3,5 N&o
T72 4,2 3,7 2,7 1,8 6,1 N&ao
TE 19 2,3 1 0,5 2,5 N&o
Controle 2,7 51 0,3 0,1 2,9 Nao

DP = Desvio Padrao

As concentragfes de GH foram mais elevadas no inicio do tratamento, com
niveis no T2 significativamente maiores que no T24, e niveis nos T2 e T4
significativamente maiores que no TE. As concentracdes de GH nos tempos TO
a T12 e T72 foram maiores que no grupo controle (Grafico 6, Anexos J e K).
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Gréafico 6. Dosagens de GH durante tratamento de episdédios de cetoacidose
diabética. TE = Tempo Estavel; GC = Grupo Controle* = p < 0,05.
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5.7 Cortisol

Os dados referentes as dosagens de cortisol sdo apresentados na
Tabela 7.

Tabela 7 — Evolugao das dosagens de cortisol (ug/dL) durante tratamento de
episodios de cetoacidose diabética

Média DP Mediana Percentil  Percentil  Distribuicdo

25 75 Normal?
TO 44 27,4 48,7 18,1 66,3 Sim
T2 29,8 21 31,4 8,2 45,5 Sim
T4 24,8 18,8 19,3 7,8 38,2 N&o
T6 18,7 12,2 14,8 8,5 26,3 Sim
T12 16,3 11,5 14,2 6,2 25,3 Sim
T24 15,5 10 11,9 9,5 20,1 N&o
T72 15,0 8 14,1 9,9 16,6 N&o
TE 12,5 8,7 12,3 5,3 15,1 N&o
Controle 10,2 4,3 9,6 7,3 12,1 Sim

DP = Desvio Padrao
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O cortisol apresentou concentracdes maiores no TO que nos tempos
T12,T24,T72 e TE (Gréfico 7, Anexo L):

Grafico 7. Dosagens de cortisol durante tratamento de episédios de
cetoacidose diabética. TE = Tempo Estavel; GC = Grupo Controle* = p < 0,05.
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As dosagens de cortisol no grupo controle foram significativamente
menores em relacdo ao TO a T12 e T72 (Grafico 7, Anexo M).

5.8 Norepinefrina

Os dados referentes as dosagens de norepinefrina sédo apresentados na
Tabela 8.

Tabela 8 — Evolugao das dosagens de norepinefrina (pg/mL) durante
tratamento de episodios de cetoacidose diabética

Percentil Percentil Distribuicdo

Média DP Mediana 25 75 Normal?
TO 566,3 613 342 184 867 N&o
T2 576,8 678,1 430,5 318,8 566,5 N&o
T4 432,6 341,2 279 172 786,8 Sim

T6 376,9 427,9 271 138,3 427,5 Nao



T12 281,4
T24 182,8
T72 139

TE 166,4

Controle 221.4

298,9
145,2
90,4
101,2

81,8

188
142
99
154

243

39

98 256 Nao
88,5 208,5 Nao
75 200 Nao
94,2 207,8 Nao
152,5 263,8 Sim

DP = Desvio Padréo

As dosagens de norepinefrina foram significativamente maiores ao

diagnéstico e nas primeiras horas de tratamento, com dosagens no TO e T2

maiores em relacdo ao T24 e T72, T2 também maior em relagdo ao TE e T4

maior em relagdo ao T72 (Gréfico 8, Anexo N).

Gréfico 8. Dosagens de norepinefrina durante tratamento de episddios de
cetoacidose diabética. TE= Tempo Estavel; GC = Grupo Controle* p < 0,05.
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As dosagens de norepinefrina foram significativamente menores nos

individuos do grupo controle em relagdo a TO a T4, porém significativamente

maiores em relacdo a T24 e T72 (Grafico 8, Anexo O).
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5.9 Correlacbes

Foram avaliadas as correlacdes entre as concentracdes dos diferentes
hormbnios, além da glicemia, ao diagndstico da CAD (T0), durante seu
tratamento (T2 a T72), apés estabilizacdo do quadro (TE) e no grupo controle.

As correlacdes encontradas no TO estdo descritas na tabela 9 (Anexos P
as).

Tabela 9 — Correlacdes entre leptina, ghrelina e glicemia, insulina, glucagon,
GH e cortisol ao diagnéstico de cetoacidose diabética (T0)

Numero de
Pearsonr  Spearmanr p
pares
Leptina x glucagon -0,58 0,002 25
Ghrelina x glicemia 0,58 0,049 22
Ghrelina x insulina -0,46 0,036 21
Ghrelina x glucagon 0,45 0,023 25

As correlagdes encontradas durante o tratamento da CAD (T2 a T72) estéo

descritas na tabela 10 (Anexos T a X).

Tabela 10 — Correlacdes entre leptina, ghrelina e glicemia, insulina, glucagon,
GH e cortisol durante o tratamento de episédios de cetoacidose diabética (T2 —
T72)

Spearman r p Ndmero de pares
Leptina x glicemia -0,37 <0,0001 108
Leptina x insulina 0,23 0,019 104
Leptina x glucagon -0,36 <0,0001 122
Ghrelina x insulina 0,27 0,005 104

Ghrelina x glucagon 0,33 0,0001 129
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No tempo estavel, houve somente correlacdo positiva entre ghrelina e
glucagon, com coeficiente r de Pearson 0,63, e p 0,012 em 15 pares avaliados
(Anexo Y).

As correlagcbes encontradas no grupo controle estdo descritas na Tabela
11 (Anexos Z a AC).

Tabela 11 — Correlagdes entre leptina, ghrelina e glicemia, insulina, glucagon,
GH e cortisol no grupo controle

Numero de
Pearsonr  Spearmanr p
pares
ghrelina x glicemia -0,44 0,047 21
ghrelina x insulina -0,63 0,002 21
ghrelina x glucagon 0,54 0,011 21
ghrelina x leptina -0,49 0,023 21

Houve correlacdo positiva entre o z-score de IMC e leptina ao
diagndstico da CAD (r 0,74; p < 0,0001) e no TE (r 0,85; p = 0,0001) (Anexos
AD e AE); no entanto, ndo houve correlacdo entre o ganho de peso avaliado
pela diferenca entre z-score de IMC (AIMC) e o aumento de leptina (Aleptina)

entre o0 momento estavel e o tempo 0 (r 0,23; p 0,41).



6 DISCUSSAO
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Avaliando os pacientes diabéticos durante os diferentes tempos de
coleta, observamos trés momentos distintos: o primeiro, ao diagndstico de
CAD, onde prevaleceram a hiperglicemia, a insulinopenia, o hipercatabolismo e
0 aumento de hormonios contrarreguladores da insulina; o segundo, durante o
tratamento da CAD, onde ocorreram o0 aumento progressivo da insulinizacdo, a
reidratacdo do paciente e a reducdo do catabolismo; e o terceiro, apds
resolucdo completa do quadro de descompensacdo, com 0 paciente ja em
regime ambulatorial de tratamento, onde o componente marcante foi a
hiperinsulinizacao.

Ao diagnoéstico da CAD (T0), observamos concentracdes elevadas de
glicemia, com insulinemia semelhante a dos individuos do grupo controle; no
entanto, desproporcionalmente baixas, considerando os niveis de glicemia
(relacdo glicemia/insulina 71,2 (7,6 a 940) no TO e 10,0 (4,6 a 35,1) no GC,
com p < 0,001 (Anexos AF, AG e AH). As concentracdes de glucagon, GH,
cortisol e norepinefrina encontraram-se elevadas, como esperado,
considerando a fisiopatologia da CAD e contribuindo ainda mais para a
hiperglicemia e a resisténcia a ac¢do da insulina. A prépria norepinefrina atua
estimulando a liberagéo de cortisol e glucagon, estimulando a glicogendlise e a
neoglicogénese®” e perpetuando o ciclo de da descompensacdo. Nesse
momento, as dosagens de leptina e ghrelina encontraram-se diminuidas em
relacéo ao grupo controle.

As concentracdes reduzidas de leptina nesse momento sdo compativeis
em relacdo aos encontrados por Fluck, Hathout e Kitabchi e concordantes com
o fato de a leptinemia ser correspondente ao estado de suficiéncia de energia e
estar diminuida em um momento de hipercatabolismo e hipoinsulinemia.?’°4°
Os dados, no entanto, sdo discordantes daqueles encontrados por Nakamura,
possivelmente devido aos pacientes avaliados em seu estudo apresentarem
sinais de infeccdo como febre e aumento de proteina C reativa, possivelmente
elevando os niveis de citocinas inflamatdrias, que poderiam aumentar as

concentracdes de leptina. Apenas um paciente de nossa casuistica apresentou
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infeccdo como desencadeante da CAD, porém apresentou também dosagens
de leptina com niveis diminuidos no TO em relacdo aos apresentados apds o
inicio do tratamento, e, portanto, discordante dos dados de Nakamura.*

Assim, contrariando a hipotese inicial, apesar do aumento do
catabolismo, hipoinsulinemia, hiperglucagonemia e de catecolaminas,
situacdes que, fisiologicamente, elevariam as concentracdes de ghrelina, foram
mais baixas que no grupo controle e ndo apresentaram diferencas significativas
em relacdo aos outros tempos durante o tratamento da CAD. A elevacédo
marcante da glicemia poderia exercer um papel na supressdo da ghrelina,®®
gue seria mais importante que os possiveis efeitos estimulatérios de outros
fatores supracitados, apesar dos resultados conflitantes anteriores em relacéo

ao papel da glicemia na secrecdo de ghrelina.>®%®

Nesse momento,
observamos uma correlagéo positiva entre ghrelina e glicemia, o que em um
primeiro momento aparenta ser contraditério ao possivel papel inibitério da
hiperglicemia, porém, apesar dessa correlacdo positiva, 0s niveis de ghrelina
oscilaram em uma faixa de valores bem inferior aquela do GC, e podemos
interpretar que hiperglicemias graves nao tém um poder maior de inibicdo na
producdo e liberacdo de ghrelina em relacéo a hiperglicemias moderadas. Além
da hiperglicemia, também é interessante notar que o lactato (que nao foi
avaliado neste estudo, porém supostamente se encontra elevado ao
diagnéstico da CAD) pode exercer um papel inibitério na secre¢do de
ghrelina.®®

Também, neste primeiro momento, foram encontradas correlacdes
negativas entre ghrelina e insulina, que foram descritas anteriormente; no
entanto, relacionadas a doses farmacolégicas de ghrelina™ e compativeis com
os achados de Park, considerando essa uma situacdo de balanco energético
baixo, onde a ghrelina levaria a inibicdo da secrecéo e liberacdo de insulina,
com seu receptor atuando via proteina Gai, e aumento da secrecdo de
glucagon, também compativel com a correlacdo positiva entre esses dois
horménios encontrada nesse momento.*°

As dosagens baixas no momento da descompensagdo sdo compativeis

com os estudos anteriores de Holdstock, Soriano-Guillén e Martos-Moreno, que
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avaliaram criancas ao diagnostico de DM, apesar de nem todas apresentarem-
se em CAD.%%%47

Durante o tratamento da CAD, a glicemia apresentou reducao gradativa
durante as primeiras 24 horas, com nova elevagdo no momento T72, quando
0S pacientes ja apresentavam melhor aceitacdo alimentar e as doses de
insulina basal ainda necessitavam de ajustes. A insulinemia ndo apresentou
diferencas significativas durante as 72 horas de tratamento; no entanto, a partir
do T24, as concentracfes foram mais elevadas em comparagcdo ao grupo
controle e com queda na relacdo glicemia/insulina, evidenciando a
hiperinsulinizacdo progressiva. Quanto aos contrarreguladores da insulina,
houve tendéncia a reducdo em suas concentracdes ao longo das 72 horas de
tratamento, porém no T72 tanto GH quanto cortisol apresentaram-se ainda
elevados em relagdo ao grupo controle, enquanto a norepinefrina apresentou-
se diminuida em relacéo ao grupo controle no T24 e T72. A leptinemia mostrou
tendéncia de elevacdo ao longo do tratamento, porém com concentracdes
ainda inferiores as do grupo controle no T72. A ghrelina apresentou valores
significativamente menores no T4 em relacdo ao T72, mantendo-se sempre
diminuida em relacdo ao grupo controle.

Quanto a leptina, os dados sdo compativeis com os estudos de Fluck,
Hathout e Kitabchi, todos mostrando elevacéo significativa das concentracoes
de leptina apds o inicio da insulinoterapia.®”***° Nos estudos de Nakamura e
Kitabchi, no momento da alta, a leptinemia dos pacientes era comparavel a do
grupo controle; ja o estudo de Hathout mostrou que 24 horas apdés o inicio do
tratamento, as dosagens de leptina eram comparaveis as dosagens de
diabéticos estaveis, poréem ainda diminuidas em relagdo aos individuos
saudaveis.***%*° Soriano Guillén e Martos-Moreno ndo encontraram diferencas
significativas nas dosagens de leptina ao longo do tratamento.®*"* A elevagao
de leptina nesse momento provavelmente estd relacionada a resolucao
progressiva do hipercatabolismo, diminuicdo da lipélise e consequente melhora
da sinalizacédo de suficiéncia de energia.

A reducdo de ghrelina em relacdo ao grupo controle, a partir do
momento em que 0s pacientes encontraram-se hiperinsulinizados, € condizente

com estudos de Flanagan, que mostrou inibicdo da liberacdo de ghrelina com
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aumento de insulinemia de forma independente da glicemia, em clamps hipo,
eu e hiperglicémicos, e de Schaller, que mostrou que o aumento da glicemia
acompanhado de doses suprafisiolégicas de insulina eram capazes de diminuir
as concentracdes de ghrelina.®>°

Durante o tratamento da CAD, foi observada correlacdo positiva entre
ghrelina e insulina, ao contrario do observado no tempo O e no grupo controle,
também compativel com os achados de Park, considerando j& a transicao para
um balanco energético alto, onde diminuindo a relagdo ghrelina:somatostatina,
0 receptor da ghrelina atuaria via proteina Gag, deixando de exercer papel
inibitério na secrecdo e acdo da insulina; no entanto, a correlacdo positiva
nesse momento entre ghrelina e glucagon seria contraditéria em relacdo a
esses achados.*® A correlacdo negativa entre leptina e glicemia poderia estar
relacionada a niveis menos elevados de glicemia, correspondendo a
progressdo da resolucdo do hipercatabolismo. Também houve correlacdo
positiva entre leptina e insulina e negativa entre leptina e glucagon, o que ja era
esperado.

No terceiro momento (TE), houve reducéo da glicemia, com elevacdo da
insulinemia. Quanto aos contrarreguladores da insulina, as concentracdes de
GH, cortisol e noradrenalina foram semelhantes as do grupo controle. As
concentracbes de glucagon também foram menores no TE em relacdo ao
grupo controle, que possivelmente foi suprimido pelos altos niveis de insulina
nesse momento. As concentracdes de leptina foram significativamente maiores
em relacdo ao TO e comparaveis ao grupo controle, apesar da correlacdo
positiva da leptina com IMC nos momentos 0 e TE, o ganho de peso
isoladamente ndo explica a elevacao dos niveis de leptina, uma vez que nao
houve correlacao entre AIMC e Aleptina entre os dois momentos. As dosagens
de ghrelina foram significativamente menores quando comparados ao grupo
controle e ndo apresentaram diferencas significativas em relacdo aos outros
momentos avaliados durante a CAD, também compativeis com o aumento da
insulinizacdo, hiperglicemia e concentracdes diminuidas de glucagon. Nesse
momento, novamente a ghrelina apresentou correlagdo positiva com as

concentracdes de glucagon.
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No estudo de Holdstock, as dosagens de ghrelina apos dez dias de
tratamento com insulina eram maiores que ao diagnéstico.®® Ashraf ndo avaliou
individuos saudaveis, mas encontrou valores de ghrelina significativamente
menores apos 3 meses de tratamento com insulina em relacdo as dosagens
pré-tratamento e na manha seguinte, diferente dos achados neste estudo.®

Quando comparados T72 e TE, foram encontrados niveis mais elevados
de glicemia no T72; no entanto, ndo h& diferenca significativa em relacdo aos
hormonios avaliados. Sendo assim, apds 72 horas de tratamento, com a CAD
resolvida, grande parte do desarranjo metabdlico da descompensacéo foi
normalizado.

Apesar de nao fazer parte dos objetivos especificos deste estudo, mais
uma vez a utilizacdo da insulina ultrarrapida subcutanea intermitente no
tratamento da CAD mostrou-se eficaz e segura, com a resolugdo completa de
episodios leves, moderados e graves, sem a ocorréncia de qualquer
complicacéo, de forma concordante com dados publicados anteriormente.®®

Comparando TE ao grupo controle, foram encontrados niveis elevados
de glicemia e insulinemia, diminuidos de glucagon e ghrelina e relacdo
glicemia/insulina baixa (apesar da glicemia significativamente maior, as
concentracdes séricas de insulina sdo desproporcionalmente elevadas; Anexos
AF, AG e AH). No grupo controle, a ghrelina apresentou correlagdo inversa
com niveis de glicose e insulina, e correlagdo positiva com os niveis de
glucagon, compativeis com a fisiologia desses hormdnios com aumento de
glucagon e do horménio orexigeno em um momento de jejum, concomitante a
reducdo de glicemia e insulinemia, a fim de evitar um episodio de
hipoglicemia.>®

No grupo controle, foram encontradas correlacdes negativas entre
ghrelina e glicose e insulina, positiva entre ghrelina e glucagon, novamente
compativeis com os achados de Park, considerando um balan¢co de energia
baixa, e a ghrelina atuando com a funcéo de prevenir episédios hipoglicémicos;
foi o Unico momento em que ghrelina e leptina se correlacionaram de forma
negativa.*®

A principal limitacdo deste estudo encontra-se no tamanho da amostra,

pequeno devido a dificuldade de recrutamento de pacientes, inclusive
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relacionado ao limite de peso utilizado como critério de inclusdo, que nao
permitiu a avaliacdo de pacientes menores de 5 anos, populacdo em que ha
um aumento recente na incidéncia de CAD. Houve uma predominéncia de
pacientes de sexo feminino e de pacientes ja com diagndstico prévio de DM1, o
que € compativel com a literatura que indica meninas adolescentes como
principal grupo de risco para CAD e a grande possibilidade de recorréncia
(neste estudo 2 pacientes foram responsaveis por 5 episodios). Contudo, a
limitacdo da amostra ndo permitiu a avaliacdo desses e outros fatores, como
estadiamento puberal e gravidade da CAD, como possiveis cofatores
influenciando as concentracdes hormonais encontradas.

Além disso, as dosagens de ghrelina envolveram apenas a ghrelina total,
apesar de ainda ndo estar bem definido o papel (ou até mesmo a real
existéncia na circulacdo) da des-acil-ghrelina, a dosagem especifica de acil
ghrelina poderia acrescentar informacdes em relacdo ao comportamento da
ghrelina durante a CAD e sua resolucao.

Por ser um quadro de grande instabilidade, e por envolver horménios
com mecanismos de regulacdo complexos, a interpretacdo dos achados
durante a resolucdo da CAD ¢é dificultada. Além disso, as correlacdes
encontradas entre as concentracdes hormonais devem ser interpretadas com
cautela, uma vez que nao séo sinbnimos de uma relagéo causa-efeito.

Apesar das limitacdes, neste estudo, foram encontradas concentracdes
baixas de leptina no momento da descompensacdo; seu possivel papel
benéfico j& demonstrado em modelos animais, atuando na reducdo da
produgédo de hormoénios contrarreguladores da insulina (principalmente cortisol
e glucagon), poderia auxiliar no tratamento da CAD, reduzindo o tempo
necessario para sua estabilizagdo. A leptina recombinante ja esta disponivel
para o tratamento de condicdes como lipodistrofia generalizada,”> e, no
momento, estdo em andamento estudos em individuos com DM1 para avaliar
se a leptina apresenta efeitos semelhantes em humanos aos ja demonstrados
em animais em relacdo ao melhor controle glicémico em modelos DM1, e
poderia ter papel como tratamento adjuvante da insulina nesses pacientes
(ClinicalTrials.gov identifier: NCT01268644). Futuramente, a avaliacdo do uso

da leptina em condicdes de descompensacdo aguda, como a CAD, pode
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avaliar se a sua reposicao tem realmente papel terapéutico benéfico nessa
condicéao.

Quanto a ghrelina, seus niveis baixos em relacdo aos individuos
saudaveis no momento da descompensacgdo, apesar de contraria a nossa
hipdtese inicial, seria uma adaptacdo benéfica neste momento, uma vez que,
considerando o balanco energético baixo (apesar de niveis de glicemia
aumentados, ha insulinopenia e aumento de glucagon), o aumento da ghrelina
poderia prejudicar ainda mais a a¢do da insulina, que ja é baixa, e estimular
ainda mais a liberacdo de glucagon, que ja estd aumentado. Por outro lado,
apos a estabilizacdo, com balanco energético alto, onde ha hiperglicemia e
hiperinsulinemia, o aumento da ghrelina, ao menos a niveis comparaveis a
individuos normais, poderia auxiliar na inibicdo da acdo do glucagon e nao
supressdo da liberacdo de insulina enddgena e sua reposicdo poderia ser
benéfica.

Além disso, estudos recentes mostram que a ghrelina poderia atuar
como um “primer” para a liberacdo de GLP-1 em modelos animais,”® e, por sua
vez, o GLP-1 pode atuar tanto na inibicdo da liberagcdo de glucagon quanto
diretamente no hepatécito, inibindo a producdo endégena de glicose.”*" J4 é
sabido que o GLP-1 est4 diminuido em pacientes diabéticos tipo 1,”® assim,
tanto a acéo direta da ghrelina na liberacéo de insulina e glucagon quanto seu
estimulo para liberacdo de GLP-1 poderiam ter efeitos benéficos no controle
glicémico de pacientes com DM1 estavel.

No entanto, considerando os estudos de metodologias em populacdes
diversas mostrando que administracdo farmacologica de ghrelina pode levar ao
aumento do apetite, da ingestdao alimentar, a diminuicdo da secrecdo de
insulina estimulada pela glicose e a resisténcia a insulina, que poderiam
também ser prejudiciais aos pacientes com diagndéstico de DM1 estabelecido,
somente a efetiva realizacdo de estudos avaliando os reais efeitos da
reposicao de ghrelina até niveis comparaveis a individuos saudaveis poderiam
esclarecer as duvidas relacionadas a um possivel papel terapéutico nessa
populagao.

Assim, este estudo identifica alteracées nas concentraces de leptina e

ghrelina ao diagnostico e ao longo do tratamento e resolucdo da CAD, que
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merecem investigacdes mais especificas quanto a possiveis beneficios de
tratamentos adjuvantes utilizando-se analogos de leptina e ghrelina em relagéo

aos atuais.



7 CONCLUSAO
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As inlUmeras alteracdes metabdlicas presentes no momento da CAD e
durante seu tratamento interferem nas concentracdes de leptina e ghrelina
desse periodo.

Ao diagnéstico de CAD, as concentracbes de leptina encontram-se
diminuidas em relacdo a diabéticos estaveis e individuos saudaveis. Apos a
resolucdo do quadro, as concentracfes de leptina tornam-se semelhantes em
pacientes com DM1 em relacdo a individuos saudaveis, podendo ser um
marcador de catabolismo.

As concentragbes de ghrelina permaneceram baixas durante todo o
estudo em pacientes diabéticos em relacdo a individuos saudaveis,
independentemente da descompensacao.

As correlacdes entre ghrelina e glicemia e insulina ocorrem de maneira
distinta durante a CAD, provavelmente sob influéncia de outros fatores

reguladores.



8 ANEXOS



ANEXO A - Comparacéo de dosagens de leptina durante tratamento de

episédios de cetoacidose diabética

Diferenca p
TOXx T12 -61,1 <0,001
TOx T24 -55,9 <0,01
TOXTE -57,3 <0,01
T2xT12 -56,0 <0,01
T2xT24 -50,8 <0,05
T4 xT12 -47,9 <0,05

TE = Tempo estavel;
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ANEXO B - Comparacdo das dosagens de leptina entre grupo controle e
pacientes durante o tratamento de episodios de cetoacidose

diabética
Diferenca p
Controle x TO 6488 (2540 a 10114) <0,0001
Controle x T2 6583 (2321 a 10160) <0,0001
Controle x T4 6030 (1737 a 9798) <0,001
Controle x T6 4851 (747 a 8291) <0,01

Controle x T72 4613 (368 a 8198) <0,05
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ANEXO C - Comparagdo das dosagens de ghrelina entre grupo controle e
pacientes durante o tratamento de episédios de cetoacidose

diabética
Diferenca p
Controle x TO 319 (189 a 610) < 0,0001
Controle x T2 429 (286 a 731) <0,0001
Controle x T4 438,5 (287 a 720) <0,0001
Controle x T6 399 (288 a 701) < 0,0001
Controle x T12 391,7 (228 a 650) <0,0001
Controle x T24 272,8 (166 a 575) 0,0003
Controle x T72 216 (95,9 a 548,2) 0,002
Controle x TE 279 (73 a 544) 0,0053

TE = Tempo estavel,
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ANEXO D - Comparacdo de dosagens de glicemia durante tratamento de

episédios de cetoacidose diabética

Intervalo de confianga 95%

diferenca minimo maximo p
TOX T2 171,4 86,7 256,2 <0,0001
TOx T4 255,9 1741 337,7 <0,0001
TOXT6 263,1 181,3 344.9 <0,0001
TOXx T12 260,2 176,5 343,8 <0,0001
TOx T24 209,6 124,9 294,3 <0,0001
TOXT72 166,9 78,3 255,5 <0,0001
TOXTE 267,6 175,8 359,5 <0,0001
T2xT4 84,4 0,6 168,3 <0,05
T2xT6 91,7 7,8 175,5 <0,05
T2xT12 88,7 3 174,4 <0,05
T2xTE 96,2 2,5 189,9 <0,05
T4xT72 -89 -176,7 -1,3 <0,05
T6XxT72 -96,2 -183,9 -8,5 <0,05
T12 xT72 -93,3 -182,8 -3,8 <0,05
T72 X TE 100,7 3,5 197,9 <0,05

TE = Tempo estavel;
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ANEXO E - Comparagéo das dosagens de glicemia entre grupo controle e
pacientes durante o tratamento de episédios de cetoacidose

diabética
Diferenca p
Controle x TO -363,3 + 22,3 <0,0001
Controle x T2 -191,8 £ 19,5 <0,0001
Controle x T4 -107,4 £ 15,9 <0,0001
Controle x T6 -100,2 + 18,1 <0,0001
Controle x T12 -103,1 £+ 10,8 <0,0001
Controle x T24 -153,7 £+ 26,8 <0,0001
Controle x T72 -196,4 + 22,6 <0,0001
Controle x TE -95,7 £ 16,7 <0,0001

TE = Tempo estavel
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ANEXO F - Comparacdo de dosagens de insulina durante tratamento de
episoédios de cetoacidose diabética

Diferenca p
TOXTE -68,1 <0,0001
T2xXTE -55,2 <0,01
T4 X TE -64,2 <0,001
T6 x TE -65,9 <0,001
T12x TE -62,3 <0,01

TE = Tempo estavel
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ANEXO G - Comparagdo das dosagens de insulina entre grupo controle e
pacientes durante o tratamento de episédios de cetoacidose

diabética
Diferenca p
Controle x T24 -7,6+25 <0,01
Controle x T72 -8,2+27 <0,01
Controle x TE -29,9 (-44,3 a -22,3) <0,0001

TE = Tempo estavel
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ANEXO H - Comparacado de dosagens de glucagon durante tratamento de

episoédios de cetoacidose diabética

Diferenca p
TOXx T4 57,0 <0,01
TOXT6 56,3 <0,01
TOXxT12 66,4 <0,0001
TOx T24 51,9 <0,01
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ANEXO | - Comparagcdo das dosagens de glucagon entre grupo controle e
pacientes durante o tratamento de episodios de cetoacidose

diabética
Diferenca p
Controle x TO -39 (-72a-17) 0,001
Controle x T4 154+7,3 0,041
Controle x T12 21,3+6,7 0,003
Controle x TE 96+44 0,036

TE = Tempo estavel
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ANEXO J - Comparacédo de dosagens de GH durante tratamento de episodios
de cetoacidose diabética

Diferenca p
T2 xT24 45,4 <0,05
T2xTE 57,8 <0,01
T4 X TE 51,2 <0,05

TE = Tempo estavel
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ANEXO K - Comparacdo das dosagens de GH entre grupo controle e
pacientes durante o tratamento de episédios de cetoacidose

diabética
Diferenca p
Controle x TO -2,8 (-4,2a-1,1) 0,0012
Controle x T2 -6,5 (-7,7 a-2,0) 0,0004
Controle x T4 -4 (-6,2a-1,4) 0,0002
Controle x T6 -3,6 (-4,0 a -0,9) 0,0016
Controle x T12 -1,8(-3,1a-0,1) 0,0348
Controle x T72 -2,4 (-2,8a-0,7) 0,0046
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ANEXO L - Comparacdo de dosagens de cortisol durante tratamento de
episédios de cetoacidose diabética

Diferenca p
TOXx T12 46,4 p<0,05
TOXxT24 46,9 p<0,05
TOXT72 45,2 p<0,05
TOXTE 59,5 p<0,01

TE = Tempo estavel
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ANEXO M — Comparacdo das dosagens de cortisol entre grupo controle e
pacientes durante o tratamento de episodios de cetoacidose

diabética
Diferenca p
Controle x TO -33,8+£6,0 <0,0001
Controle x T2 -19,6 £4,7 0,0002
Controle x T4 -10,2 (-23,3 a -3,3) 0,007
Controle x T6 -85+29 0,005
Controle x T12 -6,1+2,7 0,028

Controle x T72 -4,5 (-6,9a-0,3) 0,029
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ANEXO N — Comparacao de dosagens de norepinefrina durante tratamento de

episoédios de cetoacidose diabética

Diferenca p
TOXx T24 45,7 p<0,05
TOXT72 56,9 p<0,01
T2xT24 60,7 p<0,01
T2xT72 71,9 p<0,001
T2xTE 60,6 p<0,05
T4xT72 53,4 p<0,05

TE= Tempo estavel



68

ANEXO O — Comparagédo das dosagens de norepinefrina entre grupo controle
e pacientes durante o tratamento de episoddios de cetoacidose

diabética
Diferenca p
Controle x TO -99 (-325a-2) 0,040
Controle x T2 -187,5 (-307 a -119) <0,0001
Controle x T4 -211,3+78,5 0,010
Controle x T24 101 (2a 122) 0,039

Controle x T72 92 (33 a 156) 0,0015
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ANEXO P - Correlagédo entre dosagens de leptina e glucagon ao diagndstico

(TO) da CAD.
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ANEXO Q - Correlacédo entre dosagens de ghrelina e glicemia ao diagnostico

(TO) da CAD.

ghrelina x glicemia TO
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ANEXO R - Correlagéo entre dosagens de ghrelina e insulina ao diagnéstico
(TO) da CAD.
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ANEXO S - Correlacao entre dosagens de ghrelina e glucagon ao diagndstico

(TO) da CAD.
ghrelina x glucagon TO
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ANEXO T - Correlagcdo entre dosagens de leptina e glicemia durante o
tratamento (T2 a T72) da CAD.
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ANEXO U - Correlagdo entre dosagens de leptina e insulina durante o
tratamento (T2 a T72) da CAD.

leptina x insulina T2 -T72
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ANEXO V - Correlacdo entre dosagens de leptina e glucagon durante o
tratamento (T2 a T72) da CAD.
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ANEXO W - Correlagdo entre dosagens de ghrelina e insulina durante o
tratamento (T2 a T72) da CAD.

ghrelina x insulina T2-T72
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ANEXO X - Correlacdo entre dosagens de ghrelina e glucagon durante o
tratamento (T2 a T72) da CAD.
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ANEXO Y - Correlacao entre dosagens de ghrelina e glucagon apos resolucéo

da CAD (TE).
ghrelina x glucagon TE
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ANEXO Z - Correlagéo entre dosagens de ghrelina e glicemia em individuos
saudaveis (grupo controle)
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ANEXO AA - Correlacéo entre dosagens de ghrelina e insulina em individuos
saudaveis (grupo controle)

ghrelina x insulina GC
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ANEXO AB - Correlagéo entre dosagens de ghrelina e glucagon em individuos
saudaveis (grupo controle)

ghrelina x glucagon GC
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ANEXO AC - Correlacdo entre dosagens de ghrelina e leptina em individuos
saudaveis (grupo controle)

ghrelina x leptina GC
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ANEXO AD - Correlacéo entre dosagens de leptina e z score de IMC ao
diagnostico da CAD (TO0).
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ANEXO AE - Correlacao entre dosagens de leptina e z score de IMC apés
resolucdo da CAD (TE).
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ANEXO AF - Evolugao das dosagens de Glicemia/insulina durante tratamento
de episddios de cetoacidose diabética

) . Percentil Percentil Distribui¢cao
Média DP Mediana

25 75 Normal?
T0 145,5 214,9 71,2 26,6 183,2 Nao
T2 56,9 59,9 33,7 14,1 89,5 Sim
T4 84,6 116,1 24,2 14,5 113,7 Nao
T6 92,5 189,6 18,4 12,1 44.8 Nao
T12 33,6 21,2 28,9 15,9 42,5 Sim
T24 26,9 24,4 17,9 7,1 41 Sim
T72 25,9 36,3 14,3 6,2 26,1 Nao
TE 7,3 10,8 3,8 1,4 7,1 Nao
Controle 12,3 7,7 10 7,6 15,9 N&o

DP = desvio padrdo; TE = Tempo estavel
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ANEXO AG - Comparacao da relagcéo glicemia/insulina durante tratamento de

episédios de cetoacidose diabética

Diferenca p
TOXT72 40,5 p<0,05
TOXTE 68,7 p<0,0001
T2xTE 53,6 p<0,01
T4xTE 52,4 p<0,01
T6 X TE 42,3 p<0,05
T12xTE 50,2 p<0,01

TE= Tempo estavel
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ANEXO AH - Comparacgao da relacdo glicemia/insulina entre grupo controle e
pacientes durante o tratamento de episodios de cetoacidose

diabética
Diferenca p
Controle x TO -61,2 (-150,3 a -24,1) <0,0001
Controle x T2 -23,7 (-40,1 a -6,3) 0,0003
Controle x T4 -14,2 (-78,7 a -5,9) 0,0014
Controle x T6 -8,4 (-13,8a-2,4) 0,0026
Controle x T12 -18,5 (-27,1 a-6,8) <0,0001
Controle x TE 6,1 (2,7 a 8,8) 0,0007

TE = Tempo estavel
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Apéndice A — Termo de consentimento

HOSPITAL DAS CLINICAS
DA

FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Instrucdes para preenchimento no verso)

| - DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL
LEGAL

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ..o, SEXO: M() F()
DATA NASCIMENTO: ........ Lvooeoid.....

ENDEREGCO ..o NI, APTO: .o,
BAIRRO: ..o, CIDADE ...
(1= =T TELEFONE: DDD (............ ) et

2. RESPONSAVEL LEGAL ....oeveeeeeeeeeeeeeee ettt enas
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, Curador €tC. .........ccccccovrriirireeeeeeeiiiiinieneenss
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :......coovovvveeeieinerenenene. SEXO: M() F()

DATA NASCIMENTO.: ....../......./......
ENDEREGO: ...ttt NO e, APTO: oo,
BAIRRO: ..o CIDADE: ..o

CEP: TELEFONE: DDD (............ )t




Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:
CETOACIDOSE DIABETICA EM CRIANGAS E ADOLESCENTES:

PAPEL DO GLUCAGON, GHRELINA E LEPTINA NA FISIOPATOLOGIA DA CAD

PESQUISADOR Responsavel: Prof. Dr. Durval Damiani

CARGO/FUNCAO: Chefe da Unidade de Endocrinologia Pediatrica do Instituto da Crianga do HC-
FMUSP

INSCRIGAO CONSELHO REGIONAL N°
UNIDADE DO HCFMUSP: Instituto da Criancga.
3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

~

SEM RISCO RISCO MINIMO X RISCO MEDIO

RISCO BAIXO RISCO MAIOR

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou tardia do
estudo)

4.DURACAO DA PESQUISA prospectiva — duragéo - 2 anos

lll - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

1. justificativa e os objetivos da pesquisa : Esse estudo como objetivo verificar a
participacdo de hormoénios existentes no organismo, que atuam na regulagdo da
glicemia e do gasto energético (glucagon, leptina e ghrelina), no desenvolvimento
da cetoacidose diabética. O tratamento com soro endovenoso sera realizado como
ja é feito no Pronto Socorro ha muitos anos e o tratamento com insulina sera feito
com a LISPRO subcutanea (também j& utilizada no servigo para o tratamento da
CAD). Durante o tratamento, serdo coletadas amostras de sangue para avaliar a
melhora do quadro e para a dosagem dos horménios (nos momentos em que ja
ocorreriam as coletas normalmente)

2. Os procedimentos que serdo utilizados serdo: exames de sangue (glicemia e
cetonemia de ponta de dedo, glicemia, Na*, K*, Cl-, P, Cat* i6nico, Mg+,
gasometria, U, Cr, e dosagens hormonais: ghrelina, leptina, glucagon, insulina,
peptideo C, hGH, cortisol, adrenalina); e de urina: cetonuria por fita urinaria.

3. desconfortos e riscos esperados

4. beneficios que poderdo ser obtidos: A maior compreensdo do papel de alguns
hormdnios durante a descompensacao diabética, possibilitando no futuro o estudo
de novas intervencoes terapéuticas.



IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA:

1. acesso, a qualquer tempo, as informacfBes sobre procedimentos, riscos e
beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para dirimir eventuais dividas.

2. liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de
participar do estudo, sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia.

3. salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.

4. disponibilidade de assisténcia no HCFMUSP, por eventuais danos a saude,
decorrentes da pesquisa.

5. viabilidade de indenizag&o por eventuais danos a saude decorrentes da pesquisa.

V. INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO
EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

vi. OBSERVACOES COMPLEMENTARES:

VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, ap6s convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o
que me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa

Sao Paulo, .............. [0 [T de 2.........

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal

assinatura do pesquisador

(carimbo ou nome Legivel)



Apéndice B — Aprovacédo do Projeto na CAPPesq

r ”
Py

APROVACAO

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesqqisc -
CAPPesqg. da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de
Medicina da Universidade de SGo Paulo, em sess@o de 06/08/2008, APROVOU o
Protocolo de Pesquisa n° 0144/08, intitulado: "AVALIACGAO DO PAPEL DO
GLUCAGON, LEPTINA E GHRELINA NA FISIOPATOLOGIA DA CETOACIDOSE
DIABETICA EM CRIANCAS E ADOLESCENTES." apresentado pelo Departamento de
PEDIATRIA, inclusive o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar & CAPPesq, os
relatérios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do Conselho Nacional de
Satde n° 196, de 10/10/199¢, inciso IX.2, letra "c").

. Pesquisador (a) Responsdvel: Prof. Dr. Durval Damiani

Pesquisador (a) Executante: Roberta Diaz Savoldelli

CAPPesq, 07 de Agosto de 2008

e N

Prof. Dr. Eduardo Massad
Presidente da Comissdo de
Etica para Andilise de Projetos
de Pesquisa

Comiss#o de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP Diretoria Clinica do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo Rua Ovidio Pires de Campos,
255, 5° andar - CEP 05403 010 - S&o Paulo — SP Fone: 011 3069 6442 Fax: 011 3069 6492 e-mail:
cappesq@hcnet.usp.br/ secretariacappesq2@hcnet.usp.br



