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RESUMO

Recuero AM. Doencga hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA) e sindrome dos
ovarios policisticos (SOP): associagdo do polimorfismo no gene da patatin-like
phospholipase domain containing 3 (PNPLA3) e alteragbes endodcrinas e metabdlicas
[tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&do Paulo; 2022.

Introdugdo: A doenga hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA) apresenta alta
prevaléncia em mulheres portadoras de sindrome dos ovarios policisticos (SOP),
variando de 35 a 70%, comparado a cerca de 30% na auséncia de SOP. A avaliagao
da DHGNA e seus fatores de risco nestas pacientes, adquire grande importancia, uma
vez que a doenca se manifesta em idades mais precoces, além de haver maior
prevaléncia de formas mais avangadas. Dentre os principais fatores de risco, o
polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) no gene da Patatin-like Phospholipase
Domain Containing 3 (PNPLA3) rs738409 c.444 C>G, p. 1148M, foi identificado como
o principal fator de risco genético para o desenvolvimento e progressdo da DHGNA.
Objetivos: Determinar a frequéncia deste polimorfismo em pacientes com SOP e seu
impacto na susceptibilidade e gravidade da DHGNA, além de avaliar a relagcdo do mesmo
com as alteragdes endocrinas e metabdlicas. Métodos: Estudo transversal que avaliou
pacientes com SOP atendidas em centro terciario. A presenca de DHGNA foi
determinada com base em ultrassom abdominal e exclusdo de causas secundarias
de hepatopatias. O grau de fibrose foi definido através da elastografia hepatica
transitéria. Todas as pacientes foram avaliadas quanto a presenca do polimorfismo
rs738409 no gene da PNPLAS3. Resultados: A amostra final foi de 163 pacientes, com
evidéncia de DHGNA em 72,4% delas. O polimorfismo apresentou-se em
heterozigose (CG) em 41,7% e em homozigose (GG) em 8% das pacientes. Mulheres
com o polimorfismo apresentavam menores niveis de testosterona livre (p=0,032) e
total (p=0,021). Alteragdes do indice de HOMA-IR ocorreram em 75% da amostra e,
apos regressao logistica multipla, foi o principal fator independente associado ao risco
de desenvolvimento de DHGNA (OR=4,313, p=0,022), tendo seu efeito amplificado
pela presenga do polimorfismo (CG/GG) (OR=12,198, p=0,017). Valores de HDL=50
mg/dL apresentaram associagao negativa com a DHGNA (OR=0,237, p=0,003). Idade
superior a 32 anos também se associou a maior risco para DHGNA (OR=3,833,



p=0,007). Em relacdo a fibrose clinicamente significativa, somente sindrome
metabdlica (SM) manteve associagdo independente com o desfecho (OR=3,071,
p=0,027) apos regresséo logistica multipla ajustada para idade e niveis de ALT. Por
fim, SM (OR=13,030, p=0,020) e AST > 32 U/L (OR=9,039, p=0,009) foram fatores de
risco independente para fibrose avangada. Conclusdo: Em pacientes com SOP, o
polimorfismo rs738409 do gene da PNPLA3 nao apresenta associagao independente
com a DHGNA ou suas formas avancgadas, tampouco com alteragdes metabdlicas. A
resisténcia insulinica € o principal fator de risco para DHGNA nestas mulheres e,
quando em interagdo com o polimorfismo, atua de maneira sinérgica contribuindo para
um risco ainda maior de desenvolvimento da doenca. Idade superior a 32 anos
associa-se a maior risco de DHGNA e maiores niveis de HDL conferem proteg¢ao ao
desfecho. SM é o principal fator de risco associado a fibrose clinicamente significativa

ou avangada nesta populagao.

Descritores: Doenga hepatica gordurosa nao-alcodlica; Sindrome dos ovarios

policisticos; Fibrose; Resisténcia insulinica; Sindrome metabdlica.



ABSTRACT

Recuero AM. Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) and polycystic ovary syndrome
(PCOS): association with patatin-like phospholipase domain-containing 3 gene
(PNPLA3) polymorphism and endocrine and metabolic abnormalities [thesis]. S&o

Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2022.

Introduction: Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) has a high prevalence in
women with polycystic ovary syndrome (PCOS), ranging from 35 to 70%, compared to
30% in the absence of PCOS. Evaluation of NAFLD and its risk factors in PCOS
patients is of great importance since the disease manifests at earlier ages and has a
higher prevalence of more advanced forms in this group. Among the main risk factors,
the single nucleotide polymorphism (SNP) in the Patatin-like Phospholipase Domain
Containing 3 (PNPLA3) rs738409 c.444 C>G, p. [148M has been identified as the main
genetic risk factor for the development and progression of NAFLD. Methods: This
cross-sectional study evaluated patients with PCOS treated at a tertiary center. The
diagnosis of NAFLD was determined based on abdominal ultrasound and exclusion of
secondary causes of liver disease. The degree of fibrosis was defined based on
transient hepatic elastography. All patients were evaluated for the presence of the
rs738409 polymorphism in the PNPLA3 gene. Results: The final sample comprised
163 patients, with evidence of NAFLD in 72.4% of them. The polymorphism was
heterozygous (GC) in 41.7% and homozygous (GG) in 8% of patients. Women with
the polymorphism had lower free (p=0.032) and total (p=0.021) testosterone. Elevated
HOMA-IR index occurred in 75% of the sample and, after multiple logistic regression,
it was the main independent factor associated with NAFLD (OR=4.313, p=0.022), with
its effect amplified by the presence of the polymorphism (CG/GG) (OR=12.198,
p=0.017). HDL =50 mg/dL was negatively associated with NAFLD (OR=0.237,
p=0.003). Age over 32 years was also associated with a higher risk for NAFLD
(OR=3.833, p=0.007). Regarding clinically significant fibrosis, only metabolic
syndrome (MS) maintained an independent association with the outcome (OR=3.071,
p=0.027) after multiple logistic regression adjusted for age and ALT levels. Finally, MS
(OR=13.030, p=0.020) and AST >32 U/L (OR=9.039, p=0.009) were independent risk
factors for advanced fibrosis. Conclusion: In PCOS patients, the rs738409
polymorphism of the PNPLAS gene is not independently associated with NAFLD or its



advanced forms, nor with metabolic alterations. Insulin resistance is the main risk factor
for NAFLD in these women, and, when in interaction with the polymorphism, it acts
synergistically, contributing to an even greater risk of developing the disease. Age over
32 years is associated with a higher risk of NAFLD, and higher HDL levels protect
against this outcome. MS is the main risk factor associated with clinically significant or

advanced fibrosis in this population.

Descriptors: Nonalcoholic fatty liver disease; Polycystic ovary syndrome; Fibrosis;

Insulin resistance; Metabolic syndrome.
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1. Introducao

1.1. Doenca hepatica gordurosa nao alcodlica

A doencga hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA) € uma condigao clinico
patolégica com amplo espectro de manifestagdes, podendo ser histologicamente
classificada em esteatose simples e esteatohepatite ndo alcodlica (EHNA), cuja
gravidade pode variar conforme o grau de fibrose, evolugdo para cirrose e suas
complicagdes, como o carcinoma hepatocelular (CHC) (1). Histologicamente, o que
difere as duas formas da doenca € a presenca de sinais de dano hepatocelular, ou
seja, balonizagdo hepatocitaria, presente na EHNA (2). O diagnéstico requer a
presenca de esteatose em imagem ou analise histolégica, além da excluséo de
causas secundarias de hepatopatias e do consumo significativo de alcool (1).
Atualmente, a DHGNA ¢é a causa mais comum de hepatopatia na populagao ocidental,
com uma prevaléncia estimada que varia de 6,3 a 33% na populagdo em geral, de
acordo com o grupo estudado e o método diagnostico utilizado. Sua crescente
prevaléncia acompanha os niveis crescentes de obesidade, diabetes mellitus tipo 2
(DM2), aumento do estilo de vida sedentario, associado ao excesso de ingesta
calorica em relagdo ao gasto. Especialmente em paises desenvolvidos, mesmo
adultos ndo obesos possuem alteragbes metabodlicas (3). Apesar da elevada
prevaléncia da DHGNA, apenas 3 a 5% da populagao desenvolvera EHNA (2, 4, 5), e
os fatores determinantes desta progressédo sdo tema de extensa pesquisa. Sabe-se
que existe uma forte associacdo da DHGNA com a sindrome metabdlica (SM), bem
como com seus componentes [obesidade, dislipidemia, hipertensao arterial sistémica
(HAS) e alteragbes glicémicas e resisténcia insulinica (RI)], com prevaléncia de 70 a

90% da mesma neste grupo. Dados sugerem ainda que o hipotireoidismo,



hipopituitarismo, hipogonadismo, apnéia do sono e sindrome dos ovarios policisticos
(SOP) representam fatores de risco para o desenvolvimento da DHGNA,
independente da presencga de obesidade (2). A EHNA é também fator de risco para o
desenvolvimento de patologias como DM2 e doenga renal crénica, além de aumentar
o risco cardiovascular (RCV) sendo, portanto, uma doenga multissistémica (6).
Recentemente, foi proposta uma nova nomenclatura para a DHGNA (7),
passando a denominar-se metabolic associated fatty liver disease (MAFLD), apés
posicionamento de painel internacional de especialistas na area, em decorréncia de
sua forte correlagdo com alteragdes metabdlicas nos individuos acometidos. Até o
momento, os critérios diagndsticos para a DHGNA consistiam na presenga de
esteatose em exame de imagem ou histologia, como citado previamente, e na
exclusdo de causas sencundarias de hepatopatias. De acordo com a nova
nomenclatura proposta, o diagndstico de MAFLD passa a ser baseado na presencga
de esteatose na histologia hepatica, exame de imagem ou através de escores clinico-
laboratorais com biomarcadores, além de um dos trés critérios a seguir: sobrepeso ou
obesidade, DM2 ou evidéncia de disturbio metabdlico. A definicdo de disturbio
metabdlico consiste na presenca de pelo menos duas alteracdes metabdlicas dentre
as seguintes: circunferéncia da cintura (CC) 2102 cm em homens e =288 cm em
mulheres caucasianas (ou 290/ 80 cm em homens e mulheres asiaticos,
respectivamente), presséo arterial 2130/ 85 mmHg ou tratamento medicamentoso
especifico, triglicerideos (TG) plasmaticos 2150 mg/ dL ou tratamento medicamentoso
especifico, HDL-colesterol <40 mg/ dL para homens e <50 mg/ dL para mulheres ou
tratamento medicamentoso especifico, pré-diabetes [(ou seja, niveis de glicose em
jejum de 100 a 125 mg/ dL ou niveis de glicose de 140 a 199 mg/ dL 2 horas pos-

sobrecarga de glicose ou hemoglobina glicada (HbA1c) de 5,7% a 6,4%)], valores do



Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance (HOMA-IR) = 2,5, proteina C
reativa de alta sensibilidade plasmatica > 2 mg/ L. A definigdo de MAFLD independe

da presenca de outras hepatopatias concomitantes ou da ingesta alcodlica.

1.1.1. Fisiopatologia da DHGNA

A DHGNA consiste em uma doenca de causa multifatorial, resultante de uma
complexa interagdo de fatores ambientais com um plano de fundo genético. Dentre os
fatores ambientais, merecem destaque a dieta hipercaldrica, rica em gordura saturada
e em frutose (8), e o sedentarismo, ambos associados de maneira direta e indireta -
via ganho ponderal - ao desenvolvimento da DHGNA. A causa mais comum da
DHGNA consiste no desbalango energético entre ingesta e gasto calorico, resultando
em excesso de acidos graxos nao esterificados provenientes em grande parte do
tecido adiposo visceral, e que se acumulam em depdsitos adiposos ectopicos como
figado, musculo esquelético e pancreas. Quando o influxo de TG no tecido hepatico
supera sua capacidade de beta-oxidagdo mitocondrial e sua excre¢do na forma de
lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) na corrente sanguinea, ha o
desenvolvimento da DHGNA (9). Cerca de 60% do aporte de lipideos no figado deriva
da lipdlise periférica, resultante da Rl no tecido adiposo, levando a falha de sua
supressdo, enquanto que gorduras e agucares provenientes diretamente da dieta
contribuem com cerca de 35-40% deste aporte (10). O figado também contribui com
cerca de 25% do conteudo lipidico dos hepatdcitos por meio da lipogénese de novo,
a partir de carboidratos da dieta, como glicose e frutose (10).

O desenvolvimento da DHGNA apresenta estreita correlacdo com a RI
hepatica, assim como periférica, em tecidos como musculo esquelético e adiposo (11).
A RI é definida como o prejuizo na agao da insulina em desencadear uma cascata de

eventos em tecidos alvo, especialmente musculo, tecido adiposo e figado. Tanto a



disfungéo do tecido adiposo quanto a Rl sdo eventos fundamentais para a progresséo
para EHNA, com evidéncias que sustentam comunicacéo bidirecional entre figado e
tecido adiposo (11). Na RI ligada a obesidade, as altas concentragdes séricas de
acidos graxos livres (AGL) e/ou o excesso de deposi¢cdo ectopica de gordura no
musculo ou figado sdo implicadas em sua fisiopatogénese, apesar desta ndo estar
completamente elucidada. No tecido adiposo, a Rl resulta em um aumento da lipdlise
nos adipdcitos, levando ao aumento de AGL circulantes, o que pode agravar a
esteatose hepatica e a Rl no tecido muscular e hepatico. Porém, estudos transversais
com numero pequeno de individuos, mas que avaliaram a ag¢ao da insulina por meio
do clamp euglicémio-hiperinsulinémico, demonstraram que a DHGNA esta associada
a Rl hepatica, no musculo esquelético e no tecido adiposo, independente da
adiposidade, tanto em individuos magros como n&o-diabéticos obesos (11). No figado,
a Rl impede a acgdo inibitéria da insulina sobre a glicogendlise, promovendo
hiperglicemia e hiperinsulinemia, agravando a RI. A hiperglicemia pode agravar ainda
o estresse oxidativo que, por meio da ativacao de quinases especificas, como quinase
inibidora do fator nuclear kappa-B subunidade beta (IKKB) e quinase c-Jun N-terminal
(JNK), inibe a cascata de sinalizag&o insulinica (12).

O insulto hepatico inicial devido ao excesso de lipideos € seguido por interagao
em diferentes proporc¢des de fatores como lipotoxicidade, ativacdo do sistema imune,
predisposi¢cao genética, alcool e disbiose (13). A lipotoxicidade associada as formas
saturadas de acidos graxos n&o-esterificados, como lisofosfatidilcolina, palmitato,
colesterol livre e ceramidas, leva ao estresse no reticulo endoplasmatico, disfungao
lisossomal, ativacdo do inflamassoma, morte celular e ativacdo de resposta

inflamatoria em fungdo do dano hepatocelular (13).



De maneira distinta do conceito inicial, que considerava a DHGNA apenas uma
manifestacdo hepatica da SM, metanalise recente demonstrou que a DHGNA ¢é
também fator determinante da SM, podendo inclusive precedé-la (14). Evidéncias
convincentes suportam a DHGNA como fator no topo de uma cadeia de eventos
biolégicos que podem culminar no desenvolvimento de SM ou seus componentes,
especialmente DM2. Esta quebra de paradigma ressalta a importancia do rastreio da
DHGNA e de seu tratamento na prevencdo do desenvolvimento da SM e de suas
complicagdes cardiovasculares (15). Em metanalise publicada em 2016 envolvendo
mais de 117 mil pacientes de 20 estudos prospectivos, Ballestri e colaboradores
demonstraram que a presenga de DHGNA diagnosticada ao ultrassom (US) estava
associada a incidéncia de SM, com um risco relativo (RR) de 3,22 (95% IC, 3,05-3,41),
e a incidéncia de DM2, com RR de 1,86 (95% IC, 1,76-1,95) (15).

A DHGNA esta ainda associada a um estado inflamatério de baixo grau crénico
com consequéncias sistémicas, ligadas a alteragdes no sistema imune celular e
fatores humorais. Nado s6 no figado, mas também em outros 6rgédos, pode haver
disfungdo celular, apoptose e remodelamento tissular deletério ao 6rgao. Tais
alteragdes levam a modificagbes metabdlicas, sustentando o conceito de desordem
imunometabdlica ou inflamagao metabdlica (16). Existe crescente evidéncia de que a
ocorréncia de patologias como DMZ2, doengas cardiovasculares e declinico
neurocognitivo esta ligada ao grau de disfungdo metabadlica e inflamagéo hepatica, via
mediadores inflamatorios, como citocinas e proteinas de fase-aguda, hepatocinas,
padrées moleculares associados ao dano (DAMPs), assim como alteragdes no

numero, fungéo, e estado de ativacédo de plaquetas e células imunes periféricas (17).



1.1.2. Historia natural e fatores determinantes da

progressao da DHGNA

Apesar de sua alta prevaléncia, apenas alguns pacientes com DHGNA
apresentardo progressao para fibrose e morbidades associadas. Sabe-se que a
gravidade da histologia hepatica, especialmente o grau de inflamagéao, é o principal
determinante na progressao para formas avangadas de fibrose, sendo estas incomuns
entre os pacientes portadores de esteatose isolada, e mais frequentes nos portadores
de EHNA (18). No entanto, alguns estudos sugerem que a esteatose isolada pode néo
ser condigao inteiramente benigna, com possibilidade de evolugdo para EHNA com
fibrose avancada (19-21). Na literatura, ao menos 12 estudos de coorte analisaram a
progressdo da DHGNA por meio de biopsias pareadas, evidenciando que ao menos
um terco dos pacientes com DHGNA e EHNA desenvolverdo fibrose avancada (22).
Tal progresséo é caracteristicamente lenta, levando cerca de 14,3 anos para progredir
um estagio de fibrose nos pacientes com esteatose isolada e 7,1 anos naqueles com
EHNA (23). Além da histologia, outros fatores exercem influéncia na progressao da
doenca, como idade elevada, presenca de DM2 ou RI, HAS, elevacao de alanino
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) maior que ALT, pan-
hipopituitarismo e maiores escores que avaliam o risco de fibrose como fibrosis-4
score (FIB-4), NAFLD fibrosis score (NAFLD-FS) e AST fto platelet ratio index (APRI)
(22-25). O alcool é também fator bem reconhecido de progressao da doenga, de forma
gue mesmo seu consumo em pequenas quantidades favorece a progressao da EHNA,
com pior histologia e risco de progressé&o da fibrose (13).

Pacientes com DHGNA apresentam maior mortalidade comparados a
populagcdo em geral pareada por género e idade, sendo esta em sua maior parte

devido eventos cardiovasculares e complicacbes do DMZ2, além de eventos



relacionados a descompensacao hepatica (22). O prognoéstico a longo prazo é
determinado principalmente pelo desenvolvimento e grau de fibrose hepatica, com um
aumento de todas as causas de mortalidade conforme estagio de fibrose, além de um
aumento exponencial da mortalidade relacionada ao figado. Pacientes com fibrose
estadio 1 tém maior mortalidade por causas gerais, porém a mortalidade relacionada
a doenga hepatica aumenta de maneira estatisticamente significativa a partir do
estadio 2 (26).

O CHC apresenta incidéncia cumulativa com ampla variabilidade entre 0,25%
e 7,6% nos pacientes com fibrose avangada, conforme o grupo estudado. Os
pacientes com CHC associado a DHGNA apresentam idade mais avangada quando
comparados aqueles com CHC sem DHGNA, além de mais comorbidades extra-
hepaticas e menor prevaléncia de cirrose (2/ 3 dos casos) (1). Ao diagnéstico, ha uma
maior prevaléncia de estadios mais avangados do CHC, provavelmente devido uma
vigilancia menos sistematica, especialmente nos pacientes ndo-cirréticos. Nestes, os
casos de CHC estédo especialmente relacionados aos fatores de risco para DHGNA,
sendo estes obesidade, DM2 e SM (22). O polimorfismo rs738409 do gene da Patatin-
Like Phospholipase Domain Containing 3 (PNPLA3) foi associado a um risco
aumentado de CHC e pode fornecer substrato para uma vigilancia individualizada do

risco de neoplasia (1).

1.1.3. Influéncia dos fatores genéticos na DHGNA

Conforme abordado anteriormente, somente uma pequena parcela dos
pacientes cursa com formas avangadas de DHGNA, mesmo em vigéncia de fatores
de risco ambientais semelhantes. Acredita-se que fatores genéticos s&o responsaveis
por tal diversidade na susceptibilidade e progressdo da doenca (27). Estudos

epidemioldgicos (28), familiares (29, 30) e com gémeos (31) fornecem evidéncias da



influéncia genética determinante no fenttipo da DHGNA. Em estudos familiares, o
risco de fibrose avangada foi 12,5 vezes maior em familiares de primeiro grau de
pacientes com cirrose por DHGNA comparado a populagcdo em geral (18% vs. 1%,
respectivamente), independente das alteragdes metabdlicas. O desenvolvimento de
estudos de associagao genética de escala genémica (GWAS) permitiu a identificagéo
de locus de susceptibilidade associados ao risco de esteatose. A grande variedade de
genes associados com a DHGNA pode ser agrupada, conforme seus mecanismos,
entre modificadores do metabolismo dos acidos graxos e acumulo de TG no figado,
determinantes da progressédo para EHNA (por exemplo, modificadores do estresse
oxidativo, resposta por endotoxinas ou citocinas e atividade da adipocina) e, por fim,
aqueles que podem influenciar a fiborogénese hepatica (32). Apesar da descrigdo de
inumeros fatores genéticos modificadores da DHGNA, apenas alguns deles foram
validados de maneira independente (1). As variantes mais comuns descritas em
GWAS ou estudos de associagdo ampla do exoma (EWAS), associadas de maneira
independente com o desenvolvimento e/ou progressao da DHGNA/ EHNA incluem o
polimorfismo rs738409 C>G do gene da PNPLAS, o polimorfismo rs58542926 C>T no
gene Transmembrane 6 superfamily member 2 (TM6SF2), o polimorfismo rs641738
no gene da Membrane-bound O-acyltransferase domain-containing 7 (MBOAT7) e o
polimorfismo rs1260326 do gene que codifica a proteina reguladora da glicoquinase
(GCKR) (33). Polimorfismos dos genes da 17-beta desidrogenase 13 (HSD17B13), da
interleucina 28B (IL28B) e da quinase Mer T (MERTK) tém sido associados a menor
progressdo para EHNA, formas avangadas de fibrose e CHC (33). Destes, o
polimorfismo do gene da PNPLA3 €& o fator de risco genético mais validado em
diferentes populagdes e com maior associagdo a DHGNA e sua gravidade em relagéo

aos demais (34, 35).
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1.1.4. Polimorfismo no gene da PNPLA3 e DHGNA

O polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) é a forma de variagdo na sequéncia
do DNA mais comum em seres humanos, consistindo na substituicdo de um unico
nucleotideo por outro, ocorrendo em uma frequéncia maior que 1% na populagdo em
geral. O SNP no gene da PNPLAS (rs738409 c.444 C>G, p. 1148M) foi identificado
pela primeira vez por Romeo e colaboradores em um GWAS publicado em 2008 como
principal fator associado as diferentes formas de manifestagdo da DHGNA
interindividuos, contribuindo para explicar a susceptibilidade distinta entre as diversas
etnias (36). Neste estudo foram avaliadas 9229 variagdes genéticas n&o sindbnimas,
em uma populacdo de 2111 individuos de diferentes etnias (afro-americanos,
caucasianos e hispanicos), sendo observada forte associagdo do SNP rs738409 no
gene da PNPLA3 com o conteudo hepatico de triacilglicerol, avaliado na
espectroscopia por ressonancia magnética. A associagao foi independente da Rl e do
peso corporal, com maior prevaléncia em pacientes de origem hispanica. Inumeros
outros estudos subsequentes reproduziram a relagdo entre o SNP no gene da
PNPLA3 e a DHGNA (37, 38), ligando tal variante ndo s6 ao desenvolvimento da
doenga, mas também a alteragcdes de enzimas hepaticas (39) e a um perfil mais grave
de EHNA com maior predisposigao a progresséo da fibrose (40, 41).

O gene PNPLAS3, localizado no cromossomo 22, codifica a proteina
adiponutrina (ADPN), composta por 481 aminoacidos, expressa no reticulo
endoplasmatico e na superficie de goticulas de lipideos nos hepatdcitos e adipocitos
(42). A ADPN, pertencente a familia das patatin-like phospholipase, possui um
dominio N-terminal semelhante ao da patatina, a proteina mais abundante dos
tubérculos da batata (43). Nos seres humanos, apesar de presente em diversos

tecidos, tem maior expresséo no tecido hepatico (42) e sua fungéo tem sido tema de
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ampla pesquisa com evidéncias de que pode exercer tanto atividade hidrolase
triacilglicerol quanto transacetilase lipogénica (40) estando, portanto, envolvida na
remodelagao de goticulas de lipideos nos hepatdcitos. A insulina exerce papel central
na regulacédo das alteragbes metabdlicas em resposta ao nivel de carboidratos da
dieta. Ela regula a atividade de determinadas proteinas a curto prazo e pode ainda
modificar seus niveis de transcricdo a longo prazo, alterando suas quantidades
circulantes. No figado, é o fator de transcricdo denominado proteina de ligagado ao
elemento regulador de esterol 1c (SREBP-1c) que medeia os efeitos de transcrigéo
da insulina (44). Assim como outros genes envolvidos no metabolismo lipidico, o gene
da PNPLAS3 ¢é alvo da SREBP-1c e tem sua transcricao fortemente estimulada pela
ingesta de carboidratos.

Na forma variante da proteina, resultante do SNP rs738409 no gene da
PNPLA3, ha uma substituicdo de isoleucina por metionina (Met) na posigdo de
aminoacido 148 (1148M). O mecanismo pelo qual a mesma favorece o acumulo
lipidico hepatico vem sendo extensivamente estudado em modelos murinos e in vitro.
A perda de fungéo de hidrolase da forma variante foi demonstrada por alguns estudos
(45-47) e, baseado nesta observagao, cogitou-se que a isso se devia o acumulo intra-
hepatico de TG. Tal hipotese foi questionada quando se demonstrou que a deficiéncia
de ADPN em modelos murinos n&o contribuiu para o surgimento da DHGNA (48, 49).
Além disso, um estudo utilizando camundongos demonstrou que a superexpressao
da ADPN em sua forma selvagem levou ao maior acumulo de TG nos hepatocitos
(50), corroborando a hipétese de um predominio na fungao lipogénica da proteina.
Evidéncia adicional foi fornecida por Kumari e colaboradores ao comprovar que a
ADPN catalisa a acilagao do acido lisofosfatidico em acido fosfatidico, um importante

passo na biossintese de TG, e que a forma variante 1148M promoveu aumento desta
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atividade catalisadora, com maior sintese lipidica (43). Porém, a falha em observar
essa atividade de aumento da sintese de TG pela forma variante, tanto in vitro quanto
em modelos murinos (46, 51), refor¢ca a existéncia de mecanismos adicionais que
levem ao acumulo intra-hepatico de lipideos. Dados da literatura sugerem a presenca
de uma proteina cataliticamente inativa que interfere na mobilizacdo de TG das

goticulas lipidicas (44, 52, 53), conforme demonstrado na Figura 1.



Resisténcia insulinica

13

Figado saudavel DHGNA
- () PNPLA3
e A Outras lipases
148I 148M
w % Cofatores
g Dieta rica em

carboidratos

_— 1SREBP-1c \

Dieta rica em

carboidratos TPNPLA3 148l

Obesidade

Reticulo

endoplasmatico Jejum

Adequado remodelamento das

/ Resisténcia insulinica
Reticulo

/—> TSREBP-1C\

Dieta rica em
carboidratos

Obesidade

endoplasmatico

Acumulo de lipideos intra-

[jPNPLA3 148M
O“a@

OJ
O
28 A *
AGLQA[:] Goticula de AGL DD G
lipideos [I] ticula de
Ut:j bUb / Gﬁpideo:

goticulas de lipideos hepaticos

Fonte: Adaptado de Dongiovanni P, Valenti L (53)

Figura 1 - Representagao hipotética do mecanismo pelo qual a variante 1148M da PNPLA3

influencia o desenvolvimento de DHGNA por evasao da ubiquitinagao. A PNPLA3
€ indicada pelo quadrado azul, cujo numero € proporcional aos niveis da proteina.
Outras lipases sao indicadas pelos triangulos verdes, enquanto que cofatores sao
indicados por estrelas vermelhas. A ingesta de carboidratos favorece a elevagao
do fator de transcricao SREBP-1c, que estimula a transcrigdo do gene da PNPLA3
elevando os niveis da mesma. A esquerda, observa-se que na presenca da forma
selvagem da PNPLA3 ha um adequado remodelamento das goticulas de lipideos,
com otima hidrélise em associagdo com outras lipases e cofatores, seguida por
ubiquitinagéo e degradacgao da proteina no jejum. Em contraste, a direita, a forma
variante determina acumulo da proteina disfuncional na superficie das goticulas
lipidicas, dificultando o acesso de outras lipases aos triglicerideos e/ou cofatores
essenciais, favorecendo assim o acumulo de lipidos intra-hepaticos. Abreviaturas:
DHGNA, doenga hepatica gordurosa nao alcodlica; PNPLA3, Patatin-like
Phospholipase Domain Containing 3; SREBP-1c, proteina de ligagao ao elemento
regulador de esterol 1c; AGL, acidos graxos livres; Ub, moléculas de ubiquitina.

Basuray e colaboradores

compararam camundongos geneticamente

modificados portando forma variante 148M da PNPLA3 a controles portadores da

forma selvagem 148l. Os autores confirmaram que a sintese de TG, sua oxidagao e

secrecdo nao estavam alteradas nos camundongos portadores da forma variante da

proteina. No entanto, em comparagdo aos camundongos portadores da forma
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selvagem, pbde-se observar niveis maiores e mais persistentes da PNPLAS3,
induzidos por dieta rica em sacarose. Além disso, apdés a inibicdo do sistema
ubiquitina-proteossoma, responsavel pela degradagao de proteinas danificadas ou
com erros de sintese, observou-se marcado acumulo da ADPN em camundongos
portadores de sua forma selvagem, enquanto que nos portadores homozigotos de sua
forma variante o nivel da proteina permaneceu inalterado. A ligagdo de moléculas de
ubiquitina aos residuos de lisina (Lys) ou Met da ADPN é um processo induzido pelo
jejum, responsavel pela regulagcdo pods-translacional da atividade proteica, sua
localizagéo, e por sinaliza-la para a degradagédo proteossémica (54). Tal resultado
sustenta a hipétese de que a variante 148M leva a um disturbio na sua ubiquitinagao
e degradacdo proteossdmica, resultando no acumulo da ADPN variante 148M e
menor mobilizagdo de TG das goticulas lipidicas por outras lipases, especialmente a
lipase de TG de tecido adiposo (LTGA) (52).

Novas evidéncias demonstram ainda o envolvimento da ADPN na liberagao de
retinol por células estreladas hepaticas em resposta a sinais metabdlicos, como a
insulina (45, 55, 56). Estudo conduzido com adultos com obesidade (57), com e sem
DHGNA, demonstrou que a presencga da forma variante da PNPLA 148M foi associada
a menores niveis de retinol circulante no jejum, levantando a hipotese de retencéo
intracelular de retinol nas células estreladas hepaticas, conforme representado na
Figura 2. As células estreladas hepaticas sao capazes de alterar seu fendtipo de um
estado quiescente de armazenamento de retinol para células ativas semelhantes a
miofibroblastos em resposta ao estimulo inflamatorio crénico. A liberagédo do retinol
durante esta transformacao fenotipica ainda ndo tem seu impacto mensurado no dano

hepatico (58). Estudos adicionais se fazem necessarios para melhor elucidagdo do
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papel da retencéo intracelular do retinol em células estreladas na progressao do dano

hepatico e carcinogénese (57).

Figado saudavel DHGNA/Fibrose

() PNPLA3

® e

P . Retinol
Esteres ] ‘
de retinil
[

Célula estrelada

L
Esteres
de retinil

Célula estrelada

Fonte: Adaptado de Trépo E et al. (58)

Figura 2 - Representagdo da retencdo de retinol intracelular nas células estreladas
hepaticas. Nas células estreladas hepaticas, a PNPLA3 também é espressa nas
goticulas de lipideos, que contém ésteres de retinil. A esquerda observa-se
representagdo da atividade de hidrolase da proteina em sua forma selvagem,
levando a liberacdo de retinol. A variante da PNPLA3 148M, representada a
direita, determina acumulo intracelular de ésteres de retinil. Abreviaturas: DHGNA,
doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica; PNPLA3, Patatin-like Phospholipase
Domain Containing 3.

1.1.5. Polimorfismo no gene PNPLA3 na DHGNA e

associagao com obesidade e SM

A interagao entre o indice de massa corpdrea (IMC) e o gene da PNPLA3 tem
sido largamente investigada. Estudo desenvolvido na populacdo japonesa
demonstrou que a prevaléncia de DHGNA recebe maior influéncia do polimorfismo

rs738409 no gene da PNPLA3 em individuos n&o obesos do que obesos (59). Nishioji
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e colaboradores adicionalmente evidenciaram que a interacdo deste SNP com o
ganho de peso = 10 kg apos os 20 anos de idade exerce fungao decisiva na
patogénese da DHGNA (59). Em contrapartida, estudo desenvolvido por Stender e
colaboradores, evidenciou achados que se contrapdéem aos do grupo japonés. Foram
utilizados dados de 2675 participantes submetidos a espectroscopia por ressonancia
magnética para quantificacdo do conteudo hepatico de TG e genotipagem de diversos
SNPs relacionados a DHGNA, inclusive do gene PNPLAS3, para avaliar a interagéo
genética com diversos subgrupos de IMC. Em pacientes magros (IMC < 25 kg/ m?) a
mediana do conteudo hepatico de TG aumentou de 1,8% em pacientes homozigotos
CC, para 2,8% para pacientes homozigotos GG. Ja em individuos obesos (IMC > 35
kg/ m?) essa mediana triplicou de 4,7% (homozigotos CC) para 14,2% (homozigotos
GG). Na analise quanto ao risco de cirrose, o aumento do IMC também pareceu atuar
sinergicamente aos efeitos do risco genético ofertado pelo SNP. Esses achados
corroboram a hipotese de que a obesidade amplifica os efeitos de aspectos genéticos
sobre o risco de desenvolvimento de DHGNA e evolugao para cirrose (60). Importante
ainda é observar que, com base nesse estudo, a forma variante da proteina PNPLA3
fora de um contexto de obesidade e RI exerce minimos efeitos sobre o conteudo
hepatico de TG. Assim, o desbalango energético, com maior aporte de substrato ao
figado, além da RI, sdo relevantes para o efeito pro-esteatético e pro-lipotdxico da
forma variante 148M da ADPN (61).

A relagao entre a forma variante da PNPLA3 e a SM no contexto de DHGNA
foi abordada em diversos estudos prévios. Apds pesquisar o SNP rs738409 em 288
individuos com sobrepeso/obesidade, Mangge e colaboradores demonstraram
diferencga estatisticamente significativa entre portadores e n&o portadores de SM, com

maior prevaléncia do SNP nos individuos com SM (62). Tais achados contradizem
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outros estudos onde nenhuma correlacdo entre o SNP rs738409 e a SM foi
evidenciada (63-67). Além disso, ja foi demonstrado que individuos homozigotos GG
apresentam menor prevaléncia de SM além de menor RCV do que individuos n&o
portadores da forma variante (68).

A presenca do polimorfismo do gene da PNPLA3 parece alterar a resposta a
fatores nutricionais e de estilo de vida. Evidéncias apontam que carreadores do SNP
no gene da PNPLAS3 respondem de maneira mais sensivel as mudangas no estilo de
vida e se beneficiam fortemente de programas que visam a perda ponderal, dado este

de fundamental importancia no manejo clinico destes pacientes (69).

1.2. SOP e DHGNA

A SOP é a desordem enddcrina mais comum a acometer mulheres em idade
reprodutiva (70), tendo sido inicialmente descrita em 1935 por Stein e Leventhal como
uma desordem abrangendo irregularidade menstrual, infertilidade, hirsutismo e
aumento dos ovarios com morfologia micropolicistica (71). De maneira semelhante a
DHGNA, possui amplo espectro de apresentacao clinica, sendo fortemente associada
a SM, RI e obesidade (72-74). Estima-se que acometa de 6 a 10% das mulheres em
idade reprodutiva (75-77), uma vez considerada sua definigao classica, que consiste
na presenga de hiperandrogenismo e disfungdo ovulatéria. Ao se considerar os
critérios de Rotterdam, onde sao incluidos fendtipos sem evidéncia necessaria de
hiperandrogenismo, a prevaléncia pode chegar a 18%. Multiplos fatores genéticos,
metabdlicos e hormonais interagem na fisiopatogénese da SOP (72, 78, 79).

A SOP esta associada na grande maioria dos casos a baixos niveis de
horménio foliculo-estimulante (FSH) e altos niveis de androgénios. O
hiperandrogenismo leva ao mau desenvolvimento dos foliculos nos ovarios,

prejudicando o adequado amadurecimento dos ovulos, dando origem aos cistos vistos
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em pacientes com SOP (80). Sabe-se que a SOP esta associada a um maior risco de
desenvolvimento de DM2 e dislipidemia (81), porém sua associagdo com um maior
risco de eventos cardiovasculares ainda n&o esta clara, em grande parte por uma
necessidade de estudos de longo prazo, acompanhando estas pacientes inclusive no
periodo pos-menopausa (82). Diversas evidéncias na literatura, no entanto, apontam
para o desenvolvimento de maneira precoce de doenga cardiovascular subclinica em
relacdo aos controles, devido disfungdo endotelial observada neste grupo (83, 84).

A SOP oferece um risco aumentado para DHGNA, com base em inumeros
estudos que demonstram uma prevaléncia elevada nesta populagao, independente
da existéncia de SM. Em metanalise de 17 estudos, onde foram considerados 2734
casos e 2561 controles, Rocha e colaboradores encontraram um risco 2,5 vezes maior
de mulheres portadoras de SOP desenvolverem DHGNA comparadas aos controles
(85). A prevaléncia de DHGNA em mulheres com SOP varia de 35 a 70%, comparado
a cerca de 30% na auséncia de SOP, ajustando-se para idade, IMC e CC (86). Nota-
se também uma alta prevaléncia de SOP em mulheres com DHGNA, como
evidenciaram dois estudos em centros terciarios, variando de 50-70% (87, 88). ARl é
fator comum e exerce papel central na fisiopatogenia de ambas as afecgbes na
maioria dos casos, especialmente quando ligada a obesidade (85, 89).

Cerca de 61 a 76% das mulheres com SOP possuem obesidade, o que piora
seus desfechos metabdlicos e reprodutivos. Da mesma maneira, a adiposidade
central, independente do IMC, também agrava tais desfechos. Inumeros estudos
revelam que a frequéncia de DHGNA é significativamente maior entre mulheres com
SOP e obesidade do que em mulheres com SOP n&o-obesas (90). Entretanto,

metanalise de estudos que compararam mulheres com SOP e mulheres saudaveis de
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mesmo IMC demonstrou maior risco de DHGNA nas mulheres portadoras de SOP
(85).

A elevada prevaléncia de DHGNA em pacientes jovens com SOP,
independentemente da presenca de obesidade e/ ou SM, mostra que esta associagao
nao é explicada apenas pela sobreposicdo da obesidade em ambas as condigdes,
mas provavelmente também por outros mecanismos fisiopatolégicos (91). Jones e
colaboradores demonstraram ainda que mulheres com SOP e hiperandrogenismo
apresentam maior prevaléncia de DHGNA comparadas a mulheres com SOP sem
hiperandrogenismo, mesmo apos ajustes para potenciais confundidores como IMC,
adiposidade e RI (91). Alguns estudos demonstraram os possiveis efeitos pro-
apoptoticos dos androgénios nos hepatocitos, inclusive com niveis aumentados do
marcador de apoptose citoqueratina 18 clivada (CK-18) em mulheres com SOP em
relagdo aos controles, independente do IMC (92). Tal elevagao das concentragdes de
CK-18 precede a progressdo de DHGNA para EHNA podendo indicar, portanto, um
maior dano hepatico nas mulheres com SOP e DHGNA, com apoptose precoce (93).
Uma vez desenvolvido o dano hepatico, o mesmo pode afetar diretamente o
metabolismo androgénico e, consequentemente, alterar o perfil hormonal das
mulheres com SOP (86).

Uma menor produgédo e secregao hepatica da globulina ligadora de horménios
sexuais (SHBG) é observada no contexto de obesidade, RI e aumento dos
androgénios livres circulantes. A SHBG atua como agente central na regulagao da
sinalizagao esteroidal, removendo testosterona e estradiol e reduzindo, portanto, sua
biodisponibilidade nos tecidos-alvos (94). Uma vez que a SHBG atua na regulagdo da
lipogénese de novo hepatica, reduzindo os niveis de carboxilase acetil-CoA, é

importante destacar a evidéncia de menor expressao de micro-RNA (mMRNA) da SHBG
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em amostras de biopsias hepaticas proporcionalmente ao grau de esteatose.
Adicionalmente, os niveis de mRNA da SHBG sao inversamente proporcionais ao
nivel de RI (94).

Aumento da gordural visceral e disfungao do tecido adiposo estdo associados
a patogénese tanto da DHGNA quanto da SOP. Mulheres com SOP apresentam maior
adiposidade global e maiores quantidades de tecido adiposo visceral, especialmente
em depdsitos intraperitoneais e mesentéricos (94). Estudo que avaliou 117 pacientes
chinesas com SOP demonstrou que mensuragdes ultrassonograficas da gordura
visceral mesentérica sao um fator determinante independente para o desenvolvimento
de esteatose hepatica, com um maior RCV associado a maiores medidas de
espessura da camada intima-média da carétida (95). Além da distribuicdo, as
mulheres com SOP apresentam alteragdes no tecido adiposo nao evidenciadas em
mulheres obesas sem SOP, com diametro dos adipocitos cerca de 25% maior,
associado ainda & Rl local. E digno de nota que os androgénios s&o capazes de induzir
RI em células do tecido adiposo subcutaneo in vitro (94). Outros possiveis mediadores
entre o hiperandrogenismo, Rl e DHGNA, em mulheres com SOP, s&o as adipocinas
(86). Os androgénios promovem aumento da gordura visceral (96), exercendo um
efeito direto e inverso na secregao de adipocinas (97-99). Estudos prévios comprovam
os efeitos antiesteatoticos, antiapoptoticos e anti-inflamatoérios da adiponectina (100,
101), sendo demonstrados niveis reduzidos da mesma em pacientes com DHGNA em
relagao aos controles e em pacientes com EHNA comparados aqueles com esteatose
isolada (102-104). Além da reducao dos niveis da adiponectina, a expressao de seus
receptores € menor em pacientes com EHNA do que naqueles com esteatose isolada,
e esta inversamente relacionada ao grau de inflamacéo e fibrose (105, 106). Somado

a isso, mulheres com SOP apresentam menores niveis de adiponectina quando
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comparadas aos controles pareados pelo IMC (94). Apesar dos potenciais efeitos
protetores da adiponectina, a maioria das demais adipocinas, como a leptina, induz
esteatose hepatica (86).

O papel da Rl no desenvolvimento da SOP vem sendo alvo de inumeros
estudos (107, 108), com evidéncias consistentes de uma estreita correlagdo entre
ambas, independentemente da presenca de obesidade (108). Estudo utilizando o
clamp euglicémico hiperinsulinémico, considerado o método padrédo-ouro para a
avaliacdo da sensibilidade a insulina, demonstrou Rl no tecido periférico (musculo
esquelético e tecido adiposo), independente da presenca de obesidade, adiposidade
central ou presencga de intolerancia a glicose e/ ou DM2 (109). Stepto e colaboradores
(108) demonstraram maior Rl em mulheres magras com SOP do que no grupo
controle de IMC comparavel, levantando a hipétese de mecanismos que levem a uma
RI “intrinseca” nessas mulheres. Pesquisas que avaliaram tais mecanismos sugerem
uma sinalizag&o periférica da insulina aberrante através do substrato do receptor da
insulina | (108). Sabe-se que os ovarios possuem receptores da insulina em
abundéancia e que a mesma potencializa a produgdo de androgénios induzida pelo
hormoénio luteinizante (LH), tendo efeitos mais expressivos em mulheres com SOP
devido maior sensibilidade das células da teca interna ao LH (90).

Obesidade e RI representam fatores patogénicos centrais da SOP e DHGNA.
Revisédo sistematica demonstrou a presenca de Rl em 50 a 80% das mulheres com
SOP e DHGNA (80). Como exposto anteriormente, a Rl tem sido associada de
maneira independente ao desenvolvimento da DHGNA e esta ultima pode agravar a
RI. Desta forma, mulheres que apresentam SOP e DHGNA apresentam pior perfil

metabadlico em comparagdo com mulheres sem DHGNA, tendendo a apresentar maior
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IMC, maior razédo cintura-quadril (RCQ), maiores indices de HOMA-IR e maiores
niveis de insulina (110).

Uma série de fatores inflamatérios e derivados de macrofagos também esta
envolvida na fisiopatogénese da SOP, como a resistina, o fator de necrose tumoral
alfa (TNFa), interleucinas e proteina C reativa (PCR) (94). Individuos com RI
apresentam maiores niveis de TNFa e este possui maior expressao tanto na SOP
quanto na DHGNA, independentemente da obesidade. Niveis elevados de TNFa
podem ativar quinases que induzem producdo de citocinas e que atenuam a
expresséao e atividade da adiponectina (94). Além disso, o TNFa, interleucina 1 beta
(IL-1B) e o receptor ativado por proliferadores de peroxissoma tipo gama (PPARS)
reduzem os niveis de SHBG, aumentando os niveis de androgénios livres em

pacientes com SOP (94).

1.3. Justificativa

A avaliagdo de DHGNA em mulheres com SOP é fundamental, uma vez que
este grupo desenvolve a doenga em idades mais precoces comparado a outros grupos
com DHGNA, além de apresentar formas mais avangadas com maior frequéncia (86,
94) e antes dos 40 anos (88, 111). A possibilidade de identificar fatores de risco
adicionais para DHGNA e sua progressao para formas avangadas com fibrose em
mulheres com SOP adquire grande importancia diante de tal cenario, permitindo

individualizar ndo sé seu tratamento, mas também o seguimento.
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2. Objetivos

21. Objetivo Primario

Determinar a frequéncia do polimorfismo do gene da PNPLA3 e seu impacto

na susceptibilidade e gravidade da DHGNA em pacientes com SOP.

2.2. Objetivos Secundarios
- Avaliar a relagdo do polimorfismo da PNPLA3 com o perfil enddcrino e
metabdlico destas pacientes.
- Avaliar outros fatores associados a DHGNA e fibrose hepatica em pacientes

com SOP.
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3. Materiais e métodos

3.1. Aspectos éticos

Este estudo foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica para Analise de
Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (HCFMUSP), em 21 de margo
de 2018, sob numero de parecer 2.554.658 (Anexo 1). Termo de consentimento livre
e esclarecido (TCLE) foi fornecido as pacientes, com leitura, compreensdo e

assinatura do documento previamente a participagdo no estudo (Anexo 2).

3.2. Desenho do estudo

Estudo transversal, que avaliou pacientes com SOP atendidas nho HCFMUSP
nos ambulatérios de Doenga Hepatica Gordurosa N&o Alcodlica (A2MG700) da
Disciplina de Gastroenterologia, de Sindromes Hiperandrogénicas da Disciplina de
Endocrinologia e Metabologia e de Ginecologia Enddcrina e Climatério da Disciplina
de Clinica Ginecolégica. A amostra foi obtida por conveniéncia, de acordo com o

acesso das pacientes aos respectivos ambulatorios.

3.21. Critérios de Inclusao

Mulheres com diagnostico de SOP em acompanhamento nos respectivos
ambulatérios.

3.2.2. Critérios de Exclusao

- Consumo de alcool 2 20 g por dia.
- Presenga de causas secundarias de hepatopatias (hepatites virais, hepatite

autoimune, doenca de Wilson, hemocromatose, doenga celiaca, doencgas hepaticas
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colestaticas, uso prévio ou atual de drogas hepatotoxicas, deficiéncia de alfa-1-
antitripsina, dentre outras).

- Pacientes portadoras de virus da imunodeficiéncia humana (HIV).

- Pacientes gestantes.

- Recusa a participacado da pesquisa.

3.3. Variaveis e definigoes utilizadas no estudo

3.3.1. Variaveis demograficas, antropométricas e histéria
de tabagismo

Variaveis demograficas e antropométricas (idade, peso, estatura, CC,
circunferéncia do quadril e calculo da relag&o cintura-quadril (RCQ) e do IMC) foram
obtidas no momento da consulta médica. O indice de massa corporal (IMC) foi
calculado considerando-se o peso em quilogramas (kg) e a altura em metros (m),
conforme a formula IMC = Peso (kg) / Altura (m)?. Conforme o IMC, as pacientes foram
classificadas em baixo peso (< 18,5 kg/ m?), peso normal (18,5 — 24,9 kg/ m?),
sobrepeso (25 - 29,9 kg/ m?), obesidade grau | (30 — 34,9 kg/ m?), obesidade grau ||
(35 — 39,9 kg/ m?) e obesidade grau Ill (> 40 kg/ m?) (112). A relagao cintura quadril
(RCQ) foi calculada conforme a férmula: RCQ = circunferéncia da cintura (cm)/
circunferéncia do quadril (cm).

Mulheres que se autodeclararam consumidoras de cigarro diariamente ou
ocasionalmente foram consideradas tabagistas atuais. Aquelas que referiam historia
prévia de tabagismo foram definidas como tabagistas pregressas e aquelas que nunca

fumaram como n&o tabagistas.
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3.3.2. Definicao da DHGNA

As pacientes com SOP inicialmente selecionadas foram avaliadas quanto a
presencga de esteatose hepatica por meio de US de abdome realizado por radiologista
experiente, com aparelho Toshiba modelo SSA-240A® (Toshiba; Téquio, Japao). O
diagnostico de acordo com este método aferiu a intensidade do brilho ou
ecogenicidade difusamente aumentada do parénquima hepatico, a discrepéancia
ecogénica do figado e do rim, e a perda de ecogenicidade das paredes venosas
portais. A biopsia hepatica foi realizada apenas nas pacientes com indicagao clinica,
nao sendo o objetivo deste estudo a avaliagdo histoldégica. Foram realizados testes
para rastreio de causas secundarias de hepatopatias através da realizacdo de
sorologias de hepatites virais (B e C), HIV, autoanticorpos hepaticos, niveis séricos de
ferro, saturagao de transferrina, ceruloplasmina, cobre e alfa 1-antitripsina. Foram
excluidas pacientes com historia de abuso de substancias, especialmente consumo
de alcool = 20 g por dia, questionada durante a anamnese. Pacientes com historia de
uso prévio de medicagdes esteatogénicas (corticosteroides, metotrexato, amiodarona

ou tamoxifeno) também foram excluidas.

3.3.3. Avaliagao nao invasiva do grau de fibrose hepatica
e esteatose

Todas as pacientes com diagnostico de DHGNA foram submetidas a
elastografia hepatica transitéria (EHT) por Fibroscan® (Echosens, Paris, France),
equipado com probe M e XL, sendo realizada por examinador experiente. As mesmas
eram orientadas a comparecer para o exame em jejum de pelo menos 04 horas. Com
a paciente em decubito dorsal, com o braco direito em abducdo maxima, era realizada

avaliacdo do melhor ponto para afericdo das medidas com auxilio de US, definindo-
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se local livre de estruturas vasculares, na linha axilar média direita, e avaliando-se a
distancia pele-capsula hepatica para definicdo do probe mais adequado a ser
empregado. O probe XL foi empregado nas pacientes com IMC = 30 kg/ m? e distancia
pele-capsula hepatica > 2,5 cm. No local definido, em espago intercostal, em
topografia correspondente ao lobo hepatico direito, com o probe posicionado
perpendicularmente a pele do paciente, eram realizados os disparos. Vibracdes de
baixa frequéncia eram entdo transmitidas para a pele, induzindo uma onda de
cisalhamento que se propaga através do figado de maneira esférica, cuja velocidade
€ convertida pelo aparelho em medida de rigidez hepatica (LSM), expressa em
kiloPascal (kPa). Era necessario o minimo de dez medidas validas com taxa de
sucesso > 60% e intervalo interquartil < 30% para definir o exame como valido.
Resultados que n&do seguiam tais critérios ndo eram considerados confiaveis e nao
foram utilizados no estudo. Representacdo do método de realizagdo da EHT pode ser
visualizada na Figura 3. Os valores da EHT e sua correspondéncia com estadiamento
da fibrose de acordo com a classificagdo de Kleiner (113) foi realizado conforme

descrito na Tabela 1.

Fonte: Mueller S (114)

Figura 3 - Representagédo da realizagcdo da elastografia hepatica por Fibroscan®. Com a
paciente posicionada em decubito dorsal, com membro superior direito em
abducdo maxima, o probe era posicionado em espaco intercostal direito,
perpendicular a pele do paciente, apds avaliagdo do melhor ponto para afericao
através de ultrassom. Ao menos dez disparos eram efetuados para obtencgéo de
no minimo dez medidas validas.
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Tabela 1 - Estimativa do grau de fibrose hepatica conforme valores de elastografia hepatica
transitoria (115)

FO F1 F2 F3 F4

Valores da elastografia <58 5869 7.0-86 8.7-11.4 > 11,4

hepatica transitoéria (kPa)

Concomitante & mensuragéo do grau de rigidez hepatica pelo Fibroscan® foi
ainda realizado avaliacdo do parémetro do coeficiente de atenuagdo [(do inglés:
Controlled Attenuation Parameter (CAP)] expresso em decibéis/metro (dB/ m), o qual
permite uma imediata detecgdo e avaliagdo do grau de esteatose hepatica. A
correspondéncia dos valores de CAP obtidos com o grau de esteatose é representada

na Tabela 2.

Tabela 2 - Estimativa do grau de esteatose hepatica conforme valores do parametro do
coeficiente de atenuacao (CAP) (116)

GO G1 G2 G3

Valores do parametro do <231 231-267 268-300 > 300

coeficiente de atenuagao (dB/m)

Os valores dos escores de FIB-4 (117) e/ ou NAFLD-FS (2, 118) foram

calculados conforme féormulas abaixo.

Idade (anos) x AST (UI/L)

FIB 4 =
Plaquetas (10%) X \/ALT(UI/L)

INAFLD fibrosis score = —1.675 +0.037 X idade (anos) + 0.094 x IMC (kg/m?) +
1.13 X glicemia de jejum alterada ou diabetes (sim = 1,ndo = 0) + 0.99 x AST/ALT —
0.013 X plaquetas (x 10°/L) — 0.66 X albumina (g/dL)

3.3.4. Definicao da SOP

O diagnostico da SOP foi estabelecido utilizando os critérios de Rotterdam 2003

(119), em que a presenca de duas das trés caracteristicas mencionadas a seguir
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confirma o diagndstico: hiperandrogenismo clinico e/ou hiperandrogenemia,
oligo/anovulagdo crbénica e ovarios policisticos (OP) ao US, excluindo causas
secundarias. Hiperandrogenismo foi definido pela presenga de hirsutimo, sendo este
o sinal clinico mais reconhecidamente ligado a esta disfun¢do (120). Hirsutismo foi
definido por score modificado de Ferriman-Gallwey = 8 (121, 122). Hiperandrogenemia
pelo aumento das concentragdes de testosterona total e/ou livre e/ou androstenediona
e/ou sulfato de dehidroepiandrosterona (SDHEA), no momento do diagndstico. Para
pacientes que ja apresentavam diagnostico prévio de SOP ao recrutamento, os niveis
hormonais ao diagnostico foram obtidos dos registros em prontuario. Niveis de
testosterona total foram determinados por eletroquimioluminescéncia (ECLIA, Cobas
e601, Roche Diagnostics, Indianapolis, IN). Oligo/anovulagao foi diagnosticada pela
presenga de oligomenorréia (menos de 9 ciclos menstruais por ano) (123) ou
progesterona na fase lutea < 4 ng/ mL em dois ciclos subsequentes. A definicdo de
OP ao US foi a presenga de = 12 cistos foliculares com distribuicdo periférica e
tamanho < 1cm e/ ou a presenga de ovarios com volume > 10 cc, uni ou bilateralmente
(119). Para o diagnostico de SOP era necessario ainda a excluséo de hipotireoidismo
através da dosagem de TSH, hiperprolactinemia através da dosagem de prolactina
(PRL), forma n&o classica da deficiéncia da 21-hidroxilase através do teste da
cortrosina - dosagem da 17-hidroxiprogesterona (17-OHP) apods estimulo com
horménio adrenocorticotréfico (ACTH) sintético, quando indicado, sindrome de
Cushing através de historia clinica e exame fisico evidenciando ganho de peso
excessivo, pletora facial, giba, atrofia muscular, estrias violaceas em abdome e
fragilidade capilar, e de tumores androgénicos através de historia e exame fisico

evidenciando sinais e sintomas de virilizagao.
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As diferentes caracteristicas da SOP foram agrupadas e classificadas em
fendtipos de acordo com estudos previamente publicados (124), conforme descrito na
Tabela 3. A SOP é classificada em 4 fendtipos distintos, de acordo com a presenca
ou auséncia de trés caracteristicas: hiperandrogenismo clinico e/ou

hiperandrogenemia, disfungéo ovulatéria e morfologia de OP ao US transvaginal.

Tabela 3 - Classificacdo da SOP em fendtipos de acordo com as caracteristicas
apresentadas

Fenétipo A Fenétipo B Fenétipo C Fenétipo D

Hiperandrogenismo clinico e/ ou

) . Presente Presente Presente Ausente
hiperandrogenemia

Oligo/ anovulagio crénica Presente Presente Ausente Presente

Morfologia de ovarios policisticos

Presente Ausente Presente Presente
ao US

3.3.5. Comorbidades associadas avaliadas

Foi avaliada a presenca das seguintes comorbidades: diabetes [glicemia de
jejum = 126 mg/dl e/ou glicemia 120 min = 200 mg/ dL e/ou hemoglobina glicada
(HbA1c) = 6,5%], pré-diabetes (glicemia de jejum = 100 e < 126 mg/ dL e/ou glicemia
120 min = 140 a < 200 mg/ dL e/ ou HbA1c = 5,7 e < 6,5%) (125), insuficiéncia
coronariana (diagndstico de angina ou infarto agudo do miocardio prévios), HAS
(pressado sistdlica =2 130 mmHg ou diastolica = 80 mmHg) (126), dislipidemia
[Lipoproteina de baixa densidade (LDL) = 160 mg/ dL e/ou TG = 150 mg/ dL em jejum
el/ou Lipoproteina de alta densidade (HDL) < 50 mg/ dL] (127), obesidade (IMC = 30

kg/ m?) e diagndstico prévio de hipotireoidismo.
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3.3.6. Definicao de resisténcia insulinica
A RI foi estimada utilizando-se o HOMA-IR, calculado de acordo com féormula
que se segue: [insulinemia em jejum (mU/ L) x glicemia de jejum (mmol/ L)] / 22,5

(128). O valor 2 2,5 foi usado como ponto de corte para definir Rl (129).

3.3.7. Definicao de SM e seus componentes

SM foi definida de acordo com as recomendacgdes do Adult Treatment Panel
Il Report (130): glicemia de jejum = 110 mg/ dL, TG = 150 mg/ dL, HDL < 50 mg/ dL;
presséo sistolica = 130 mmHg ou diastolica =2 85 mmHg e obesidade abdominal (CC

= 88 cm).

3.3.8. Dados laboratoriais

Foram avaliados os seguintes exames bioquimicos e hormonais séricos apos
12 horas de jejum: hemograma completo, albumina, tempo de protrombina, colesterol
total e fragdes, TG, glicemia, insulina, HbA1c, ALT, AST, fosfatase alcalina (FA) e gama
glutamil transferase (GGT), testosterona total e livre, androstenediona, SDHEA, 17-
OHP, prolactina (PRL), horménio estimulante da tireoide (TSH), LH, FSH e estradiol.
As pacientes foram submetidas ao teste oral de tolerdncia a glicose com
administragdo de 75 g de glicose anidra com dosagem de glicemia e insulina basal e

120 minutos apos a administragéo da glicose.

3.3.9. Avaliacao do polimorfismo do gene da PNPLA3

A fim de avaliar o polimorfismo no gene PNPLAS3, foram colhidos 15 mL de
sangue periférico de cada uma das pacientes para a extragdo do DNA gendmico a
partir de leucécitos e posterior avaliagao do polimorfismo no gene PNPLA3 (rs738409

c.444 C>G, p. I1148M) e sua genotipagem.



34

3.3.9.1. Extragao do DNA gendémico

A extragao de DNA foi realizada a partir de amostras de sangue total utilizando
o QlAamp DNA® Blood mini kit (Qiagen®, Hilden, Alemanha), seguindo as orientagbes
do fabricante. O DNA foi eluido em 50 yL de tamp&o e armazenado a -80 °C até o
momento do uso. Para a quantificagcdo de DNA foi utilizado o equipamento Qubit

(Fluorometer. Qubit® 2.0. Invitrogen a Thermo Fischer Brand, Carlsbad, CA, EUA).

3.3.9.2. Genotipagem do polimorfismo da PNPLA3 (rs738409
c.444 C>G, p. 1148M)

O polimorfismo no gene PNPLA3 (rs738409) teve seu gendtipo determinado
em todas as amostras por equipe nao ciente do quadro clinico ou enfermidade do
paciente. O DNA extraido foi utilizado para a montagem das reagbes em cadeia da
polimerase em tempo real (RT-PCR) que foram realizadas no equipamento StepOne
Plus (Applied Biosystems, Foster City, California, USA). Para a preparagao da reagao,
foi utilizado o reagente TagMan Genotyping Master Mix e TagMan SNP Genotyping
Assay (Applied Biosystems, Foster City, California, USA), que contém duas
sequéncias de primers especificos para amplificar o polimorfismo de interesse e duas
sondas alelo-especificas para detectar os alelos do polimorfismo de interesse. A
presencga de duas sondas em cada reagéo permite a genotipagem de duas possiveis
variantes do SNP: a sonda do alelo 1 € marcada com o Reporter VIC, e a sonda do
alelo 2 é marcada com o Reporter FAM, que apresentam fluorescéncias diferentes
durante a reacdo. O assay utilizado para o SNP estudado foi o ID: C_7241_10.
Controles de qualidade foram realizados para verificar a reprodutibilidade dos

resultados.
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3.4. Analise estatistica

O processo de analise de dados da presente pesquisa iniciou-se com uma
exploracao descritiva. As tabelas descritivas das variaveis qualitativas incluiram a
frequéncia absoluta e relativa, intervalo de confianga de 95% (IC95%) e nivel
descritivo e das quantitativas incluiram as medidas de tendéncia central e disperséao.
O equilibrio de Hardy-Weinberg foi avaliado para a amostra em questdo. A
heterozigosidade e o conteudo de informagéo de polimorfismo (PIC) foram calculados
para a amostra e entre 0s grupos de interesse.

Para estudar a distribuicdo das variaveis qualitativas nominais ou ordinais de
acordo com os grupos de mulheres com esteatose, fibrose clinicamente significativa
e fibrose avangada foi empregado o teste de qui-quadrado ou teste exato de Fischer,
quando necessario. O teste de Mann-Whitney foi usado para a comparagdo da
distribuicdo das variaveis quantitativas discretas ou continuas entre grupos.

Diferentes modelos de regressao logistica binaria foram propostos para avaliar
a impacto conjunto dos fatores de interesse em relagdo a presenca de esteatose
hepatica, de fibrose clinicamente significante e de fibrose avangada. A estratégia de
selecao das variaveis levou em consideragdao o método hierarquico. A avaliacdo do
ajuste foi realizada com teste de Hosmer-Lemeshow. Uma curva ROC foi utilizada
para verificar a capacidade de predi¢cao de cada um dos modelos.

Todos os testes levaram em consideracdo um a bidirecional de 0.05 e 1C95%,
e foram realizados com apoio computacional dos softwares R (https://www.r-
project.org/), IBM SPSS 25 (Statistical Package for the Social Sciences) e Excel 2016®

(Microsoft Office).
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4. Resultados
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4. Resultados

Foram recrutadas 172 pacientes, sendo 7 delas excluidas por desisténcia e
recusa em realizar exames, uma delas por se tratar de esteatose hepatica associada
a deficiéncia de alfa-1-antitripsina, e uma por evidéncia de hepatite medicamentosa
apos bidpsia hepatica realizada por indicag&o clinica, conforme descrito na Figura 4.

Foram avaliadas, portanto, 163 mulheres com SOP.

172 pacientes
recrutadas

9 excluidas ]

n=7 desisténcia/recusa
n=1 deficiénciade a1AT
n=1 hepatite medicamentosa

[ 163 avaliadas ]

n=118 n=45
Com esteatose Sem esteatose

Figura 4 - Fluxograma de selegéo da populagao estudada e sua categorizagao conforme
presenca de esteatose hepatica.

4.1. Caracteristicas da populacao estudada

Dentre as pacientes, 82 tinham até 32 anos de idade e a média de idade
observada foi de 32,5 anos (+ 8,1 anos), sendo a minima de 16 anos e a maxima de
56 anos. Na Tabela 4 pode-se verificar a frequéncia de esteatose em 72,4% (IC95%
65,2%-78,8%) das participantes. O polimorfismo do gene PNPLA3 em heterozigose
(CG) ocorreu em 41,7% (1C95 34,3%-49,4%) e em homozigose (GG) em 8,0% (IC95%

4,5%-12,9%) da populagao estudada.
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Dentre as pacientes com esteatose hepatica avaliadas com EHT por
Fibroscan®, 8 (6,8%) ndo apresentavam esteatose hepatica apés mensuragédo do
CAP. Destas, apenas uma apresentou fibrose avangada a elastografia (LSM = 11,3
kPa), enquanto as demais apresentavam fibrose leve [LSM 5,8-6,9 kPa (n = 3)] ou
ausente [LSM < 5,8 kPa (n = 4)]. As pacientes com evidéncia de esteatose hepatica
pelo CAP, distribuiram-se da seguinte maneira: 22% (n = 26) com esteatose de grau
leve (G1), 19,5% (n = 23) com esteatose moderada (G2) e 51,7% (n = 61) com
esteatose intensa (G3). Em relagdo a LSM, pouco menos da metade das pacientes
apresentava algum grau de fibrose, com 45,8% (n = 54) com fibrose = F1 (LSM = 5,8
kPa). Destas, 26 (22,0% da amostra) apresentavam valores correspondentes a fibrose
grau 1 (5,8 - 6,9 kPa), 14 (11,9%) a fibrose grau 2 (7,0 - 8,6 kPa), 12 (10,2%) a fibrose

grau 3 (8,7 - 11,4 kPa) e 2 (1,7%) a cirrose hepatica (> 11,4 kPa) (Tabela 4).

Tabela 4 - Caracteristicas relacionadas a idade, presenga de esteatose hepatica, presencga
do polimorfismo da PNPLA3 e EHT observadas entre as mulheres investigadas
incluindo frequéncia absoluta (n), relativa (%) e intervalo de confianga de 95%

(IC95%)
n % (IC 95%)
Idade £ 32 anos 82 50,3% (42,7%-57,1%)
Esteatose
Nao 45 27,6% (21,2%-34,8%)
Sim 118 72,4% (65,2%-78,8%)
Polimorfismo PNPLA3
cC 82 50,3% (42,7%-57,9%)
CG 68 41,7% (34,3%-49,4%)
GG 13 8,0% (4,5%-12,9%)
CAP (dB/ m)*
<231 8 6,8% (3,3%-12,4%)
231-267 26 22,0% (15,3%-30,1%)
268-300 23 19,5% (13,1%-27,3%)
>300 61 51,7% (42,7%-60,6%)
LSM (kPa)*
<5,8 64 54,2% (45,2%-63,0%)
5,8-6,9 26 22,0% (15,3%-30,1%)
7,0-8,6 14 11,9% (7,0%-18,6%)
8,7-11,4 12 10,2% (5,7%-16,6%)
>11,4 2 1,7% (0,4%-5,3%)

*Elastografia hepatica ndo realizada em 45 pacientes devido auséncia de esteatose hepatica ao ultrassom.
ABREVIATURAS: EHT, elastografia hepatica transitoria; CAP, pardmetro do coeficiente de atenuagéo; LSM,
medida de rigidez hepatica.



39

Nenhuma das pacientes apresentou ndédulos compativeis com CHC a
investigacao radiolégica. Todas as pacientes com evidéncia de fibrose significativa (=
F2) que n&o estavam em seguimento com hepatologista foram encaminhadas para
avaliacao e seguimento no Ambulatério de Doenga Hepatica Gordurosa N&o Alcodlica
(A2MG700) da Disciplina de Gastroenterologia do HCFMUSP. As demais foram
encaminhadas para seguimento com hepatologista em Ambulatério de
Especialidades. Todas foram orientadas quanto a necessidade de mudanca de estilo
de vida.

O polimorfismo da PNPLA3 estava em equilibrio de Hardy-Weinberg entre os
grupos. A heterozigosidade global da PNPLA3 na amostra em questéo foi de 0,486,
com PIC de 0,368. A heterozigosidade foi de 0,493 com PIC de 0,371 entre as
mulheres com esteatose e de 0,458 com PIC de 0,353 nas mulheres sem esta
caracteristica. Ja entre as mulheres com fibrose clinicamente significativa (= F2), a
heterozigosidade foi de 0,484 e PIC de 0,366 vs. 0,497 e PIC de 0,373 entre as
mulheres com fibrose < F1. Por fim, entre as mulheres com fibrose avangada (= F3) a
heterozigosidade foi de 0,408 com PIC de 0,325 semelhante ao grupo sem fibrose
avangada (< F2), cuja heterozigosidade foi de 0,481 com PIC de 0,365.

Em relagdo as caracteristicas da SOP na populagdo estudada (Tabela 5),
82,4% (1C95%: 75,9%-87,7%) das mulheres apresentaram alteragbes morfologicas
caracteristicas de OP ao US transvaginal. Hiperandrogenismo/nemia e irregularidade
menstrual se apresentaram na mesma propor¢cdo na populacdo estudada,
acometendo 95,7% (1C95%: 91,8%-98,1%) dessas mulheres. O fendtipo A, que
apresenta todas as caracteristicas da SOP pelos critérios de Rotterdam, foi o mais

comum, presente em 73,8% (1C95%: 66,6%-80,1%) das mulheres.
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Tabela 5 - Caracteristicas relacionadas a SOP observadas entre as mulheres investigadas
incluindo frequéncia absoluta (n), relativa (%) e intervalo de confianga de 95% (IC

95%)

% (IC 95%)

US TV - Ovarios policisticos
Normal
Alteragbes morfoldgicas
Hiperandrogenismo/nemia
Irregularidade menstrual
Fenotipo SOP

g0 w>

28
131
156
156

118

27
8
7

17,6% (12,3%-24,1%)
82,4% (75,9%-87,7%)
95,7% (91,8%-98,1%)
95,7% (91,8%-98,1%)

73,8% (66,6%-80,1%)
16,9% (11,7%-23,2%)
5,0% (2,4%-9,2%)
4,4% (2,0%-8,4%)

ABREVIATURAS: US TV, ultrassom transvaginal; SOP, sindrome dos ovarios policisticos.

Apenas 19,8% (IC95%: 15,8%-28,4%) das pacientes apresentava perfil

glicémico normal. O perfil glicémico caracterizado pela Rl sem evidéncia de DM2 ou

pré-diabetes foi o mais frequente, acometendo 50,0% (IC95%: 42,4%-57,6%) da

populagdo, enquanto 75,0% (IC95%: 67,9%-81,2%) das mulheres apresentaram

HOMA-IR = 2,5. Ja a prevaléncia de SM foi de 42,6% (1C95%: 35,2%-50,3%) (Tabela

6). A maior parte da populagdo apresentava obesidade (IMC = 30 kg/ m?), com

predominio de obesidade grau 1 [26,4% (IC95%: 20,1%-33,5%)] e grau 2 [25,1%

(1C95%: 19,0%-32,2%)].
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Tabela 6 - Caracteristicas clinicas e metabdlicas observadas entre as mulheres investigadas
incluindo frequéncia absoluta (n), relativa (%) e intervalo de confianga de 95% (IC

95%)
n % (IC 95%)
Perfil glicémico
Normal 32 19,8% (14,2%-26,4%)
Rl sem DM2 ou pré-diabetes 81 50,0% (42,4%-57,6%)
Pré-diabetes 28 17,3% (12,1%-23,7%)
DM2 21 13,0% (8,5%-18,8%)
Uso de metformina 55 33,7% (26,8%-41,2%)
Uso de insulina 1 0,6% (0,1%-2,8%)
Sindrome metabdlica 69 42,6% (35,2%-50,3%)
HAS 30 18,4% (13,0%-24,9%)
Cirurgia bariatrica prévia 5 3,1% (1,2%-6,6%)
Hipotireoidismo 16 9,9% (6,0%-15,2%)
Tabagismo
Ausente 146 89,6% (84,2%-93,6%)
Atual 9 5,5% (2,80/0-9,80/0)
Pregresso 8 4,9% (2,3%-9,0%)
HOMA-IR 2 2,5 120 75,0% (67,9%-81,2%)
Classificagdo por IMC
Normal 20 12,3% (7,9%-18,0%)
Sobrepeso 37 22,7% (16,8%-29,6%)
Obesidade grau 1 43 26,4% (20,1%-33,5%)
Obesidade grau 2 41 25,1% (19,0%-32,2%)
Obesidade grau 3 22 13,5% (8,9%-19,4%)

ABREVIATURAS: R, resisténcia insulinica; DM2, Diabetes mellitus tipo 2; HAS, hipertensao arterial sistémica;
HOMA-IR, Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance; IMC, indice de massa corpérea.

A Tabela 7 apresenta as estatisticas descritivas das variaveis quantitativas
ligadas ao perfil hepatico avaliadas no estudo. As medidas de LSM e CAP resultaram

em médias de 6,2 kPa (+ 2,5 kPa) e 302,0 dB/m (£ 52,0 dB/ m).

Tabela 7 - Estatisticas descritivas das variaveis quantitativas ligadas ao perfil hepatico
incluindo média, desvio padréo (DP), mediana, minimo (Min.) e maximo (Max.)

Média DP Mediana Min. Max.
NAFLD-FS -2,9 1,4 -3,1 -5,9 2,8
FIB-4 0,5 0,2 0,5 0,2 1,5
Bilirrubina total (mg/ dL) 0,4 0,2 0,4 0,1 11
AST (U/L) 20,0 9,0 18,0 10,0 58,0
ALT (U/L) 25,0 16,0 19,0 4,0 95,0
GGT (U/L) 30,0 22,0 23,0 7,0 141,0
Fosfatase alcalina (U/ L) 72,0 22,0 71,0 32,0 150,0
Plaquetas (mil/ mm?) 292,0 60,0 287,0 152,0 471,0
INR 1,0 0,0 1,0 0,9 1.1
Albumina (g/ dL) 4.5 0,3 45 3,6 5,2
Ferritina (ng/ mL) 112,6 103,4 84,0 7,0 543,0
LSM (kPa) 6,2 2,5 57 3,0 22,8
CAP (dB/ m) 302,0 52,0 302,0 172,0 400,0

ABREVIATURAS: NAFLD-FS, NAFLD fibrosis score; FIB-4, fibrosis-4 score; AST, aspartato aminotransferase;
ALT, alanina aminotransferase; GGT, gama glutamil transferase; INR, Razdo normalizada internacional; LSM,
medida de rigidez hepatica; CAP, parametro do coeficiente de atenuagéo.
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Entre as mulheres investigadas foi observado IMC médio de 33,0 kg/ m? (+ 6,9
kg/ m?) e uma CC média de 99,7cm (+ 17,0 cm). O lipidograma apontou para um
colesterol total médio de 182,0 mg /dL (£ 36,0 mg/ dL), TG de 151,0 mg/ dL (+ 98,0
mg/ dL) e HDL de 49,0 mg/ dL (+ 12,0 mg/ dL). Em relacdo ao metabolismo glicidico,
a insulina média observada foi de 27,2 yU/ mL (24,5 pU/ mL), a glicemia de jejum de
94,0 mg/ dL (+ 35,0 mg/ dL), o HOMA-IR 6,6 (+ 6,9) e a HbA1c de 5,7% (x 1,1%).

Outras medidas sao apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8 - Estatisticas descritivas das variaveis quantitativas ligadas ao perfil etario,
metabdlico e hormonal incluindo média, desvio padrédo (DP), mediana, minimo
(Min.) e maximo (Max.)

Média DP Mediana Min. Max.
Idade (anos) 32,5 8,1 32,0 16,0 56,0
Peso (kg) 86,8 20,6 84,2 45,0 144,7
IMC (kg/ m?) 33,0 6,9 32,0 18,7 53,0
Circunferéncia cintura (cm) 99,7 17,0 100,0 62,0 145,0
Relagao cintura-quadril 0,9 0,1 0,9 0,7 1.1
Colesterol total (mg/ dL) 182,0 36,0 177,0 103,0 279,0
Triglicerideos (mg/ dL) 151,0 98,0 123,0 41,0 585,0
HDL (mg/ dL) 49,0 12,0 49,0 22,0 80,0
LDL (mg/ dL) 107,0 30,0 106,0 39,0 185,0
Insulina (pU/ mL) 27,2 24,5 19,1 2,4 156,6
Glicemia de jejum (mg/ dL) 94,0 35,0 89,0 56,0 392,0
HOMA-IR 6,6 6,9 4,3 0,5 44,8
HbA1c (%) 57 1,1 55 4.1 13,7
Testosterona total (ng/ dL) 59,1 371 53,5 12,0 285,0
Testosterona livre (ng/ dL) 36,0 24,0 33,0 1,0 119,0
Androstenediona (ng/ dL) 2,4 47 1,7 0,2 57,0
SDHEA (ng/ mL) 2130,0 1376,0 1938,0 57,0 8976,0

ABREVIATURAS: IMC, indice de massa corpérea; HDL, Lipoproteina de alta densidade; LDL, Lipoproteina de
baixa densidade; HOMA-IR, Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance; HbA1c, hemoglobina glicada;
SDHEA, Sulfato de dehidroepiandrosterona.

4.2. Caracteristicas da populagao estudada conforme a

presenca do polimorfismo no gene da PNPLA3

Também foi proposta uma avaliagdo de todas as variaveis estudadas
estratificadas segundo a presenca do polimorfismo de PNPLA3. Nenhuma variavel
qualitativa associou-se significativamente com a presenga do polimorfismo. A Tabela

9 apresenta as variaveis qualitativas ligadas ao perfil hepatico estratificadas de acordo
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com a presenca do polimorfismo. A estratificacdo das variaveis qualitativas
metabdlicas e hormonais de acordo com a presenca do polimorfismo pode ser vista

no Anexo 3.

Tabela 9 - Fatores qualitativos ligados ao perfil hepatico estratificados de acordo com o
polimorfismo da PNPLA3 incluindo frequéncia absoluta (n), relativa (%) intervalo
de confianga de 95% (IC95%) e nivel descritivo (p-valor)

PNPLA3
CC (n=82) CG/GG (n = 81) p-valor
n % (1C95%) n % (1C95%)
Esteatose hepatica
Nao 27 32,9% (23,5%-43,6%) 18 22,2% (14,2%-32,1%) 0161
Sim 55 67,1% (56,4%-76,5%) 63 77,8% (67,9%-85,8%) ’
CAP (dB/ m)*
<231 2 3,6% (0,8%-11,2%) 6 9,5% (4,1%-18,6%)
231-267 12 21,8% (12,5%-34,0%) 14 22,2% (13,3%-33,6%) 0176
268-300 15 27,3% (16,9%-40,0%) 8 12,7% (6,2%-22,5%) ’
>300 26 47,3% (33,5%-59,5%) 35 55,6% (43,3%-67,3%)
LSM (kPa)*
<58 31 56,4% (43,2%-68,9%) 33 52,4% (40,2%-64,4%)
586,9 13 23,6% (13,9%-36,0%) 13 20,6% (12,1%-31,8%)
7,0-86 7 12,7% (5,9%-23,4%) 7 11,1% (5,1%-20,6%) 0,684
8,7-114 4 7,4% (2,6%-16,7%) 8 12,7% (6,2%-22,5%)
>114 O - 2 3,2% (0,7%-9,8%)

Valor p baseado no teste exato de Fischer.
*Elastografia hepatica ndo realizada em 45 pacientes devido auséncia de esteatose hepatica ao ultrassom.
ABREVIATURAS: CAP, parametro do coeficiente de atenuagao; LSM, medida de rigidez hepatica.
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A Tabela 10 descreve as variaveis quantitativas ligadas ao perfil hepatico de

acordo com a presenga do polimorfismo. Embora as médias de FIB-4 sejam

semelhantes entre os grupos, a mediana foi maior no grupo CG/GG (p=0,039).

Tabela 10 - Fatores quantitativos ligados ao perfil hepatico estratificados de acordo com o
polimorfismo de PNPLA3 incluindo média, desvio padrao (xtDP), mediana,

intervalo interquartil (IQR) e nivel descritivo (p-valor)

PNPLA3
CC (n=82) CGI/GG (n = 81) p-Valor
Média (*DP) Mediana (IQR) Média (*DP) Mediana (IQR)

NAFLD-FS -3,0 (¢1,3) -3,1(-3,8--2,3) -2,8 (+1,4) -3,1(-3,7--2,0) 0,270
FIB-4 0,5 (x0,2) 0,4 (0,3-0,6) 0,5 (x0,2) 0,5 (0,4-0,6) 0,039*
Bilirrubina total (mg/ dL) 0,4 (x0,2) 0,4 (0,3-0,5) 0,4 (x0,2) 0,4 (0,3-0,5) 0,186
AST (U /L) 18,0 (£5,0) 17,0 (15,0-21,0) 22,0 (11,0) 19,0 (16,0-23,0) 0,056
ALT (U/ L) 21,0 (£10,0) 18,0 (14,0-27,0) 28,0 (+20,0) 21,0 (15,0-33,0) 0,052
GGT (U/'L) 29,0 (£21,0) 20,0 (16,0-37,0) 31,0 (£23,0) 24,0 (16,0-37,0) 0,371
Fosfatase alcalina (U/L) 71,0 (+20,0) 71,0 (59,0-80,0) 73,0 (£24,0) 70,0 (58,0-84,0) 0,947
Plaquetas (mil/ mm?) 298,0 (£55,0) 295,0 (261,0-337,0) 285,0 (£+64,0) 276,0 (237,0-314,0) 0,083
INR 1,0 (£0,0) 1,0 (1,0-1,0) 1,0 (£0,0) 1,0 (1,0-1,0) 0,149
Albumina (g/ dL) 4,5 (+0,3) 4,5 (4,2-4,7) 4,5 (+0,3) 4,5 (4,2-4,7) 0,909
Ferritina (ng/ mL) 110,1 (¢106,9) 69,5 (46,0-134,0) 114,9(+100,6) 88,0 (38,0-152,0) 0,492
LSM (kPa) 5,7 (¢1,6) 5,5 (4,5-6,7) 6,7 (£3,1) 5,7 (4,9-7,3) 0,092
CAP (dB/ m) 303,0 (+51,0) 295,0 (265,0-346,0) 302,0 (+54,0) 307,0 (258,0-344,0) 0,981

Valores de p baseado no Teste U de Mann-Whitney. *p<0,05

ABREVIATURAS: NAFLD-FS, NAFLD fibrosis score; FIB-4, fibrosis-4 score; AST, aspartato aminotransferase;
ALT, alanina aminotransferase; GGT, gama glutamil transferase; INR, Razdo normalizada internacional; LSM,
medida de rigidez hepatica; CAP, parametro do coeficiente de atenuagéo.

Na Tabela 11, é demonstrada uma diferenga estatisticamente significativa de

idade entre os grupos, com as pacientes portadoras do polimorfismo apresentando

meédia de idade 3 anos maior (p = 0,044). As variaveis testosterona total (p = 0,041) e

testosterona livre (p = 0,031) apresentaram valores estatisticamente menores nos

individuos com variante CG/GG.
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Tabela 11 - Fatores quantitativos etario, metabdlicos e hormonais estratificados de acordo
com o polimorfismo de PNPLA3 incluindo média, desvio padrdao (+xDP),
mediana, intervalo interquartil (IQR) e nivel descritivo (p-valor)

PNPLA3
CC (n =82) CGI/GG (n = 81) p-Valor
Média (* DP) Mediana (IQR) Média (* DP) Mediana (IQR)

Idade (anos) 31,0 (£ 8,0) 30,0 (25,0-37,0) 34,0 (+ 8,0) 34,0 (28,0-38,0)  0,044*
Peso (kg) 86,9 (+ 21,5) 83,1(71,7-98,8) 86,8(x19,7) 84,9 (69,9-101,0) 0,979
IMC (kg/ m?) 33,1 (x7,1) 33,1 (28,7-36,8) 32,8 (£ 6,8) 32,0 (27,5-37,6) 0,911
Circunferéncia cintura (cm) 99,9 (+17,2) 100,0 (87,0-110,0) 99,6 (+ 16,9) 100,0 (85,0-112,0) 0,914
Relagao cintura-quadril 0,9 (x0,1) 0,9 (0,8-1,0) 0,9 (x0,1) 0,9 (0,8-0,9) 0,372
Colesterol total (mg/ dL) 186,0 (+ 35,0) 185,0 (161,0-207,0) 178,0 (£ 36,0) 175,0 (153,0-192,0) 0,093
Triglicerideos (mg/ dL) 162,0 (+ 114,0) 124,0(91,0-199,0) 140,0 (+ 76,0) 123,0 (85,0-180,0) 0,530
HDL (mg/ dL) 47,0 (£ 13,0) 45,0 (39,0-55,0) 50,0 (£12,0) 49,0 (41,0-57,0) 0,167
LDL (mg/ dL) 110,0 (+ 28,0) 111,0(92,0-131,0) 104,0 (£ 31,0) 104,0 (83,0-118,0) 0,093
Insulina (pU/ mL) 25,3 (+ 20,0) 18,6 (12,5-35,9) 29,1 (+ 28,4) 19,8 (12,3-37,6) 0,686
Glicemia de jejum (mg/ dL) 91 ,0 (£ 16,0) 89,0 (81,0-99,0) 97,0(x46,0) 89,0 (81,0-96,0) 0,596
HOMA-IR 9 (£5,3) 4,2 (2,8-6,8) 7,3(£8,2) 4,3 (2,5-8,3) 0,603
HbA1c (%) 6 (£ 0,8) 5,5 (5,2-5,8) 57 (£1,4) 5,5 (5,1-5,7) 0,537
Testosterona total (ng/ dL) 63 0 (+33,1) 62,5 (40,0-78,0) 55,0 (x40,7) 49,0 (30,0-65,0) 0,021*
Testosterona livre (ng/ dL) 40,0 (+ 25,0) 38,0 (23,0-52,0) 32,0(x22,0)0 30,0(17,0-44,0) 0,032
Androstenediona (ng/ dL) 2,7 (£6,3) 1,8 (1,1-2,5) 2,0 (x1,6) 1,5 (1,0-2,6) 0,619
SDHEA (ng/ mL) 2189,0 2070,0 2067,0 1815,0

(£13050)  (1214,0-2852,0)  (+1453,0)  (1030,0-2660,0) 386
Valores de p baseado no Teste U de Mann-Whitney. *p<0,05
ABREVIATURAS: IMC, indice de massa corpérea; HDL, Lipoproteina de alta densidade; LDL, Lipoproteina de
baixa densidade; HOMA-IR, Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance; HbA1c, hemoglobina glicada;
SDHEA, Sulfato de dehidroepiandrosterona.

4.3. Caracteristicas da populagao estudada conforme a

presenca de esteatose hepatica

Na Tabela 12 é possivel verificar quais variaveis qualitativas foram associadas
a presencga ou auséncia de esteatose hepatica. A esteatose foi mais frequente nas
mulheres com alteragées morfoldgicas ovarianas ao US (p = 0,035), com alteragbes
do perfil glicémico (p < 0,001), com SM (p < 0,001), com HOMA-IR = 2,5 (p < 0,001),
hipertensas (p < 0,001), em uso de metformina (p = 0,001) e com diferentes graus de

obesidade (p < 0,001).
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Fatores qualitativos estratificados segundo presencga e auséncia de esteatose

hepatica incluindo frequéncia absoluta (n), relativa (%), intervalo de confianga
de 95% (IC95%) e nivel descritivo

ESTEATOSE HEPATICA

Nao (n = 45) Sim (n =118) |
n % (1C95%) n % (IC95%) p-valor
Polimorfismo PNPLA3
CC 27 60,0% (45,4%-73,3%) 55 46,6% (37,8%-55,6%)
CG 16 35,6% (22,8%-50,1%) 52 44,1% (35,3%-53,1%) 0,315
GG 2 4,4% (0,9%-13,5%) 11 9,3% (5,1%-15,6%)
US TV - Ovarios policisticos
Normal 3 6,8% (2,0%-17,1%) 25 21,7% (15,0%-29,9%) 0.035*
Alteragdes morfologicas ao US 41 93,2% (82,9%-98,0%) 90 78,3% (70,1%-85,0%) ’
Hiperandrogenismo/nemia
Nao 3 6,7% (1,9%-16,7%) 4 3,4% (1,2%-7,9%) 0.396
Sim 42  93,3% (83,3%-98,1%) 114  96,6% (92,1%-98,8%) ’
Irregularidade menstrual
Nao 1 2,2% (0,2%-9,9%) 6 5,1% (2,1%-10,2%) 0675
Sim 44  97,8% (90,1%-99,8%) 112  94,9% (89,8%-97,9%) ’
Fenotipo SOP
A 37 84,1% (71,3%-92,6%) 81 69,8% (61,1%-77,6%)
B 3 6,8% (2,0%-17,1%) 24 20,7% (14,1%-28,7%) 0.079
c 1 2,3% (0,2%-10,1%) 7 6,0% (2,7%-11,5%) ’
D 3 6,8% (2,0%-17,1%) 4 3,4% (1,2%-8,0%)
Perfil glicémico
Normal 22  50,0% (35,6%-64,4%) 10 8,5% (4,4%-14,5%)
Rl sem DM2 ou pré-diabetes 19  43,2% (29,4%-57,9%) 62 52,5% (43,6%-61,4%) <0.001*
DM2 1 2,3% (0,2%-10,1%) 20 17,0% (11,0%-24,5%) ’
Pré-diabetes 2 4,5% (1,0%-13,8%) 26 22,0% (15,3%-30,1%)
Uso de metformina
Nao 39 86,7% (74,6%-94,2%) 69 58,5% (49,5%-67,1%) 0.001*
Sim 6 13,3% (5,8%-25,4%) 49 41,5% (32,9%-50,5%) ’
Sindrome metabolica
Nao 39 86,7% (74,6%-94,2%) 54 46,2% (37,3%-55,2%) <0.001*
Sim 6 13,3% (5,8%-25,4%) 63 53,8% (44,8%-62,7%) ’
HAS
Nao 44  97,8% (90,1%-99,8%) 89 75,4% (67,1%-82,5%) <0.001*
Sim 1 2,2% (0,2%-9,9%) 29 24,6% (17,5%-32,9%) ’
Tabagismo
Ausente 42  93,3% (83,3%-98,1%) 104  88,1% (81,4%-93,0%)
Atual 1 2,2% (0,2%-9,9%) 8 6,8% (3,3%-12,4%) 0,567
Pregresso 2 4,4% (0,9%-13,5%) 6 5,1% (2,1%-10,2%)
HOMA-IR 22,5
Nao 25 58,1% (43,4%-72,0%) 15 12,8% (7,7%-19,8%) <0.001*
Sim 18  41,9% (28,0%-56,7%) 102  87,2% (80,2%-92,3%) ’
Classificagao por IMC
Normal 16  35,6% (22,8%-50,1%) 4 3,4% (1,2%-7,9%)
Sobrepeso 12 26,7% (15,5%-40,7%) 25 21,2% (14,6%-29,2%)
Obesidade grau1 7 15,6% (7,2%-28,1%) 36 30,5% (22,7%-39,2%) <0,001*
Obesidade grau2 7 15,6% (7,2%-28,1%) 34 28,8% (21,2%-37,4%)
Obesidade grau3 3 6,7% (1,9%-16,7%) 19 16,1% (10,3%-23,5%)

Valores de p baseado no teste exato de Fischer. *p<0,05
ABREVIATURAS: US TV, ultrassom transvaginal; SOP, sindrome dos ovarios policisticos; RI, resisténcia
insulinica; DM2, diabetes mellitus tipo 2; HAS, hipertenséo arterial sistémica; HOMA-IR, Homeostasis Model
Assessment of Insulin Resistance; IMC, indice de massa corpoérea.

Em relagdo as variaveis quantitativas ligadas ao perfil hepatico com maiores

valores nas mulheres com esteatose hepatica, destacaram-se as seguintes: AST (p =
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0,026), ALT (p < 0,001), Gama GT (p < 0,001) e ferritina (p = 0,009) (Tabela 13). E
importante salientar que apenas 21,6% (n = 26) das pacientes com DHGNA
apresentaram transaminases elevadas, considerando-se os valores de referéncia de
10 a 36 U/ L para mulheres, enquanto 35,8% (n = 43) apresentaram GGT alterada

(valor de referéncia 7-32 U/ L).

Tabela 13 - Fatores quantitativos ligados ao perfil hepatico estratificados segundo presencga
e auséncia de esteatose hepatica incluindo média, desvio padrdo (xDP),
mediana, intervalo interquartil (IQR) e nivel descritivo (p-valor)

ESTEATOSE HEPATICA

Nao (n = 45) Sim (n =118) p-Valor
Média (* DP) Mediana (IQR) Média (*DP) Mediana (IQR)

Bilirrubina total (mg/ dL)  0,4(+ 0,1) 0,3(0,3-0,5) 0,4(£0,2) 0,4(0,3-0,5) 0,094
AST (U/'L) 17,0( 4,0) 16,0(15,0-21,0) 21,0(= 10,0) 18,0(15,0-22,0) 0,026*
ALT (U/ L) 17,0(x 7,0) 15,0(12,0-21,0) 27,0( 18,0) 22,0(16,0-33,0)  <0,001*
GGT (U/L) 21,0(x 17,0) 16,0(12,0-24,0) 33,0(x 22,0) 25,0(19,0-40,0) <0,001*
Fosfatase alcalina (U/L) 70,0(x 19,0) 66,0(58,0-77,0) 73,0(x 22,0) 72,0(59,0-84,0) 0,501
Plaquetas (mil/ mm?3) 294,0(x 61,0) 291,0(255,0-322,0) 291,0(x 59,0) 286,0(247,0-336,0) 0,832
INR 1,0(x 0,0) 1,0(1,0-1,0) 1,0(x 0,0) 1,0(1,0-1,0) 0,703
Albumina (g/ dL) 4,4(£0,4) 4,5(4,2-4,7) 4,5(£ 0,3) 4,5(4,3-4,7) 0,599
Ferritina (ng/ mL) 82,0( 90,6) 57,0(34,5-94,0) 123,6(+x 105,9) 101,0(45,0-166,0) 0,009*

Valores de p baseado no Teste U de Mann-Whitney. *p<0,05
ABREVIATURAS: AST, aspartato aminotransferase; ALT, alanina aminotransferase; GGT, gama glutamil
transferase; INR, Razao normalizada internacional.

O grupo das mulheres com esteatose apresentou idade meédia 5 anos superior
(p = 0,002) aquele sem esteatose. Entre as mulheres com esteatose hepatica os
valores meédios e medianos do peso (p < 0,001), IMC (p < 0,001), circunferéncia de
cintura (p < 0,001), relagdo cintura-quadril (p < 0,001), colesterol total (p = 0,049),
triglicerideos (p < 0,001), LDL (p < 0,017), insulina (p < 0,001), glicemia de jejum (p <
0,001), HOMA-IR (p < 0,001) e HbA1c (p < 0,001) foram significativamente maiores.
Apenas os niveis de HDL (p < 0,001) foram menores entre os individuos com
esteatose. As medidas de testosterona total e livre, androstenediona e SDHEA néo

foram estatisticamente distintas entre os grupos (Tabela 14).
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Tabela 14 - Fatores quantitativos etario, metabdlicos e hormonais estratificados segundo
presenca e auséncia de esteatose hepatica incluindo média, desvio padrao
(xDP), mediana, intervalo interquartil (IQR) e nivel descritivo (p-valor)

ESTEATOSE HEPATICA

Nao (n = 45) Sim (n =118) p-Valor
Média (t DP) Mediana (IQR) Média (* DP) Mediana (IQR)

Idade (anos) 29,0(+ 8,0) 28,0(23,0-34,0) 34,0(x 8,0) 34,0(28,0-39,0)  0,002*
Peso (kg) 749(+£19,2)  67,5(61,8-90,5) 91,4(+19,2)  87,5(77,4-102,8) <0,001*
IMC (kg/ m?) 29,1(x 7,0) 26,8(24,2-34,8) 34,4(£ 6,4) 33,5(30,0-38,0) <0,001*
Circunferéncia cintura (cm) 87,8(+ 16,9) 80,0(75,0-101,0) 104,3(+ 14,8) 101,5(94,0-115,0) <0,001*
Relagao cintura-quadril 0,8(x 0,1) 0,8(0,8-0,9) 0,9(x0,1) 0,9(0,9-1,0) <0,001*
Colesterol total (mg/ dL) 173,0(x 28,0) 170,0(155,0-186,0) 185,0(+ 38,0) 185,0(158,0-208,0) 0,049*
Triglicerideos (mg/ dL) 98,0(x 52,0) 81,0(57,0-134,0) 171,0(x 104,0) 137,0(102,0-204,0) <0,001*
HDL (mg/ dL) 56,0(x 12,0)  56,0(49,0-66,0) 46,0(+ 11,0) 45,0(37,0-51,0)  <0,001*
LDL (mg/ dL) 98,0(x 26,0) 97,0(78,0-115,0) 111,0(x 31,0) 110,0(91,0-134,0) 0,017*
Insulina (MU/ mL) 16,6(+ 13,9) 11,2(7,9-18,6) 31,0(+ 26,4) 22,8(15,8-39,1) <0,001*
Glicemia de jejum (mg/ dL) 85 ,0(x11,0)  87,0(78,0-92,0) 97,0(x 40,0) 90,0(82,0-98,0)  0,009*
HOMA-IR 3,6( 3,3) 2,3(1,5-3,9) 7,7(x7,6) 5,0(3,4-8,7) <0,001*
HbA1c (%) 5,3(x 0,3) 5,3(5,0-5,5) 5,8(x1,3) 5,6(5,2-5,9) 0,001*
Testosterona total (ng/ dL) 56 ,0(£28,3)  51,0(35,0-72,0) 60,2(+ 40,1) 57,0(32,0-73,0) 0,755
Testosterona livre (ng/ dL)  31,0(+ 24,0)  28,0(13,0-41,0) 37,0(x 23,0) 34,0(21,0-48,0) 0,086

Androstenediona (ng/ dL) 3,2(+ 8,6) 1,7(1,0-2,4) 21(x1,5) 1,7(1,2-2,7) 0,507
2369,0 2349,0 2039,0 1720,0
SDHEA (ng/ mL) (£12750)  (1460,0-3240,0)  (£1407,0)  (1061,0-2550,0) %092

Valores de p baseado no Teste U de Mann-Whitney. *p<0,05

ABREVIATURAS: IMC, indice de massa corpérea; HDL, Lipoproteina de alta densidade; LDL, Lipoproteina de
baixa densidade; HOMA-IR, Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance; HbA1c, hemoglobina glicada;
SDHEA, Sulfato de dehidroepiandrosterona.

4.4, Modelo para predicao de esteatose hepatica na

populacao estudada

Um modelo de regressao logistica foi ajustado para avaliar o efeito conjunto dos
diferentes fatores na predigdo da esteatose hepatica (Tabela 15). Enquanto fator
unico, o polimorfismo no gene da PNPLA3 ndo apresentou associagao
estatisticamente significativa (p = 0,471) com a ocorréncia de esteatose hepatica.
Idade superior a 32 anos (OR = 3,833, p = 0,007) e valores de HOMA = 2,5 (OR =
4,313, p = 0,022) foram associados a maior frequéncia do desfecho. A interagdo do
polimorfismo da PNPLA3 C>G com valores de HOMA-IR = 2,5 resultou em OR =
12,198 (p = 0,017). Valores de HDL = 50 mg/ dL (OR = 0,237, p = 0,004), associaram-
se com a auséncia de esteatose hepatica. O modelo proposto apresentou boa

acuracia com AUC de 0,870 (IC95%: 0,807-0,932), com significancia estatistica p <
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0,001 (Figura 5). Um resumo das relagdes existentes entre as variaveis estudadas no

modelo esta apresentado no Anexo 4.

Tabela 15 - Estimativas de odds ratio incluindo beta, erro padrao, nivel descritivo (p-valor)
e intervalo de confianga (IC95%) para predigéo de esteatose hepatica

B Erro p-valor Odds OR -1C95%
padrao Ratio Inferior Superior
Idade > 32 anos 1.344 0,495 0,007* 3,833 1,454 10,106
Polimorfismo CG/GG -0,564 0,782 0,471 0,569 0,123 2,632
HDL = 50 mg/dL -1.440 0,476 0,003* 0,237 0,093 0,603
HOMA-IR= 2,5 1.462 0,639 0,022* 4,313 1,234 15,075
Polimorfismo CG/GG * HOMA-IR 2.501 1.049 0,017* 12,198 1,562 95,243

*p <0,05
ABREVIATURAS: HDL, Lipoproteina de alta densidade; HOMA-IR, Homeostasis Model Assessment of Insulin

Resistance.
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1 - Especificidade

AUC = 0,870 (1C95% 0,807-0,932), p < 0,001

Figura 5 - Curva ROC do modelo para predigédo de esteatose hepatica incluindo area sob a
curva (AUC), intervalo de confianga de 95% (IC95%) e nivel descritivo (p-valor).
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4.5. Caracteristicas da populagcao estudada conforme a

presenca de fibrose clinicamente significativa

Foram analisadas as variaveis associadas a presenca de fibrose clinicamente
significativa. No Anexo 5 pode ser visualizada a estratificagcdo das variaveis
qualitativas ligadas as caracteristicas da SOP de acordo com a presencga de fibrose
clinicamente significativa (= F2), ndo sendo observada associagdo de nenhumas
destas variaveis com o desfecho.

Em relacdo as demais variaveis qualitativas estratificadas na Tabela 16,
observou-se nas mulheres com fibrose clinicamente significativa (= F2) uma maior
frequéncia da SM (p = 0,027). O mesmo foi demonstrado em relagao a classificagao
do IMC (p = 0,044), com predominio de pacientes com obesidade grau 2 e 3 no grupo

com fibrose clinicamente significativa.
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Fatores qualitativos estratificados de acordo com a presenca de fibrose

clinicamente significativa incluindo frequéncia absoluta (n), relativa (%)

intervalo de confianga de 95% (1C95%) e nivel descritivo (p-valor)

FIBROSE (EHT))

FO/F1 (n = 90) 2 F2 (n = 28) p-valor
n % (1C95%) n % (1C95%)
Polimorfismo CG/GG
CC 44  48,9% (38,7%-59,1%) 11  39,3% (23,0%-57,7%)
CG 37 41,1%(31,4%-51,4%) 15 53,6% (35,5%-70,9%) 0,567
GG 9 10,0% (5,1%-17,5%) 2 7,1% (1,5%-21,0%)
CAP (dB/m)
<231 7 7,8% (3,5%-14,7%) 1 3,6% (0,4%-15,5%)
231-267 24  26,7% (18,4%-36,4%) 2 7,1% (1,5%-21,0%) 0066
268-300 18  20,0% (12,8%-29,1%) 5 17,9% (7,2%-34,8%) ’
>300 41 45,6% (35,5%-55,8%) 20 71,4% (53,2%-85,5%)
Perfil glicémico
Normal 9 10,0% (5,1%-17,5%) 1 3,6% (0,4%-15,5%)
Rl sem DM2 ou pré-diabetes 49  54,4% (44,2%-64,5%) 13  46,4% (29,1%-64,5%) 0415
DM2 15 16,7% (10,1%-25,4%) 5 17,9% (7,2%-34,8%) ’
Pré-diabetes 17  18,9% (11,9%-27,9%) 9 32,1% (17,2%-50,5%)
HOMA-IR 2 2,5
Nao 13 14,6% (8,4%-23,0%) 2 7,1% (1,5%-21,0%) 0517
Sim 76  854% (77,0%-91,6%) 26 92,9% (79,0%-98,5%) ’
Uso de metformina
Nao 57 63,3% (53,1%-72,7%) 12  42,9% (26,0%-61,1%) 0.078
Sim 33  36,7% (27,3%-46,9%) 16  57,1% (38,9%-74,0%) ’
Sindrome metabolica
Nao 47 52,2% (42,0%-62,3%) 7 25,9% (12,4%-44,3%) 0.027*
Sim 43  47,8% (37,7%-58,0%) 20 74,1% (55,7%-87,6%) ’
Classificagao por IMC
Normal 4 4,4% (1,5%-10,2%) 0 0,0%
Sobrepeso 22  24,4% (16,5%-34,0%) 3 10,7% (3,1%-25,9%)
Obesidade grau1 30  33,3% (24,2%-43,5%) 6 21,4% (9,5%-38,9%) 0,044*
Obesidade grau2 24  26,7% (18,4%-36,4%) 10  35,7% (20,1%-54,2%)
Obesidade grau3 10 11,1% (5,9%-18,8%) 9 32,1% (17,2%-50,5%)
HAS
Nao 70 77,8% (68,4%-854%) 19 67,9% (49,5%-82,8%) 0319
Sim 20 22,2% (14,6%-31,6%) 9 32,1% (17,2%-50,5%) ’
Hipotireoidismo
Nao 80 88,9% (81,2%-94,1%) 24  88,9% (73,2%-96,8%) 1.000
Sim 10 11,1% (5,9%-18,8%) 3 11,1% (3,2%-26,8%) ’
Tabagismo
Ausente 80  88,9% (81,2%-94,1%) 24  85,7% (69,5%-95,0%)
Atual 7 7,8% (3,5%-14,7%) 1 3,6% (0,4%-15,5%) 0,237
Pregresso 3 3,3% (0,9%-8,6%) 3 10,7% (3,1%-25,9%)

Valor de p baseado no teste exato de Fischer. *p < 0,05
Abreviaturas: EHT, elastografia hepatica transitéria; CAP, parametro do coeficiente de atenuagéo; RI, resisténcia
insulinica; HOMA-IR, Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance; DM2, diabetes mellitus tipo 2; IMC,
indice de massa corpodrea; HAS, hipertenséao arterial sistémica.

Dentre as variaveis quantitativas ligadas ao perfil hepatico, ALT e CAP foram

superiores no grupo com fibrose = F2, com valores de p = 0,018 e p = 0,049,

respectivamente (Tabela 17).
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Tabela 17 - Fatores quantitativos ligados ao perfil hepatico estratificados de acordo com a
presenca de fibrose clinicamente significativa incluindo média, desvio padrao
(xDP), mediana, intervalo interquartil (IQR) e nivel descritivo (p-valor)

FIBROSE (EHT)

FO/F1 (n = 90) 2 F2 (n = 28) p-valor
Média (+DP) Mediana (IQR) Média (*DP) Mediana (IQR)

NAFLD-FS -2,8(x1,3) -3,1(-3,7--2,2) -2,4(%1,6) -2,7(-3,4--1,3) 0,163
FIB-4 0,5(x0,2) 0,5(0,4-0,6) 0,5(x0,3) 0,5(0,3-0,6) 0,928
Bilirrubina total (mg/ dL)  0,4(10,2) 0,4(0,3-0,5) 0,4(x0,2) 0,4(0,3-0,5) 0,997
AST (U/'L) 20,0(9,0) 18,0(15,0-21,0) 24,0(x11,0) 21,0(16,0-27,0) 0,060
ALT (U/ L) 26,0(x17,0) 20,0(16,0-28,0) 33,0(x18,0) 31,0(19,0-39,0) 0,018*
GGT (U/L) 34,0(£24,0) 25,0(19,0-40,0) 31,0(x14,0) 28,0(20,0-40,0) 0,787

Fosfatase alcalina (U/L) 73,0¢23,0)  71,0(59,0-82,0) 74,0(£21,0) 80,0(63,0-87,0) 0,352
Plaquetas (mil /mm?) 290,0(56,0) 286,0(253,0-334,0) 292,0(+69,0) 286,0(230,0-343,0) 0,863

INR 1,0(20,0) 1,0(1,0-1,0) 1,0(£0,1) 1,0(1,0-1,1) 0,088
Albumina (g/ dL) 4,5(x0,3) 4,5(4,3-4,7) 4,5(+0,3) 4,5(4,2-4,7) 0,744
Ferritina (ng/ mL) 115,1(x99,8)  96,0(45,0-150,0)  154,4(+122,7) 132,5(49,0-206,0) 0,150
CAP (dB/ m) 298,0(53,0) 292,0(259,0-342,0) 319,0(x44,0) 321,0(291,0-352,0) 0,049*

Valores de p baseado no Teste U de Mann-Whitney. *p < 0,05

ABREVIATURAS: EHT, elastografia hepatica transitéria; NAFLD-FS, NAFLD fibrosis score; FIB-4, fibrosis-4 score;
AST, aspartato aminotransferase; ALT, alanina aminotransferase; GGT, gama glutamil transferase; INR, Razéo
normalizada internacional; CAP, parametro do coeficiente de atenuagao.

Considerando os fatores quantitativos metabodlicos e hormonais, apresentaram
valores mais acentuados no grupo = F2 com diferenga estatisticamente significativa o
peso (p < 0,001), IMC (p = 0,002), CC (p < 0,001) e RCQ (p = 0,005) (Tabela 18). As
variaveis relacionadas ao metabolismo glicémico como a insulina (p = 0,016) e o
HOMA-IR (p = 0,023) apresentaram também medidas mais acentuadas no grupo = F2

em relagao a FO/ F1, com significancia estatistica.
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Tabela 18 - Fatores quantitativos metabdlicos e hormonais estratificados de acordo com a
presenca de fibrose clinicamente significativa incluindo média, desvio padrao
(xDP), mediana, intervalo interquartil (IQR) e nivel descritivo (p-valor)

FIBROSE (EHT)

FO/F1 (n = 90) 2F2 (n = 28) p-valor
Média (*DP) Mediana (IQR) Média (*DP) Mediana (IQR)

Idade (anos) 34,0(£8,0) 34,0(28,0-39,0) 34,0(x9,0) 34,0(28,0-40,0) 0,832
Peso (kg) 87,5(¢17,0)  84,1(74,3-101,0) 103,9(¥21,1) 101,5(87,5-119,3) <0,001*
IMC (kg/ m?) 33,3(x5,6) 32,6(29,0-36,8) 38,0(x7,2) 37,8(32,0-41,8) 0,002
Circunferéncia cintura (cm) 101,5(¢14,0) 99,0(92,0-110,0)  113,2(¢13,9) 112,0(101,0-122,5) <0,001*
Relagao cintura-quadril 0,9(z0,1) 0,9(0,9-1,0) 0,9(0,1) 0,9(0,9-1,0) 0,005*
Colesterol total (mg/ dL) 185,0(x37,0) 186,0(161,0-208,0) 187,0(x43,0) 171,0(154,0-205,0) 0,747
Triglicerideos (mg/ dL) 167,0(x100,0) 132,0(99,0-204,0) 184,0(x114,0) 145,0(119,0-209,0) 0,366
HDL (mg/ dL) 47,0(£11,0) 47,0(39,0-53,0) 42,0(£11,0) 41,0(34,0-50,0) 0,052
LDL (mg/ dL) 110,0(x31,0) 111,0(91,0-135,0) 113,0(x30,0) 106,0(90,0-131,0) 0,967
Insulina (pU/ mL) 29,2(+26,7) 19,8(14,6-38,0) 36,7(x25,0) 30,1(20,7-43,7)  0,016*
Glicemia de jejum (mg/ dL) 96,0(+38,0) 89,0(82,0-98,0) 102,0(x45,0) 96,0(81,0-104,0) 0,409
HOMA-IR 7,0(£7,3) 4,5(3,2-7,8) 9,7(8,3) 6,8(4,6-11,2) 0,023*
HbA1c (%) 5,7(x1,2) 5,5(5,2-5,8) 6,1(x1,5) 5,7(5,3-6,3) 0,070

Testosterona total (ng/ dL)  61,9(x42,4)  57,034,0-73,0)  550(+31,7)  50,5(30,5-70,5) 0,510

Testosterona livre (ng/ dL)  39,0(+25,0) 38,0(24,0-49,0) 33,0(x19,0) 33,0(18,0-43,0) 0,315

Androstenediona (ng/ dL) 2,0(¢1,3) 1,7(1,2-2,5) 2,2(+1,8) 1,7(1,1-2,9) 0,765
2098,0 1875,0 1856,0 1162,0

SDHEA (ng/ mL) (£1252,0)  (1189,0-26550)  (+1822,0)  (757,0-2460,0) 0093

Valores de p baseado no Teste U de Mann-Whitney. *p < 0,05

ABREVIATURAS: EHT, elastografia hepatica transitéria; IMC, indice de massa corporea; HDL, Lipoproteina de
alta densidade; LDL, Lipoproteina de baixa densidade; HOMA-IR, Homeostasis Model Assessment of Insulin
Resistance; HbA1c, hemoglobina glicada; SDHEA, Sulfato de dehidroepiandrosterona.

4.6. Modelo para predigao de fibrose clinicamente

significativa nas mulheres com DHGNA

A fim de estudar os efeitos de diferentes fatores na ocorréncia de fibrose
clinicamente significativa foi proposto modelo multiplo conforme representado na
Tabela 19. Somente a variavel SM [OR = 3,071, p = 0,027] apresentou associagao
significativa com a ocorréncia de fibrose 2 F2. O modelo resultante apresentou
acuracia de 0,718 (IC95%: 0,636-0,800), com significancia estatistica p < 0,001

(Figura 6).
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Tabela 19 - Estimativas de odds ratio ajustadas para idade e ALT incluindo beta, erro padrao,
nivel descritivo e IC95% para predi¢ao de fibrose clinicamente significativa

B Erro valor Odds OR -1C95%
padrao P Ratio Inferior Superior
Polimorfismo CG/GG 0,347 0,491 0,481 1,414 0,540 3,703
Sindrome metabdlica 1,122 0,508 0,027* 3,071 1,135 8,307
*p<0,05
ABREVIATURAS: ALT, alanina aminotransferase.
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AUC = 0,718 (1C95% 0,636-0,800), p < 0,001

Figura 6 - Curva ROC do modelo proposto para predi¢ao de fibrose clinicamente significativa
incluindo area sob a curva (AUC), intervalo de confianga de 95% (IC95%) e nivel

descritivo (p-valor)

4.7. Caracteristicas da populagao estudada conforme a

presenca de fibrose avangada

Por fim, analise adicional foi realizada a fim de avaliar os fatores associados a
presencga de fibrose hepatica avangada (= F3). As variaveis qualitativas ligadas as

caracteristicas da SOP ndo apresentaram associagao estatisticamente significativa
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com o desfecho (Anexo 6). A fibrose avangada foi estatisticamente mais comum entre
as mulheres que faziam uso de metformina (p = 0,021) e que tinham SM (p = 0,003)

(Tabela 20).

Tabela 20 - Fatores qualitativos estratificados conforme a presenca de fibrose avangada
incluindo frequéncia absoluta (n), relativa (%) intervalo de confianga de 95%

(IC95%) e nivel descritivo (p-valor)
FIBROSE (EHT)

<F2 (n=104) F3/F4 (n = 14) p-valor
n %(1C95%) n %(1C95%)
Polimorfismo CG/GG
CC 51  49,0% (39,6%-58,6%) 4 28,6% (10,5%-54,5%)
CG 42 40,4% (31,3%-50,0%) 10  71,4% (45,5%-89,5%) 0,099
GG 11 10,6% (5,8%-17,6%) 0 0,0%
CAP (dB/m)
<231 7 6,7% (3,1%-12,8%) 1 7,1% (0,8%-28,8%)
231-267 24  23,1% (15,8%-31,8%) 2 14,3% (3,1%-38,5%) 0939
268-300 20  19,2% (12,6%-27,6%) 3 21,4% (6,4%-46,9%) ’
>300 53  51,0% (41,4%-60,4%) 8 57,1% (31,9%-79,7%)
Perfil glicémico
Normal 9 8,7% (4,4%-15,2%) 1 7,1% (0,8%-28,8%)
Rl sem DM2 ou pré-diabetes 57  54,8% (45,2%-64,1%) 5 35,7% (15,1%-61,5%) 0414
DM2 16 15,4% (9,4%-23,2%) 4 28,6% (10,5%-54,5%) ’
Pré-diabetes 22  21,2% (14,2%-29,7%) 4 28,6% (10,5%-54,5%)
Uso de metformina
Nao 65 62,5% (53,0%-71,4%) 4 28,6% (10,5%-54,5%) 0.021*
Sim 39 37,5% (28,6%-47,0%) 10  71,4% (45,5%-89,5%) ’
Sindrome metabolica
Nao 53 51,0% (41,4%-60,4%) 1 7,7% (0,8%-30,7%) 0.003*
Sim 51  49,0% (39,6%-58,6%) 12  92,3% (69,3%-99,2%) ’
HAS
Nao 81  77,9% (69,2%-85,0%) 8 57,1% (31,9%-79,7%) 0105
Sim 23  22,1% (15,0%-30,8%) 6 42,9% (20,3%-68,1%) ’
Hipotireoidismo
Nao 91  87,5% (80,1%-92,8%) 13 100,0% 0356
Sim 13 12,5% (7,2%-19,9%) 0 0,0% ’
Tabagismo
Ausente 91  87,5% (80,1%-92,8%) 13  92,9% (71,2%-99,2%)
Atual 8 7,7% (3,7%-14,0%) 0 0,0% 0,501
Pregresso 5 4,8% (1,9%-10,2%) 1 7,1% (0,8%-28,8%)
HOMA-IR 2 2,5
Nao 13 12,6% (7,3%-20,0%) 2 14,3% (3,1%-38,5%) 1.000
Sim 90 87,4% (80,0%-92,7%) 12  85,7% (61,5%-96,9%) ’
Classificagao por IMC
Normal 4 3,8% (1,3%-8,9%) 0 0,0%
Sobrepeso 23  22,1% (15,0%-30,8%) 2 14,3% (3,1%-38,5%)
Obesidade Grau1 32  30,8% (22,5%-40,1%) 4 28,6% (10,5%-54,5%) 0912
Obesidade Grau2 29  27,9% (20,0%-37,0%) 5 35,7% (15,1%-61,5%) ’
Obesidade Grau 3 16 15,4% (9,4%-23,2%) 3 21,4% (6,4%-46,9%)

Valor de p baseado no teste exato de Fischer. *p < 0,05

Abreviaturas: EHT, elastografia hepatica transitéria; CAP, parametro do coeficiente de atenuagéo; RI, resisténcia
insulinica; DM2: diabetes mellitus tipo 2; HAS, hipertenséo arterial sistémica; HOMA-IR, Homeostasis Model
Assessment of Insulin Resistance; IMC, indice de massa corporea.
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Dentre as variaveis quantitativas ligadas ao perfil hepatico, o grupo de pacientes com
fibrose avangada (= F3) apresentou valores mais elevados de FIB-4 (p = 0,031), AST (p =

0,005) e ALT (p = 0,028), com significancia estatistica (Tabela 21).

Tabela 21 - Fatores quantitativos ligados ao perfil hepatico estratificados de acordo com a
presenga de fibrose avangada incluindo média, desvio padrao (xDP), mediana,
intervalo interquartil (IQR) e nivel descritivo (p-valor)

FIBROSE (EHT)

<F2(n =104) F3/F4 (n = 14) |
Média (¥DP) _ Mediana (IQR) _ Média (:DP) _ Mediana (IQR) P 2 o'
NAFLD-FS -2,8(x1,3) -3,1(-3,6-2,2) -2,0(1,9) 2,4(-34-05) 0,185
FIB-4 0,5(x0,2) 0,5(0,4-0,6) 0,7(0,3) 0,6(0,50,8)  0,031*
Bilirrubina total (mg/ dL)  0,4(x0,2) 0,4(0,3-0,5) 0,5(x0,1) 0,5(0,4-0,6) 0,154
AST (U/ L) 20,0(9,0)  18,0(15,0-21,0)  30,014,0)  26,0(19,0-36,0)  0,005*
ALT (U/ L) 26,0(+16,0)  22,0(16,0-31,0)  39,023,0)  37,0(19,0-50,0)  0,028*
GGT (U/'L) 34,0(¢23,0)  26,0(19,041,0)  27,0#13,0)  23,0(17,0-350) 0,386
Fosfatase alcalina (U/L)  72,0(+22,0)  71,0(58,0-83,0)  80,0(:23,0)  84,0(69,0-93,0) 0,109
Plaquetas (mil/ mm?) 290,0(:56,0) 287,0(251,0-333,0) 298,0(x82,0) 280,0(230,0-357,0) 0,947
INR 1,0(£0,0) 1,0(1,0-1,0) 1,0(£0,0) 1,0(1,0-1,1) 0,350
Albumina (g/ dL) 4,5(x0,3) 4,5(4,3-4,7) 4,4(20,3) 4,5(4,1-4,7) 0,633
Ferritina (ng /mL) 124,0(£107,3) 101,0(46,0-161,0)  120,4(:97,5)  104,5(34,0-180,5) 0,951
CAP (dB/ m) 302,0(52,0) 302,0(263,0-343,0) 313,0(x54,0) 329,0(283,0-345,0) 0,459

Valores de p baseado no Teste U de Mann-Whitney. *p<0,05

ABREVIATURAS: EHT, elastografia hepatica transitoria; NAFLD-FS, NAFLD fibrosis score; FIB-4, fibrosis-4 score;
AST, aspartato aminotransferase; ALT, alanina aminotransferase; GGT, gama glutamil transferase; INR, Raz&o
normalizada internacional; CAP, parametro do coeficiente de atenuagao.

Na Tabela 22 é possivel verificar também que as mulheres que foram
caracterizadas com fibrose = F3 apresentaram idade em média 6 anos maior do que
a categoria de referéncia (p = 0,017). Entre as caracteristicas ligadas ao perfil
metabdlico e hormonal, destacaram-se no grupo com fibrose avangada maiores

valores de peso (p = 0,043), CC (p = 0,032) e RCQ (p = 0,012).
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Tabela 22 - Fatores quantitativos metabdlicos e hormonais estratificados de acordo com a
presencga de fibrose avangada incluindo média, desvio padrao (xDP), mediana,
intervalo interquartil (IQR) e nivel descritivo (p-valor)

FIBROSE (EHT)

<F2(n=104) F3/F4 (n = 14) p-valor
Média (+ DP) Mediana (QR) Média (* DP) Mediana (IQR)
Idade (anos) 33,0( 8,0) 33,0(27,0-38,0) 39,0( 8,0) 39,0(34,0-44,0)  0,017*
Peso (kg) 90,0(+ 18,7)  85,0(75,7-102,0)  101,6(x21,2)  96,0(87,0-119,5)  0,043*
IMC (kg/ m?) 34,1( 6,1) 33,4(29,7-37,6) 37,1(x 7,6) 36,3(32,0-39,5) 0,152
Circunferéncia cintura (cm)  103,2(x 14,5)  101,0(93,0-113,0)  112,4(x 14,8) 112,0(101,0-122,0) 0,032
Relagio cintura-quadril 0,9( 0,1) 0,9(0,9-1,0) 1,0(+ 0,0) 1,0(0,9-1,0) 0,012*
Colesterol total (mg/ dL) 186,0( 38,0) 185,0(159,0-208,0)  184,0(x 37,0) 170,0(157,0-201,0) 0,739
Triglicerideos (mg/ dL) 171,0( 107,0) 135,0(101,0-202,0) 173,0(+ 78,0) 169,0(115,0-216,0) 0,487
HDL (mg/ dL) 46,0+ 12,0)  46,0(37,0-52,0) 43,0(+ 9,0) 42,0(40,0-50,0) 0,524
LDL (mg/dL) 110,0(£ 31,0)  111,0(92,0-134,0)  113,0(x 32,0) 106,0(86,0-134,0) 0,874
Insulina (uU/ mL) 31,2£27,6)  22,7(151-39,9)  30,1(+14,9)  30,8(19,5-39,1) 0,460
Glicemia de jejum (mg/ dL) 95 0(£36,0)  89,0(82,0-98,0)  1150(x61,0)  97,0(84,0-1050) 0,146
HOMA-IR 7,4( 7,5) 4,9(3,3-8,3) 9 5(+ 8,3) 7,4(3,7-11,3) 0,279
HB1AC (%) 5,7(x1,1) 5,6(5,2-5,9) 6,4(2 2,1) 5,7(5,3-6,5) 0,299
Testosterona total (ng /dL) 612(:408)  57.0(32.0-740) 534348  480(32,0-680) 0376
Testosterona livre 38,0(x 24,0)  37,022,0-49,0)  31,0(+18,0)  31,0(18,0-40,0) 0,289
Androstenediona (ng/ dL) 2,0(x 1,3) 1,6(1,2-2,5) 2,5(£2,2) 2,5(1,1-3,2) 0,539
2124,0 1828,0 1455,0 1147,0

SDHEA (ng/ mL) (+ 1438,0) (1119,0-2650,0) (+ 1024,0) (670,0-2100,0) %090

Valores de p baseado no Teste U de Mann-Whitney. *p < 0,05

ABREVIATURAS: EHT, elastografia hepatica transitéria; IMC, indice de massa corporea; HDL, Lipoproteina de
alta densidade; LDL, Lipoproteina de baixa densidade; HOMA-IR, Homeostasis Model Assessment of Insulin
Resistance; HbA1c, hemoglobina glicada; SDHEA, Sulfato de dehidroepiandrosterona.

4.8. Modelo para predigao de fibrose avangada nas mulheres
com DHGNA

Modelo multiplo foi proposto para avaliar os efeitos de diferentes fatores na
ocorréncia de fibrose avancada (= F3), conforme representado na Tabela 23. A
presenca de SM (p = 0,020) e AST > 32 U/l (p=0,009) mostraram ser fatores
significativamente associados a fibrose avangada, independentemente da idade ou da
presenca do polimorfismo da PNPLA3. O modelo em questao resultou numa area sob

a curva de AUC = 0,848 (1C95%: 0,758-0,938), p < 0,001 (Figura 7).
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Tabela 23 - Estimativas de odds ratio ajustadas para idade incluindo beta, erro padréo, nivel
descritivo e 1IC95% para predicdo de fibrose avancada

B Erro valor Odds OR -1C95%
padrao P Ratio Inferior Superior
Polimorfismo CG/GG 0,947 0,768 0,205 2,640 0,588 11,947
Sindrome metabdlica 2,603 1,117 0,020* 13,050 1,511 120,625
AST > 32 U/l 2,202 0,848 0,009* 9,039 1,715 47,640
*p <0,05
ABREVIATURAS: AST, aspartato aminotransferase.
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AUC= 0,848 (1C95% 0,758-0,938), p < 0,001

Figura 7 - Curva ROC do modelo proposto para predigao de fibrose avangada incluindo area
sob a curva (AUC), intervalo de confianca de 95% (IC95%) e nivel descritivo (p-

valor)
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5. Discussao
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5. Discussao

Este é o primeiro estudo a avaliar, em mulheres com SOP, a prevaléncia do
polimorfismo do gene da PNPLAS3, fator genético de maior relevancia na predisposi¢cao
para DHGNA e sua progressao. Nosso estudo demonstrou que, nesta populagdo, o
polimorfismo rs738409 do gene da PNPLAS3 nao apresenta associagao independente
com a DHGNA ou suas formas avangadas, tampouco com alteracdes enddcrinas e
metabdlicas. Por outro lado, a RI constituiu o principal fator de risco para DHGNA
nestas mulheres e, quando em interagdo com o polimorfismo, atua de maneira
sinérgica contribuindo para um risco ainda maior de desenvolvimento da doenga. Além
disso, idade superior a 32 anos associou-se a maior risco de DHGNA, enquanto
maiores niveis de HDL conferiram proteg¢ao ao desfecho. Adicionalmente, no modelo
de regressao logistica multivariada, SM constituiu o principal fator de risco associado
a fibrose clinicamente significativa ou avangada nesta populagéao.

Observamos elevada prevaléncia de DHGNA nas pacientes com SOP,
acomentendo 72,4% destas. Tal prevaléncia € superior a observada em mulheres em
idade fértii sem SOP, em concordancia com estudos anteriores (131-133). Em
populagéo de mulheres brasileiras com IMC = 30 e < 40 kg/ m?, Zueff e colaboradores
demonstraram prevaléncia de DHGNA de 73,3% e 46,7% em mulheres com SOP e
controles, respectivamente (132). Apesar de avaliar pacientes em ampla faixa de IMC,
nosso estudo demonstrou elevada prevaléncia de obesidade (65,0%) com média de
IMC muito similiar ao estudo de Zueff e colaboradores (33,0 vs. 34,78,
respectivamente), justificando a proximidade dos achados (132).

A maior proporcédo de pacientes com SOP e DHGNA observada em nosso
estudo pode ser ainda justificada em parte pela maior prevaléncia de fendtipos

“classicos” (A e B), sabidamente associados a maior disfungdo metabdlica e, portanto,



61

ao risco adicional de DHGNA (134). O fendtipo A foi 0 mais comum, presente em
73,8% das mulheres, seguido pelo fendétipo B, em 16,9%. A distribuicdo dos fendtipos
foi compativel com estudo multicéntrico anteriormente publicado, envolvendo 233
mulheres com SOP, onde também se observou predominancia dos fenétipos A e B,
com prevaléncias de 56,2% e 24,5%, respectivamente (135). De fato, por se tratar de
uma populagao recrutada em centro terciario, ha uma maior prevaléncia dos fenotipos
A e B conforme descrito em outro estudo brasileiro também realizado em centro
terciario (136). Quando se considera a populagado em geral, nota-se uma distribuicdo
fenotipica distinta, com predominancia dos fendétipos B e C (134). Sabe-se que os
fendtipos “classicos” (A e B) da SOP, associam-se com maior disfungado ovulatéria,
maiores niveis de insulina e RI, maior prevaléncia de obesidade, maior risco de SM e
formas graves de dislipidemia aterogénica (134). Desta forma, a populagédo estudada
pode apresentar maior gravidade tanto do quadro de SOP quanto do quadro
metabdlico associado.

Na populagéo estudada a frequéncia dos gendtipos do gene da PNPLA3 CC,
CG e GG foi de 50,3%, 41,7% e 8,0%, respectivamente. A distribuicdo genotipica foi
muito semelhante a evidenciada em populacdo brasileira saudavel em estudo
recentemente publicado (49,3% CC, 41% CG e 9,7% GG) (137). No grupo de
mulheres com DHGNA a prevaléncia do polimorfismo CG/GG foi de 53,4%, enquanto
no grupo sem DHGNA foi de 40,0%, sem diferencga estatisticamente significativa entre
os grupos (p = 0,315). Tais valores sao inferiores aos evidenciados por Mazo e
colaboradores no primeiro estudo a avaliar a prevaléncia do polimorfismo da PNPLA3
na populagao brasileira com DHGNA, com presenga das formas CG/GG em 50,74%
dos controles saudaveis e em 68,88% dos pacientes com DHGNA (138). Atualmente

ha limitado numero de estudos que avaliaram a influéncia de fatores étnico-raciais na
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prevaléncia da SOP. Além disso, a maior parte desses estudos utilizam critérios
diagnosticos de SOP distintos, n&o permitindo assim concluir se ha alguma
associagéao de risco entre determinado grupo étnico e SOP (139). Apesar da auséncia
de dados sobre a composicao étnica da nossa amostra, é possivel que a menor
prevaléncia do polimorfismo observada se deva a uma distribuicdo étnico-racial
distinta do grupo estudado por Mazo e colaboradores (138).

Contrariando achados de estudos anteriores em populagdes distintas (36, 138),
nossos resultados ndo demonstraram associacdo entre a presenca do alelo G e a
DHGNA nas mulheres com SOP. Tampouco foi observada associacdo com fibrose
clinicamente significativa (= F2) e fibrose avancada (= F3). Apesar das pacientes
portadoras do polimorfismo no gene da PNPLAS3 apresentarem niveis de mediana de
FIB-4 discretamente mais elevados que aquelas portadoras da forma selvagem [0,5
vs. 0,4 (p = 0,039)], em ambos os grupos o valor deste escore clinico-laboratorial
encontra-se abaixo do valor de corte de 1,3 para exclus&o de fibrose avangada (24),
n&o configurando um achado de relevancia na pratica clinica. E importante salientar
que o FIB-4 pode nao ser tdo acurado em populagées com menos de 35 anos (140) e
gue a média de idade observada em nossa populagao foi de 32,5 anos, destacando a
necessidade do desenvolvimento de ferramentas nao-invasivas adicionais na
predicao de fibrose hepatica em mulheres com SOP e DHGNA.

Nao foi observado também associacio entre a variante da ADPN e as diversas
alteracbes metabdlicas apresentadas pelas pacientes. De maneira similar, no mesmo
GWAS responsavel pela primeira descri¢do da associacédo do polimorfismo rs738409
da PNPLA3 com a DHGNA, Romeo e colaboradores ndo encontraram correlagao
entre o mesmo e variagbes do IMC, insulina e glicemia de jejum, HOMA-IR e

alteracdes do perfil lipidico (36).
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A analise dos resultados demonstrou ainda menores valores de testosterona
total e testosterona livre em pacientes com o polimorfismo do gene da PNPLA3 em
comparagao com as demais. Visto que a avaliagdo do polimorfismo rs738409 da
PNPLA3 em pacientes com SOP é dado inédito, registros anteriores sobre seu
impacto no perfil hormonal destas pacientes ndo foram localizados na literatura. Além
disso, apesar de tal achado, ndo houve diferenga significativa na distribuigdo dos
fendtipos da SOP ou na prevaléncia de hiperandrogenismo/nemia entre os grupos.
Estudos adicionais precisam ser realizados a respeito desta associagéo para melhor
elucidagao.

Na analise univariada a presenca de SM e de cada um de seus componentes
isoladamente apresentou associacdo com a DHGNA, com uma prevaléncia de SM de
53,8% nas mulheres com SOP e DHGNA e 13,3% nas mulheres com SOP isolada.
Em coorte retrospectiva que incluiu 586 mulheres com SOP, Won e colaboradores
(141) demonstraram a mesma associagdo, com prevaléncias similares de SM de
62,7% e 10,5% em mulheres com SOP e DHGNA e mulheres com SOP sem DHGNA,
respectivamente. Este mesmo estudo demonstrou ainda um aumento da proporgao
de mulheres com DHGNA conforme o numero de componentes de SM. Revisao
realizada por Targher e colaboradores (89) demonstrou que a maior parte dos estudos
publicados até entdo evidenciava prevaléncia significativamente maior de SM e seus
componentes em mulheres com SOP e DHGNA.

Em nossos resultados péde ser observada uma associagéo estatistica negativa
entre a presenca de alteragées morfoldgicas ovarianas ao US e a DHGNA (p = 0,035),
com maior prevaléncia destas alteracbes em mulheres sem esteatose hepatica.
Nenhum estudo prévio demonstrou esta associagdo. Porém, estudos anteriores

avaliaram a correlacdo destes aspectos com a RIl. Reid e colaboradores avaliaram
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330 mulheres com SOP e evidenciaram a associacédo entre o volume ovariano > 10
cc e presenca de Rl (142). A hiperinsulinemia decorrente da RI periférica promove
estimulo mitogénico das células da teca ovariana, levando a um aumento do
compartimento celular da teca e maior produgdo de androgenos. Tal expanséo
possivelmente € responsavel pela expansao estromal ovariana, conferindo um maior
volume (142). Uma vez que a RI esta associada com a DHGNA espera-se que, de
maneira oposta ao evidenciado em nossa pesquisa, essa esteja associada a presenga
das alteragdes morfologicas. A obtengao de dados de US de maneira retrospectiva e
a auséncia de padronizagdo em sua execucgao pode ter impactado os resultados
obtidos.

Apesar da alta prevaléncia de hiperandrogenismo/ hiperandrogenemia, nao foi
observada associagdo entre o0 mesmo e a ocorréncia de DHGNA. Importante
metanalise que avaliou fatores associados ao risco de desenvolvimento de DHGNA
neste grupo, no entanto, evidenciou de maneira consistente esta associagao,
independente de fatores confundidores como RIl, composi¢ao corporal e IMC (85).
Possivelmente a elevada prevaléncia de fenoétipos da SOP com hiperandrogenismo/
nemia impediu a avaliacdo acurada da influéncia deste fator na DHGNA. Pesquisas
adicionais sao necessarias para elucidar possivel associagcdo causal entre
manifestagcbes de hiperandrogenismo e/ ou niveis elevados de androgénios e a
DHGNA neste grupo de mulheres.

Semelhante a estudos realizados anteriormente (94), a analise univariada
demonstrou ainda maiores valores de transaminases e GGT associados a DHGNA
em mulheres com SOP. Estudo brasileiro demonstrou resultados semelhantes aos
nossos, com valores mais elevados de enzimas hepaticas no grupo com DHGNA

(136). Porém, é pertinente observar que em nossa amostra, apesar dessa diferencga
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ser estatisticamente significativa, a média de valores destas enzimas ainda se
encontrava dentro da faixa de normalidade. Logo, tais parametros podem perder
sensibilidade na pratica clinica ao se utilizar os valores de referéncia laboratoriais.
Considerando-se estes valores, apenas 21,6% das pacientes com DHGNA
apresentava transaminases alteradas, enquanto 35,8% apresentavam GGT alterada.
As enzimas hepaticas tém pobre desempenho e acuracica na deteccdo de DHGNA e,
apesar de valores anormais serem frequentemente relatados neste grupo, até 80%
dos pacientes podem apresentar transaminases dentro dos valores da normalidade
(143). Dessa maneira, o emprego da dosagem de transaminases de maneira isolada
no rastreio de DHGNA tem baixa sensibilidade, sendo recomendavel a associagao a
outros métodos, como US de abdome. Apesar da baixa prevaléncia de alteracdo dos
niveis de GGT, a associagao de niveis mais elevados com a DHGNA ja foi previamente
relatada e pode ser explicada por sua associagao com Rl e alta prevaléncia da mesma
neste grupo (143).

Mulheres com DHGNA apresentaram ainda valores de ferritina superiores
aquelas sem a doencga (82,0 vs. 123,6, p = 0,009). Associagao similar entre maiores
niveis de ferritina e DHGNA ja foi previamente demonstrada (144, 145). A ferritina,
proteina intracelular responsavel pelo armazenamento do ferro, é também proteina de
fase aguda e seus niveis podem estar elevados em diversos contextos, como
inflamacéao sistémica ou doenca hepatica cronica. Apesar da elevada associacédo da
DHGNA com a sindrome da sobrecarga de ferro dismetabdlica (146), Bugianesi e
colaboradores demonstraram que os niveis de ferritina sérica ndo estdo associados
com as concentragdes hepaticas de ferro, mas sim com o grau de dano hepatico (147).
Complementarmente, estudo sul coreano que acompanhou mais de 2400 homens

saudaveis mostrou que os niveis basais de ferritina foram fortes preditores do
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surgimento de esteatose hepatica em 24,3% da populagdo, sugerindo um papel da
hiperferritinemia em estagios iniciais da doenga (148). A associagdo de
hiperferritinemia com Rl e alteragdes metabdlicas (146) pode justificar os niveis
elevados desse marcador em uma fase precoce da DHGNA.

Também foram associadas a DHGNA altera¢des do perfil glicémico, como DM2,
intolerancia a glicose e especialmente a RI, além de maiores niveis séricos de insulina,
HOMA-IR, glicemia de jejum e HbA1c. A associagao das alteracdes glicémicas com a
DHGNA ja € bem documentada na literatura, podendo sua prevaléncia chegar a 70%
em pacientes com DM2 (149). O papel central da Rl na associagédo da SOP e DHGNA
vem sendo amplamente explorado, por estar intrinsecamente relacionada a
fisiopatogénese de ambas as patologias. Assim como em nosso estudo, outras
pesquisas demonstraram a associagao entre a Rl e niveis de insulina em jejum com
DHGNA em mulheres com SOP (94, 110, 131, 150).

Na nossa populacéo, a prevaléncia de niveis alterados de HOMA-IR foi de 75%
e sua presenca foi o principal fator associado ao desenvolvimento de DHGNA, apés
avaliacao dos fatores associados por modelo de regresséo logistica multipla [OR =
4,313 (p = 0,026). A Rl é tida como mecanismo patogénico central no
desenvolvimento e progressdao da DHGNA (151), aumentando o aporte de AGL
hepaticos devido aumento da lipdlise nos adipdcitos, estimulando processos
anabolicos através da hiperinsulinemia e favorecendo o acumulo intra-hepatico de
lipideos (152). Além disso, a Rl afeta ainda a capacidade hepatica em suprimir a
producdo de glicose em resposta a insulina, mantendo ativa a glicogendlise,
promovendo a gliconeogénese e estimulando a lipogénese de novo (151).

Sabe-se ainda que a DHGNA predispde ao desenvolvimento de Rl e alteracdes

do perfil glicémico. Estudos epidemioldgicos correlacionaram o conteudo lipidico
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hepatico com o risco de desenvolvimento de RI, pré-diabetes e DM2 (17).
Adicionalmente, em individuos com fatores de risco para DM2, o conteudo hepatico
lipidico demonstrou-se mais relevante do que a gordura visceral na progressao para
intolerancia a glicose (153). Metanalise envolvendo 20 estudos prospectivos
demonstrou que a presenga de esteatose hepatica ao US aumenta o risco de
desenvolver DM2 em quase duas vezes (15). O quanto a DHGNA pode estar
associada como fator causal ou agravante e ndo somente consequéncia das
alteracbes metabdlicas em mulheres com SOP sé poderia ser elucidado por meio de
estudos longitudinais prospectivos.

Apesar de ndo apresentar correlagdo com a DHGNA enquanto fator isolado, o
alelo G em associagdo com um cenario de niveis elevados de HOMA-IR apresenta
efeito sinérgico deletério [OR = 12,198 (p = 0,022)], oferecendo risco ainda maior de
DHGNA em comparacgao ao efeito isolado dos niveis de HOMA-IR. Uma das possiveis
explicagbes para tal interagcdo € que a expressédo do gene da PNPLA3 é estimulada
pelo fator de transcrigdo regulada pela insulina SREBP-1 e, portanto, os maiores
niveis de insulina podem aumentar a expressdo desse gene. Na forma variante, a
maior quantidade de ADPN estimulada de maneira direta pelo SREBP-1 e indireta
pelos elevados niveis de insulina, acumula-se na superificie da goticula lipidica por
evasio da ubiquitinagao favorecendo, assim, o acumulo de lipideos intra-hepaticos
(60). Evidéncias de sinergia similar foram observadas por Stender e colaboradores ao
demonstrar interagao entre a adiposidade e o polimorfismo da PNPLA3, ampliando a
predisposicdo a DHGNA e sua progressao para cirrose (60).

A presenca de HDL = 50 como fator protetor para o desenvolvimento de DHGNA
foi evidenciada em nosso estudo apos avaliagdo por modelo de regressao logistica

multipla [OR = 0,237 (p = 0,003)]. Baixos niveis de HDL sdo reconhecidamente um
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fator de risco metabdlico e cardiovascular. A associagao de baixos niveis de HDL com
a DHGNA ja foi demonstrada em outros estudos (154, 155). Um padrao dislipidémico
aterogénico € comumente observado em pacientes com DHGNA, sendo caracterizado
por altos niveis de TG, baixos niveis de HDL e LDL do subtipo pequena e densa
(sdLDL), e esta relacionado a maior lipogénese de novo hepatica induzida por insulina.
O estresse no reticulo endoplasmatico pode levar a disfungdo da ATP Binding
Cassette Subfamily A Member 1 (ABCA1), proteina transmembrana responsavel pelo
efluxo celular de colesterol e fosfolipideos, e que tem papel central na biogénese de
HDL (156). Tais alteragbes podem justificar niveis mais baixos de HDL observados em
individuos com DHGNA.

Ainda no que concerne ao modelo de predicdo de DHGNA em mulheres com
SOP, aidade superior a 32 anos apresentou associagao independente com o desfecho
[OR = 3,833 (p = 0,007)]. Assim, mulheres com SOP e idade superior a 32 anos
apresentaram chances quase 4 vezes maiores de desenvolverem DHGNA. Na
populagcdo em geral, mulheres na pré-menopausa apresentam um risco menor de
DHGNA em relagdo aos homens. No entanto, estudo longitudinal prospectivo
demonstrou que a idade representa fator de risco independente para o
desenvolvimento de DHGNA em mulheres na pré-menopausa (157), possivelmente
refletindo mudancas nos niveis de estrogénios. Ja €& bem documentado o
desenvolvimento de DHGNA em idades mais precoces nas mulheres com SOP
quando comparadas a outros grupos, além da maior frequéncia de formas avangadas
(86, 94), com estagios avangados de fibrose em mulheres com SOP com menos de
40 anos de idade (88, 111). Estudo italiano retrospectivo analisou dados de 602
pacientes com diagnostico de SOP, categorizando-as conforme faixa etaria em < 20

anos, 21-30 anos e > 30 anos (158). Demonstrou-se que mulheres mais jovens
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apresentavam maiores indices de disfungao ovariana e hiperandrogenismo, enquanto
disturbios metabdlicos predominavam em mulheres com idade superior a 30 anos.
Além disso, no respectivo estudo, idade foi também preditor de niveis de insulina, com
maior Rl no grupo de maior idade (158). Corroborando este dado, estudo brasileiro
transversal envolvendo 796 mulheres com SOP demonstrou que os niveis de insulina
aumentam gradualmente com o avancgar da idade e que, apos ajuste pelo IMC, ha um
aumento da Rl entre 20 e 39 anos (159). E provavel que a associagdo da idade a um
maior risco de DHGNA seja um reflexo da forte associagdo com Rl e com um aumento
progressivo desta conforme o avancar da idade, mesmo em pacientes jovens,
tornando imprescindivel estudos longitudinais envolvendo diversas faixas etarias.

Em suma, o modelo de regressao logistica multipla demonstrou que a RI, de
maneira isolada ou em associacdo ao polimorfismo da PNPLAS, foi o principal fator
de risco para o desenvolvimento de DHGNA neste grupo de mulheres com SOP,
enquanto o HDL = 50 mg/ dL foi o principal fator associado negativamente com essa
patologia. Idade superior a 32 anos representou ainda fator de risco independente
para o desfecho. Este modelo apresentou uma boa acuracia na detec¢éo de mulheres
com DHGNA [AUC = 0,870 (p < 0,001)]. Pode-se supor, entdo, que nas mulheres com
SOP o perfil metabdlico tem papel central no risco para o desenvolvimento de DHGNA,
enquanto o polimorfismo da PNPLAS3, apesar de ndo atuar de maneira isolada, é
capaz de amplificar os efeitos das alteragcdes metabdlicas.

Nosso estudo empregou a EHT, com mensuragées do CAP e da LSM para
avaliacao do grau de esteatose e fibrose, respectivamente, como alternativa a bidpsia
hepatica. O CAP permite mensurar o grau de esteatose através da avaliagdo da
atenuagdo das ondas de ultrassom pela gordura hepatica. Em nosso estudo, 6,8%

das pacientes (n = 8) com evidéncia de esteatose ao US n&o apresentaram valores
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de CAP compativeis com esteatose, corroborando achados de outro estudo que
demonstrou discordancia em 7,94% dos casos (160). Apesar do US ainda ser
considerado método de primeira linha no rastreio de esteatose hepatica devido sua
facil execucgéo e alta disponibilidade, & necessario o envolvimento de mais de 30%
dos hepatdcitos para permitir a detecgdo de esteatose de maneira confiavel (161).
Metanalise envolvendo dados de 2735 pacientes com diversas etiologias de
hepatopatias demonstrou sensibilidade do CAP de 69% para o diagnostico de
esteatose grau 1 (5-33% dos hepatodcitos afetados) e 88% para o diagndstico de
esteatose grau 3 (> 66% dos hepatdcitos afetados) (162). Ambos os métodos
possuem suas limitagcdes, especialmente na presenca de niveis elevados de IMC
(160), ndo sendo possivel concluir se o US superestimou ou o CAP subestimou o
numero de pacientes com esteatose visto ndo dispormos da bidpsia hepatica, método
padrao ouro para avaliagao dessas pacientes.

Uma vez que a presencga e a gravidade da fibrose hepatica s&o os principais
determinantes dos desfechos da DHGNA, é fundamental a avaliacdo destes
parametros para elucidagdo dos fatores associados ao pior prognostico da doenga
nestas pacientes. Pouco menos da metade das pacientes com evidéncia de DHGNA
apresentava algum grau de fibrose a EHT (fibrose = F1). Adicionalmente, 11,9% (n =
14) apresentavam fibrose avangada (fibrose = F3), sendo 1,7% (n =2) com cirrose
(F4). Alguns fatores podem ter contribuido para a maior prevaléncia de estagios
associados a fibrose na nossa populagao. A elevada prevaléncia de niveis alterados
de HOMA-IR nas pacientes com DHGNA (87,2%, n = 102) avaliadas pela EHT
provavelmente foi um dos principais fatores contribuintes. A correlacdo da Rl com
fibrose e hipertensdo portal € bem documentada e biologicamente fundamentada

(163). Alinsulina estimula as células estreladas hepaticas e induz a produgao de fator
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de crescimento do tecido conjuntivo. Além disso, sua modulagdo do oxido nitrico e
endotelinas pode induzir a hipertensao portal. Desta forma, ao interferir na deposigao
de colageno, vasoconstrigdo e regulacdo da estrutura sinusoidal, os niveis de insulina
podem influenciar os niveis de LSM (163). Os efeitos do IMC sobre a adequada
mensuragao da LSM também estdo documentados na literatura, especialmente no
que concerne a obtengao de valores confiaveis de LSM com a utilizagado de probe M
em pacientes com IMC 2 30 kg/ m? (164). No entanto, uma vez empregado o correto
probe de acordo com IMC e distancia pele-capsula hepatica, a acuracia diagnéstica &
ampliada, com estudo recente confirmando inclusive a possibilidade do emprego dos
mesmos valores de corte para os graus de fibrose nesse contexto (165). Assim,
apesar da alta prevaléncia de obesidade em nosso estudo, o adequado emprego dos
probes M e XL de acordo com IMC e distancia pele-capsula hepatica permitiu
manutengdo da acuracia do exame. Sabe-se ainda que os valores de elastografia
hepatica fornecidos pelo probe XL sédo 1,5 a 2 kPa mais baixos em relagdo aqueles
obtidos com o probe M (166). Entretanto, ndo existem recomendagdes formais em
relagdo aos pontos de corte utilizados em caso de utilizagado do probe XL (167).

A EHT tem um bom poder discriminatorio do grau de fibrose, com area abaixo
da curva ROC (AUROC) de 0,83, com valor preditivo negativo (VPN) de 90% na
categorizagdo em fibrose avancada e ndo avancada (168). E possivel afirmar,
portanto, que a maior parte das pacientes avaliadas pela EHT em nosso estudo nao
apresentava fibrose clinicamente significativa (= F2), devido o alto VPN do método.
No entanto, devido aos possiveis fatores confundidores, sdo necessarios métodos
adicionais para adequada avaliagao do grau de fibrose das demais pacientes (= F2).

Poucos estudos avaliaram as pacientes com SOP e DHGNA em relacdo ao

grau de fibrose hepatica e, dentre estes, a maioria utilizou ferramentas n&o invasivas,
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especialmente a EHT. Won e colaboradores avaliaram 586 mulheres com SOP, dentre
as quais 28 realizaram EHT (141). Neste estudo, realizado em populagéo asiatica, foi
demonstrado uma média de LSM de 7,7 kPa, havendo associagcédo entre o numero de
componentes da SM e o grau de fibrose. Em outro estudo envolvendo também
populacdo de mulheres sul asiaticas recrutadas em centro canadense, Shengir et al
avaliou 101 pacientes com diagnodstico de SOP através de EHT, definindo fibrose
clinicamente significativa através de ponto de corte de LSM de 8,0 kPa (169).
Demonstrou-se prevaléncia de 15% de fibrose clinicamente signicativa nas mulheres
com DHGNA, sendo esta ainda maior nas pacientes com obesidade em relagdo as
demais. Ainda referente a populacdo asiatica, estudo que avaliou 42 mulheres
tailandesas com SOP descreveu presenca de fibrose avangada em apenas duas
delas, ndo abordando em maiores detalhes os dados de LSM tampouco fatores
associados a presenga de fibrose (160). Ja estudo envolvendo populagdo mexicana
de mulheres com SOP e controles sem SOP, avaliou 49 mulheres com SOP através
de EHT, ndo demonstrando fibrose = F2 em nenhuma delas, possivelmente devido
tratarem-se de mulheres muito jovens, com faixa etaria média de 26 anos (170). No
Brasil, estudo conduzido em Minas Gerais, avaliou 87 mulheres com SOP, com EHT
realizada em 25 delas. Destas, 28% apresentaram fibrose clinicamente significativa
(F2) e 12% apresentaram fibrose avangada (F3) (136). O respectivo estudo nao
apresentou dados referentes aos fatores de risco associado a presenca de fibrose
clinicamente significativa e/ ou avangada. Por fim, em estudo que avaliou 314
mulheres com SOP através de escores clinico-laboratoriais para predicdo de fibrose
avancada [FIB-4, APRI, BAAT (do inglés BMI Age ALT Triglycerides) e BARD (do inglés
BMI Age ALT Triglycerides)], evidenciou-se que mulheres que apresentavam SM

apresentavam maior score BAAT, sem diferenga significativa nos outros escores (171).
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Ainda mais escassos sdo os dados da literatura a respeito de bidpsia hepatica
em mulheres com SOP. Brzozowska e colaboradores apresentou dados de 5
pacientes com SOP com enzimas hepaticas alteradas avaliadas por bidpsia hepatica,
dentre as quais todas apresentavam evidéncia de EHNA, sendo 4 com algum grau de
fibrose, uma delas ja com cirrose hepatica estabelecida (88). Vale ressaltar que a
paciente com evidéncia de cirrose hepatica apresentava apenas 36 anos de idade.
Setji e colaboradores avaliaram dados histologicos de 6 mulheres com SOP, indicadas
ao procedimento devido elevagao de transaminases, todas elas com evidéncia de
EHNA e algum grau de fibrose (111). Duas destas mulheres ja apresentavam fibrose
em ponte, ambas com menos de 25 anos de idade. Vale destacar ainda que todas
estas pacientes apresentavam sobrepeso ou obesidade e HDL < 50 mg/ dL. Em
subgrupo de estudo americano, 4 mulheres com SOP foram submetidas a bidpsia
hepatica, todas com achados compativeis com EHNA e algum grau de fibrose (3
pacientes com fibrose F2 e 1 paciente com F1) (172). No estudo com maior casuistica
de bidpsia hepatica em mulheres com SOP até o momento, foram avaliadas 25
mulheres, 44% delas apresentando EHNA (87). Foram fatores independentes
associados a EHNA niveis de AST e TG elevados, bem como o consumo de qualquer
guantidade de alcool, mesmo que em pequenas quantidades. Somente niveis de HDL
reduzidos apresentaram associagao com fibrose avancada no respectivo estudo.

Nosso estudo avaliou 118 mulheres com DHGNA e SOP por meio da EHT.
Destas, 26 apresentavam LSM compativel com fibrose leve (F1), 14 com fibrose
clinicamente significativa (F2), 12 com fibrose avangada (F3) e 2 com cirrose hepatica
(F4). Em relacdo aos fatores associados a presenca de fibrose clinicamente
significativa (= F2), a analise univariada demonstrou associagdo com SM (p = 0,027),

classificagao por IMC (p = 0,044) e peso (p < 0,001), valores de circunferéncia da
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cintura (p <0,001) e RCQ (p = 0,005), niveis de insulina em jejum (p = 0,016) e HOMA-
IR (p = 0,023). A associagédo de dados antropométricos, especialmente circunferéncia
de cintura e RCQ, com doencga hepatica avancada é bem reconhecida (173) e reflete,
de certo modo, a adiposidade visceral. Da mesma maneira, SM e parametros
associados a Rl sdo sistematicamente associados na literatura a um maior risco de
progressdo da DHGNA (138), com descrigdo da progressao da fibrose independente
da presenca de EHNA (174). Ainda em relagé&o a presencga de fibrose = F2, os niveis
de ALT encontraram-se discretamente elevados na presenca de fibrose significativa
em relagdo a FO/ F1 (33 U/ L vs. 26 U/ L, respectivamente), porém ainda dentro da
faixa da normalidade, reforgando a baixa acuracia do método no rastreio de formas
avancadas de DHGNA nesse grupo. Notou-se ainda maiores valores de CAP nas
mulheres com fibrose clinicamente signicativa em relagdo aquelas com FO/ F1, com
média de 319 dB/ m vs. 298 dB/ m respectivamente. Os valores aumentados do CAP,
especialmente > 300 dB/m, podem superestimar os valores de LSM quando estes
correspondem a graus de fibrose menores (< F3) (175). Este pode ter sido fator de
confusdo na discriminagao das pacientes quanto ao grau de fibrose, principalmente
aquelas que n&o apresentavam fibrose avangada (= F3), uma vez que foi observada
esteatose intensa (CAP > 300 dB/ m) em 51% (n = 61) das pacientes submetidas a
EHT em nosso estudo.

O modelo de regresséo logistica demonstrou associagao independente da SM
com a presenga de fibrose = F2 [OR = 3,071 (p = 0,027)], com AUROC deste modelo
de 0,718 (1C95% 0,636-0,800, p<0,001). Assim, mulheres com SOP e SM apresentam
3 vezes mais chances de evidenciar fibrose clinicamente significativa. Vale destacar
ainda, que a média de idade neste grupo foi de 34 anos, demonstrando caracteres de

DHGNA avangada em mulheres em idade muito precoce.
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Quando consideramos os fatores associados a presenca de fibrose avancada,
a analise univariada demonstrou associagdo desta com SM (p = 0,003), uso de
metformina (p = 0,021), maiores niveis de FIB-4 (p = 0,031), AST (p = 0,005), ALT (p
= 0,028), peso (p = 0,043), circunferéncia da cintura (p = 0,032) e RCQ (p = 0,012).
As mulheres com evidéncia de fibrose = F3 eram em média 6 anos mais velhas que
aquelas com fibrose < F2 (39 vs. 33 anos, respectivamente, p = 0,017), ainda que em
faixa etaria média inferior a 40 anos, habitualmente associada a maior risco de
quadros avangados de DHGNA na populagao em geral (87). A associagao do uso de
metformina a niveis de fibrose = F3 muito provavelmente esta relacionada aos critérios
envolvidos na indicacdo desta medicacdo neste grupo de mulheres, sendo
considerada especialmente no tratamento de mulheres com SOP com IMC = 25 e/ ou
fatores de risco metabdlicos (120), grupo com maior risco também para formas
avancadas da DHGNA.

Por fim, apds avaliagao dos fatores associados a presencga de fibrose avancada
(= F3) por modelo de regressao logistica multipla ajustado para idade, somente a
presenca de SM e niveis de AST > 32 U/l mantiveram associagao significativa.
Mulheres com SM apresentavam chance 13 vezes maior de apresentar fibrose = F3
[OR = 13,050 (p = 0,020)] enquanto aquelas com AST > 32 U/l aumentavam em 9
vezes estas chances [OR = 9,039 (p = 0,009)]. Arelagdo entre SM e formas avangadas
da DHGNA tem como principal hipotese a relagcdo com a RI e seus efeitos na
lipogénese hepatica além de niveis elevados de mediadores inflamatorios como
interleucina 6, TNFa e JNK levando a necroinflamagao hepatica. Kanwar et al
demonstrou que, em pacientes com SM e DHGNA sem diabetes, ha uma maior
prevaléncia de RIl, maior gravidade da esteatose hepatica e inflamagao portal em

relagdo aos pacientes sem SM (176). Tal relagdo é bem reconhecida, de forma que a
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Associagao Europeia para o Estudo do Figado (EASL) em conjunto com a Associagao
Europeia para o Estudo da Diabetes (EASD) e Associag&o Europeia para o Estudo da
Obesidade (EASO) recomenda que individuos com idade superior a 50 anos, DM2
e/lou SM realizem rastreio de EHNA e suas formas avangadas, inicialmente com
estratificacdo de risco através de escores clinico-laboratorais associados a
elastografia hepatica, seguido por bidpsia hepatica se necessario (1). Apesar de
inumeros estudos avaliarem a associacdo dos componentes da SM individualmente
com EHNA e fibrose avangada, poucos avaliaram seu impacto em conjunto nos
desfechos relacionados ao figado como cirrose e mortalidade (177). Em coorte
americana envolvendo mais de 270 mil pacientes com DHGNA, todos os caracteres
da SM se associaram individualmente ou em conjunto a um maior risco de cirrose e
hepatocarcinoma (178).

Ja utilizada em escores clinico-laboratoriais para predicdo de fibrose avangada,
AST pode elevar-se de maneira mais proeminente em relagdo a ALT em fungao da
reducdo de sua depuragdo e maior liberagado especialmente por dano mitocondrial
(179). Similarmente aos nossos achados, estudo que avaliou 161 pacientes com
DHGNA por meio de EHT demonstrou associagdo de maiores niveis de AST com
fibrose avangada (180). Os achados do nosso estudo, em conformidade com a
literatura atual, reforgcam a necessidade de avaliacdo hepatica em pacientes com SOP
e SM ou niveis elevados de AST, a fim de rastrear e estratificar o risco de progresséo
da DHGNA para EHNA com formas avancgadas de fibrose, preferencialmente com
ferramentas ndo invasivas como elastografia hepatica, visto a pobre correlagdo dos
escores clinico-laboratoriais com o grau de fibrose.

Algumas limitagbes de nosso estudo sdo dignas de nota. O fato de as pacientes

recrutadas serem originarias de centro terciario pode ter contribuido para um pior perfil
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metabalico, elevando a prevaléncia e gravidade da DHGNA e tornando questionavel
a extrapolagao de nossos resultados para a populacéo geral de mulheres com SOP.
Outro ponto a ser observado foi a obtencdo de dados de prontuario no que concerne
as manifestagbes fenotipicas da SOP ao diagnostico, ndo so6 clinicas, mas
principalmente laboratoriais, uma vez que boa parte da populacdo avaliada
apresentava diagnoéstico de SOP estabelecido ha um longo periodo. Este fato pode
ter sido responsavel pela auséncia de correlagdo da DHGNA com niveis
androgénicos. Apesar do emprego rotineiro do US para diagnostico de esteatose
hepatica, a bidépsia continua sendo o padrdo-ouro para adequado dimensionamento
do grau de esteatose, diagnostico de EHNA e avaliagdo do grau de fibrose (168). O
US é um método confiavel quando ha esteatose macrovesicular em mais de 30% dos
hepatacitos, chegando a 91% de sensibilidade (168, 181) e n&o agregando riscos, de
maneira distinta da bidpsia hepatica, cujos riscos associados, apesar de raros, sao
descritos. Erro amostral das bidpsias hepaticas mantém-se como limitacdo deste
meétodo, com estudos demonstrando que cerca de 35% dos pacientes com fibrose em
ponte na primeira biopsia apresentavam fibrose leve ou nenhum grau de fibrose na
segunda bidpsia. A variabilidade intra e inter-observador também & uma limitagcéo
importante do método (182). Adicionalmente, é eticamente questionavel submeter
mulheres sem evidéncia de doenca hepatica ou sem indicacao clinica a realizagao de
biopsia, agregando riscos de maneira desnecessaria. Em nosso estudo, foi utilizado o
HOMA-IR para avaliacdo da IR. O padrao-ouro para a avaliacdo da sensibilidade a
insulina &€ o clamp euglicémico hiperinsulinémico, porém o HOMA-IR tem demonstrado
sensibilidade e especificidade satisfatérias (183), com boa correlagdo com o clamp

(728, 184, 185), sendo amplamente empregado em estudos clinicos com DHGNA.
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Nosso estudo foi o primeiro a avaliar a interacdo entre o fator genético mais
relevante no risco para DHGNA e fatores ambientais em mulheres com SOP. De
maneira distinta do demonstrado em outros grupos, nossos resultados indicam que o
desenvolvimento de DHGNA apresenta maior associacdo com as alteracdes
metabdlicas do que com o risco genético. A despeito da alta prevaléncia de DHGNA
em mulheres com SOP e seu potencial risco de progressao, a indicagdo de rastreio
nestas pacientes ainda € controversa (70) e muitos especialistas responsaveis pelo
cuidado dessas pacientes desconhecem sua associagao (186). Ampliar o
conhecimento sobre fatores de risco relacionados ao desenvolvimento da DHGNA e
sua progressao €& fundamental para um rastreio adequado destas pacientes,
aprimorando o seu seguimento. Apesar da aplicabilidade da genotipagem do
polimorfismo rs738409 da PNPLA3 na pratica clinica ser limitada por questdes
técnicas, sua realizacdo pode permitir um cuidado individualizado a estas pacientes,
uma vez que, quando em associac¢ao a Rl, ocasiona um maior risco de DHGNA. Além
disso, pesquisas anteriores demonstram que pacientes com presenca deste SNP
respondem melhor ao tratamento clinico e cirurgico (69, 187). Certamente, o maior
destaque em nosso estudo foi a forte associagdo da DHGNA com a RI. Assim, o grupo
de pacientes com SOP e RI deve receber especial atengcdo com relagdo ao rastreio
de DHGNA e suas formas avancgadas. Adicionalmente, até onde temos conhecimento,
nosso estudo foi a maior casuistica de mulheres com SOP e DHGNA avaliadas por
meio de EHT, fornecendo dados adicionais a respeito dos fatores de risco
relacionados a presenca de fibrose clinicamente significativa e avangada, até entao
escassos na literatura. E necessario um olhar cuidadoso sob mulheres com SOP e

SM devido maior risco de formas avancadas de DHGNA, com fibrose clinicamente
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significativa em idades precoces, fazendo-se primordial a estratificacdo de risco neste

grupo.



80

6. Conclusoes
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6. Conclusoes

1) A presencga do polimorfismo rs738409 do gene da PNPLA3 ndo apresentou
associacao independente com a DHGNA, desenvolvimento de fibrose clinicamente
significativa ou avangada, ou alteragdes metabdlicas.

2) O polimorfismo rs738409 do gene da PNPLA3 interage com a RI, conferindo
maior risco de desenvolvimento de DHGNA nessas pacientes.

3) Maior risco de DHGNA foi observado na presenca de Rl isolada ou associada
ao polimorfismo. Niveis de HDL = 50 mg/ dL estdo associados a menor risco. Modelo
incluindo tais variaveis, resultante de regresséo logistica multipla, possui uma boa
acuracica para predizer a DHGNA em mulheres com SOP.

4) A sindrome metabdlica demonstrou-se fator determinante na predigdo de
risco tanto para fibrose clinicamente significativa quanto fibrose avangada. Assim,
mulheres com SOP e DHGNA, que apresentem SM, devem ser avaliadas quanto ao
risco de formas avancadas da doenca.

5) Niveis de AST > 32 U/ L estdo associados a maior risco de fibrose avancgada.
Nestes casos, € recomendavel avaliagdo complementar para estratificacdo de risco
de formas avancadas de DHGNA.

6) Em funcao da elevada prevaléncia da DHGNA e menor média de idade das
pacientes que a desenvolveram, € aconselhavel o rastreio das pacientes com SOP,
especialmente daquelas com pior perfil metabdlico.

7) A genotipagem do gene da PNPLA3 na pratica clinica pode auxiliar na
individualizagdo do seguimento e tratamento destas pacientes, uma vez que

predispde a maior risco de DHGNA quando na presenca de RI.
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Anexo 1: Parecer cosubstanciado do Comité de Etica e Pesquisa do HCFMUSP
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Influéncia do Polimorfismo no Gene da Patatin-Like Phospholipase Domain Containing
3 (PNPLA3) na Doenga Hepatica Gordurosa N&o Alcodlica (DHGNA) em pacientes
com Sindrome Dos Ovarios Policisticos (SOP)

Pesquisador: CLAUDIA PINTO MARQUES SOUZA DE OLIVEIRA

Area Tematica:
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CAAE: 84801618.4.0000.0068
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.554.658

Apresentacao do Projeto:

O projeto ird avaliar a prevaléncia do polimorfismo rs738409 no gene da

PNPLA3 e sua influéncia na susceptibilidade e gravidade da doenga hepatica gordurosa nao-alcodlica
(DHGNA). A identificagao desse polimorfismo no gene da PNPLA3 nessa populagdo de SOP como potencial
fator preditor de evolugdo de DHGNA podera contribuir para a confecgdo e adogédo de medidas de
screening diagndstico e terapéuticas adequados para esses pacientes

Objetivo da Pesquisa:

Determinar a frequéncia do polimorfismo do gene da PNPLAS3 (patatin-like phospolipase domain containing
3) e seu impacto na susceptibilidade e progressdo da doenga hepatica gordurosa néo-alcodlica em
pacientes portadoras de sindrome dos ovarios policisticos

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos para os pacientes € minimo, relacionado a pungéo venosa e realizacéo de exame de n&o invasivo
cito, e ultrassonografia abdominal e elastografia hepatica.

Considera-se como possivel beneficio decorrente dos resultados do projeto: a adogao de

medidas de screening diagndstico e terapéuticas individualizadas para essa populagao.
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Continuagao do Parecer: 2.554.658

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
A pesquisa é relevante e tem o potencial para um possivel beneficio na populagéo estudada

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

Os termos apresentados pelo pesquisador estdo adequados

Recomendacoes:
Nao ha recomendacdes

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Sem pendéncias.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Em conformidade com a Resolugdo CNS n° 466/12 — cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto
conforme delineado; b) elaborar e apresentar relatérios parciais e final; c)apresentar dados solicitados pelo
CEP, a qualquer momento; d) manter em arquivo sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas
individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para
publicagdo, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do

projeto; f) justificar perante ao CEP interrupgéo do projeto ou a ndo publicagéo dos resultados.
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do Projeto ROJETO 1064934.pdf 14:29:58
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DE OLIVEIRA
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Brochura 02:51:15 |MARQUES SOUZA
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Anexo 2: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

1
HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE

DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
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1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Influéncia do Polimorfismo no Gene da Patatin-Like Phospholipase Domain
Containing 3 (PNPLA3) na Doenga Hepatica Gordurosa Nao Alcodlica (DHGNA) em pacientes com Sindrome Dos
Ovarios Policisticos (SOP)

PESQUISADOR : .PROF. DRA. Claudia Pinto Marques Souza de Oliveira
CARGO/FUNGAO: .PROF. LIVRE DOCENTE DO DEPARTAMENTO DE GASTROENTEROLOGIA
INSCRIGAO CONSELHO REGIONAL N° . CRM 75499.
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4. DURAGAO DA PESQUISA : 24 MESES

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsave

Rubrica do pesquisador.



Anexo 2 (Continuagao): Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP

Convidamos a senhora a participar voluntariamente de projeto de pesquisa com objetivo de identificar a presenga
do polimorfismo rs738409 no gene da PNPLA3 em mulheres portadoras de sindrome dos ovarios policisticos e sua
influéncia no desenvolvimento e progressdo da esteatose hepatica neste grupo, bem como sua relagdo com as
alteragdes endécrinometabdlicas (diabetes, resisténcia insulinica, hipertensao arterial, obesidade, dentre outros).
Para tal serdao avaliados exames de sangue de pacientes portadoras de sindrome dos ovarios policisticos, além da
realizagao de ultrassonografia de abdome superior para detecgdo de esteatose hepatica. Com os resultados deste
estudo, espera-se identificar fatores de risco para desenvolvimento e progressao da esteatose hepatica, permitindo
assim maior vigilancia nos grupos de risco e possibilitando, assim, o diagnéstico precoce, tratamento e prevengao
de complicagdes dessa patologia.

PROCEDIMENTOS

A rotina de atendimento no ambulatério continuard a mesma, através de consultas médicas e exames feitos da
maneira habitual, para acompanhamento e tratamento de pacientes com sindrome dos ovarios policisticos. Estes
procedimentos de rotina incluem exames de sangue, através de pungado periférica de veia do antebracgo,
ultrassonografia de abdome e elastografia hepatica. Pedimos a permissdo para utilizagdo dessas informagées no
estudo em questdo, através do armazenamento dos resultados dos exames, porém mantendo em sigilo a
identificagdo do paciente. Além dos exames habituais, outros exames de carater experimental serdo solicitados.
Para tal sera necesséria coleta de sangue por pungao periférica de veia do antebrago, que sera congelado para
avaliagado de alteragdes genéticas que podem estar associadas com a progressao da esteatose hepatica.

DESCONFORTOS E RISCOS

A puncdo de veia periférica apresenta pequeno desconforto, e alguns riscos, como sangramento, hematoma,
equimose, e dor local. A ultrassonografia do abdome e a elastografia hepética sdo exames nao invasivos, que nao
provocam dor ou desconforto, e nao oferecem riscos adicionais ao paciente. A elastografia hepatica é semelhante
ao exame de ultrassonografia do abdome, sendo realizada em posigdo semelhante. Este exame é indolor, sendo
possivel sentir apenas uma vibragdo na pele no local onde o probe estd posicionado. E utilizada para avaliar a
fibrose hepatica, que reflete os danos causados por doengas cronicas no figado, sem invasdo do corpo humano,
ou seja, sem riscos ou complicagdes, substituindo por vezes a necessidade de bidpsia hepatica.

BENEFICIOS

A avaliagdo dos fatores associados a ma-evolugdo da esteatose hepéatica em pacientes portadoras de sindrome
dos ovarios policisticos podera trazer informagdes importantes no que se refere ao progndstico da sua doenga, e
auxiliar em uma estratégia de tratamento futuro. O diagnéstico de alteragdes metabdlicas como resisténcia a
insulina, sindrome metabdlica ou diabetes, pode antecipar o seu tratamento, e ter impacto no controle da sua
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doenga do figado. Ndo haverd nenhum custo extra para a senhora pela sua participagdo nessa pesquisa.
Também ndo ha compensagao financeira relacionada a sua participagdo. Se houver qualquer despesa adicional,
ela sera absorvida pelo orgamento da pesquisa.

CONFIDENCIALIDADE

As informagoes médicas geradas por esta pesquisa fardo parte do seu prontuério hospitalar. Aquelas informagoes
que nao constarem no seu prontudrio serao mantidas no arquivo dos pesquisadores e identificadas apenas por um
nimero. Os resultados desse estudo poderao ser publicados em uma revista ou livro texto da area médica com a

finalidade de ensino. Os autores se comprometem a usar os dados apenas com os propésitos desta pesquisa.

SOLICITAGAO DE INFORMAGOES ADICIONAIS
A senhora podera solicitar mais informagoes a respeito do estudo a qualquer momento. Em qualquer etapa do
estudo, a senhora tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa. O principal investigador é a Prof. Dra.
Claudia Pinto Marques Souza de Oliveira, que pode ser encontrada no enderego no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da USP, telefone (s) 2661-7830. Se a senhora tiver alguma consideragao ou dlvida sobre
a ética da pesquisa, entre em contado com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos,
225 - 5° andar, (11) 2661-7585, (11) 2661-1548, (11) 2661-1549; e-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br

A senhora sera informada sobre novas descobertas que possam influenciar a continuidade da sua

participagao na pesquisa.

RECUSA OU ABANDONO DO ESTUDO
A senhora esté livre a recusar-se a participar, retirar o seu consentimento informado ou abandonar o referido
projeto, a qualquer momento, sem prejuizo a continuidade de seu tratamento na instituigao.

Eu, , fui informada dos objetivos e da

justificativa do estudo “Influéncia do Polimorfismo no Gene da Patatin-Like Phospholipase Domain Containing 3
(PNPLA3) na Doenga Hepatica Gordurosa Nao Alcodlica (DHGNA) em pacientes com Sindrome Dos Ovdrios
Policisticos (SOP)", de forma clara e detalhada, conforme especificados no termo de consentimento livre e
esclarecido. Recebi informagdes especificas sobre os procedimentos aos quais serei submetida, seus desconfortos
e riscos, bem como da utilizagdo de material biol6gico para estudo.

Todas as minhas davidas foram respondidas com clareza e sei que poderei solicitar novos esclarecimentos a
qualquer momento. Além disso, terei liberdade de retirar meu consentimento de participagao na pesquisa durante o
andamento da mesma.

Eu discuti com o Dr. sobre minha decisdo em participar

deste estudo. Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou foram lidas para
mim.
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Ficou claro que minha participagao é isenta de despesas e que tenho garantia de acesso a tratamento hospitalar

quando necessario. Fui informada que todos os custos relacionados a exames diagndsticos e tratamento médico
serdo cobertos por verbas préprias do Projeto de Pesquisa.

Declaro ser de livre vontade minha participagcdo nesta pesquisa, e que poderei retirar 0 meu consentimento a
qualquer momento, sem penalidades ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido.

Assinatura da paciente/representante legal Data [

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de
deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsével do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido desta paciente

ou representante legal para a participagé@o neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data /1

Sio Paulo, de de20 .

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsave

Rubrica do pesquisador,
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Anexo 3: Fatores qualitativos metabdlicos e hormonais estratificados de acordo com o
polimorfismo da PNPLAS incluindo frequéncia absoluta (n), relativa (%) intervalo de confianga
de 95% (IC95%) e nivel descritivo (p-valor)

PNPLA3
CC (n = 82) CGIGG (n = 81) va'i';r*
n % (1C95%) n % (1C95%)
US TV - Ovarios policisticos
Normal 12 15,0% (8,5%-24,0%) 16 20,3% (12,6%-30,1%) 0412
Alteragbes morfolégicas ao US 68 85,0% (76,0%-91,5%) 63  79,7% (69,9%-87,4%) ’
Hiperandrogenismo/nemia
Nao 3 3,7% (1,0%-9,4%) 4 4,9% (1,7%-11,3%) 0720
Sim 79 96,3% (90,6%-99,0%) 77  95,1% (88,7%-98,3%) ’
Irregularidade menstrual
Nao 4 4,9% (1,7%-11,2%) 3 3,7% (1,1%-9,6%) 1.000
Sim 78 95,1% (88,8%-98,3%) 78  96,3% (90,4%-98,9%) ’
Fenotipo SOP
A 62 76,5% (66,5%-84,7%) 56  70,9% (60,3%-80,0%)
B 12 14,8% (8,4%-23,7%) 15 19,0% (11,5%-28,7%) 0843
C 4 4,9% (1,7%-11,3%) 4 5,1% (1,7%-11,6%) ’
D 3 3,7% (1,1%-9,6%) 4 5,1% (1,7%-11,6%)
Perfil glicémico
Normal 16 19,5% (12,1%-29,1%) 16 20,0% (12,4%-29,7%)
Rl sem DM2 ou pré-diabetes 48 58,5% (47,7%-68,8%) 33 41,3% (30,9%-52,2%) 0102
DM2 8 9,8% (4,7%-17,6%) 13 16,3% (9,4%-25,5%) ’
Pré-diabetes 10 12,2% (6,4%-20,6%) 18  22,5% (14,4%-32,5%)
Uso de metformina
Nao 52 63,4% (52,7%-73,2%) 56  69,1% (58,5%-78,4%) 0508
Sim 30 36,6% (26,8%-47,3%) 25  30,9% (21,6%-41,5%) ’
Sindrome metabolica
Nao 46 56,8% (45,9%-67,2%) 47  58,0% (47,2%-68,3%) 1.000
Sim 35 43,2% (32,8%-54,1%) 34 42,0% (31,7%-52,8%) ’
Hipotireoidismo
Nao 74 91,4% (83,8%-96,1%) 72 88,9% (80,7%-94,4%) 0793
Sim 7 8,6% (3,9%-16,2%) 9 11,1% (5,6%-19,3%) ’
HAS
Nao 70 85,4% (76,5%-91,7%) 63  77,8% (67,9%-85,8%) 0231
Sim 12 14,6% (8,3%-23,5%) 18  22,2% (14,2%-32,1%) ’
Tabagismo
Ausente 75 91,5% (84,0%-96,1%) 71 87,7% (79,2%-93,5%)
Atual 4 4,9% (1,7%-11,2%) 5 6,2% (2,4%-13,0%) 0,689
Pregresso 3 3,7% (1,0%-9,4%) 5 6,2% (2,4%-13,0%)
HOMA-IR 22,5
Nao 18 22,2% (14,2%-32,1%) 22 27,8% (18,9%-38,4%) 0.467
Sim 63 77,8% (67,9%-85,8%) 57 72,2% (61,6%-81,1%) ’
Classificagao por IMC
Normal 10 12,2% (6,4%-20,6%) 10 12,3% (6,5%-20,8%)
Sobrepeso 18 22,0% (14,1%-31,8%) 19  23,5% (15,3%-33,5%)
Obesidade grau 1 22 26,8% (18,2%-37,1%) 21 259% (17,3%-36,2%) 0,997
Obesidade grau 2 20 24,4% (16,1%-34,5%) 21 25,9% (17,3%-36,2%)
Obesidade grau3 12 14,6% (8,3%-23,5%) 10 12,3% (6,5%-20,8%)

Valor p baseado no teste exato de Fischer.
ABREVIATURAS: US TV, ultrassom transvaginal; SOP, sindrome dos ovarios policisticos; HAS, hipertenséo
arterial sistémica; HOMA-IR, Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance; IMC, indice de massa

corporea.
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Anexo 4: Resumo das relacdes existentes entre as variaveis estudadas no modelo proposto
para predicdo de esteatose hepatica. As linhas vermelhas representam associagao positiva
ou fator de risco. As linhas azuis representam associagdo negativa ou fator de protegao,
enquanto as linhas pontilhadas pretas representam auséncia de associagao significante.
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Abreviaturas: HDL, Lipoproteina de alta densidade; HOMA-IR, Homeostasis Model Assessment of Insulin

Resistance.

Anexo 5: Fatores qualitativos ligados as caracteristicas da SOP estratificados conforme a
presenga de fibrose clinicamente significativa incluindo frequéncia absoluta (n), relativa (%)
intervalo de confianga de 95% (1C95%) e nivel descritivo (p-valor)

FIBROSE (EHT)

FO/F1 (n = 90) 2 F2 (n = 28) p-valor
n % (1C95%) n % (1C95%)
US TV - Ovarios policisticos
Normal 17 19,3% (12,1%-28,5%) 8  29,6% (15,1%-48,2%) 0290
Alteragbes morfolégicas ao US 71 80,7% (71,5%-87,9%) 19 70,4% (51,8%-84,9%) ’
Hiperandrogenismo/nemia
Nao 2 2,2% (0,5%-6,9%) 2 7,1% (1,5%-21,0%) 0238
Sim 88 97,8% (93,1%-99,5%) 26 92,9% (79,0%-98,5%) ’
Irregularidade menstrual
6 6,7% (2,8%-13,2%) 0 0,0% 0333
84 93,3% (86,8%-97,2%) 28 100% ’
Fenotipo SOP
A 64 71,9% (62,0%-80,4%) 17  63,0% (44,2%-79,1%)
B 17 19,1% (12,0%-28,2%) 7  25,9% (12,4%-44,3%) 0395
C 6 6,7% (2,9%-13,4%) 1 3,7% (0,4%-16,0%) ’
D 2 2,2% (0,5%-7,0%) 2 7,4% (1,6%-21,7%)

Valor de p baseado no teste exato de Fischer.
Abreviaturas: EHT, elastografia hepatica transitéria; US TV, ultrassom transvaginal; SOP, sindrome dos ovarios

policisticos.
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Anexo 6: Fatores qualitativos ligados as caracteristicas da SOP estratificados conforme a
presenga de fibrose avangada incluindo frequéncia absoluta (n), relativa (%) intervalo de
confianga de 95% (IC95%) e nivel descritivo (p-valor)

FIBROSE (EHT)
<F2 (n=104) F3/F4 (n = 14) p-valor
n %(1C95%) n %(1C95%)

US TV - Ovarios policisticos
Normal 21  20,6% (13,6%-29,2%) 4 30,8% (11,4%-57,7%)

Alteragdes morfoldgicas ao US 81 79,4% (70,8%-86,4%) 9 69,2% (42,3%-88,6%) 0.475
Hiperandrogenismo/nemia

Ausente 3 2,9% (0,8%-7,5%) 1 7,1% (0,8%-28,8%)

Presente 110 97,1% (92,5%-99.2%) 13  92,9% (71,2%-99,2%) 0,401
Irregularidade menstrual

Ausente 6 5,8% (2,4%-11,5%) 0 0,0% 1.000

Presente 98  94,2% (88,5%-97,6%) 14 100,0% ’
Fenotipo SOP

A 73  70,9% (61,6%-79,0%) 61,5% (35,0%-83,5%)
0,493

C 6 5,8% (2,5%-11,6%)
D 3 2,9% (0,8%-7,6%)
Valor de p baseado no teste exato de Fischer.

Abreviaturas: EHT: elastografia hepatica transitéria; US TV, ultrassom transvaginal; SOP, sindrome dos ovarios
policisticos.

7,7% (0,8%-30,7%)

8

B 21 204% (13,5%-28,9%) 3  23,1% (7,0%-49,7%)
1
1 7,7% (0,8%-30,7%)
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