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“Tudo tem o seu tempo determinado, e ha tempo para todo o
proposito debaixo do céu. Ha tempo de nascer e tempo de morrer,
tempo de plantar e tempo de arrancar o que se plantou. Tempo de
matar e tempo de curar, tempo de derrubar e tempo de edificar.
Tempo de chorar e tempo de rir; tempo de prantear e tempo de
dangar. Tempo de espalhar pedras e tempo de ajuntar pedras, tempo
de abragar e tempo de afastar-se de abragar. Tempo de buscar e
tempo de perder, tempo de guardar e tempo de langar fora. Tempo
de rasgar e tempo de coser; tempo de estar calado e tempo de falar.

Tempo de amar e tempo de odiar,; tempo de guerra e tempo de paz.”

Eclesiastes 3, 1-8
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A hepatite autoimune (HAI) ¢ uma doenca inflamatéria do figado de -etiologia
desconhecida. As criangas e os adolescentes com doenga hepatica cronica tém o risco de
desenvolver deficiéncia de vitamina K devido a ma-absor¢do de lipidios e a ingestdo
dietética inadequada. A vitamina K ¢ uma vitamina lipossoluvel que esta envolvida no
processo de coagulagdo sanguinea € no metabolismo 6sseo. Como tem sido dificil
tecnicamente a mensuracao de vitamina K no plasma, alguns pesquisadores tém proposto a
determina¢do de algumas proteinas descarboxiladas, incluindo a PIVKA-II (Protein
Induced by Vitamin K Absence). Esta pesquisa teve por finalidade determinar os niveis
plasmaticos de PIVKA-II em criancas e adolescentes com HAI; comparar com o grupo
controle e correlacionar os resultados com o estado nutricional, ingestao dietética e alguns
exames laboratoriais: aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT),
fosfatase alcalina (FALC), gama-glutamiltransferase (GGT), Razdo Normalizada
Internacional (RNI) e Razdo (R). O estudo foi transversal e controlado. Participaram do
estudo 29 pacientes com HAI de ambos os géneros atendidos no Ambulatorio de
Hepatologia Pediatrica do Hospital de Clinicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Unicamp, com idades entre 8 a 18 anos e um grupo controle, pareado por género e idade,
constituido por 32 participantes. Para a dosagem plasmatica de PIVKA-II, solicitou-se a
coleta de 3,5 mL de sangue, foi utilizado o kit comercial Asserachrom® PIVKA-II
(Diagnostica Stago, France). Na avaliacdo do estado nutricional foram empregados os
indices antropométricos altura para idade (A/I) e indice de massa corporal para idade
(IMC/I), porcentagem de gordura corporal calculada pela bioimpedancia elétrica e pelas
dobras cutaneas, circunferéncia muscular do brago (CMB), area muscular do bragco (AMB)
e area adiposa do brago (AAB). A ingestdo alimentar dos pacientes foi avaliada pelo
preenchimento do diario alimentar de trés dias. Na analise estatistica utilizou-se o teste de
Mann-Whitney, teste Qui-quadrado, coeficiente de correlagdo de Spearman e o coeficiente
Kappa, sendo adotado nivel de significancia de 5%. Houve diferenca estatisticamente
significante (p<0,01) para os exames plaquetas, R, RNI, Atividade de Protrombina (AP),
Tempo de Protrombina (TP), ALT, AST e GGT entre os pacientes com HAI e grupo
controle. A média do nivel plasmatico de PIVKA-II no grupo de HAI foi 1,34+0,43 ng/mL
e no grupo controle 1,17+0,40 ng/mL, sem diferenca estatisticamente significante. Porém,

ao comparar a PIVKA-II entre os 16 pacientes que ndo fizeram uso de vitamina K

Resumo
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(Kanakion®) (1,39+0,34) com o grupo controle (1,17+0,40), obteve-se diferenca
significativa (p=0,043). Concluiu-se que cerca de 2/3 pacientes estavam eutréficos, 1/3 com
excesso de peso e ndo houve pacientes desnutridos. Na ingestao dietética, observou-se que
a ingestdo média de carboidratos, proteinas e lipidios se situaram dentro dos valores
recomendados. A PIVKA-II apresentou relacdo estatisticamente significante com os
parametros antropométricos PCT, IMC, CB e AAB, sendo mais elevada nos pacientes com

maior valor de gordura corporal.

Palavras chave: Hepatite Autoimune, Avaliagdo Nutricional, Vitamina K, Ingestdo de

Alimentos, Composi¢do Corporal, Crianga, Adolescente.
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Autoimmune hepatitis (AIH) is an inflammatory liver disease of unknown etiology.
Children and adolescents with chronic liver disease are at risk of developing vitamin K
deficiency due to malabsorption of lipids and inadequate dietary intake. The fat-soluble
vitamin K is involved in blood coagulation and bone metabolism. As it is technically
difficult to measure vitamin K in plasma, some authors have suggested the use of some
decarboxylated proteins including PIVKA-II (Protein Induced by Vitamin K Absence).
This research aimed to determine plasma PIVKA-II levels in children and adolescents with
AIH and compare them with the control group, correlated to nutritional state, dietary intake
and some laboratory examinations: aspartate aminotransferase (AST), alanine
aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase (ALP), gamma-glutamyltransferase (GGT),
international normalized ratio (INR) and ratio (R). The study, which was cross-sectional
matching gender and age, compared 29 AIH patients between 8 and 18 years at the
Pediatric Hepatology Department at the Medical School Hospital of the University of
Campinas (Unicamp) with 32 control participants. 3.5 ml of blood was collected in order to
measure the plasma PIVKA-II levels using the commercial kit Asserachrom® PIVKA-II
(Diagnostica Stago, France). Anthropometric indices height for age (H/A) and body mass
index for age (BMI/A), percentage of body fat calculated by bioelectrical impedance and by
skinfold thickness, mid-arm circumference (MAC), mid-arm muscle area (MAMA) and
mid-arm fat area (MAFA) were used to assess the nutritional status. A three-day food diary
was used to assess the patient food intake. The statistical analysis used the Mann-Whitney,
chi-square test, Spearman correlation coefficient and kappa coefficient, with a significance
level of 5%. The difference between the AIH patients and the control group was
statistically significant (p <0.01) for the platelets, R, INR, Prothrombin Activity (PA),
Prothrombin Time (PT), ALT, AST and GGT. The mean plasma PIVKA-II level was
1.34+£0.43 ng/mL in the AIH group and 1.17+0.40 ng/mL in the control group, with no
difference statistically significant. However, the PIVKA-II level was significant different
(p=0.043) between the 16 patients without vitamin K administration of Konakion®
(1.39+0.34) and the control group (1.17+0.40). It was concluded that around 2/3 patients
were eutrophic, 1/3 overweight and none malnourished, with average dietary intake of

carbohydrate, protein and lipid within the recommendations. AIH patients with higher body
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fat showed statistically significant higher PIVKA-II levels when sorted by triceps skinfold
thickness (TSF), BMI, MAC and MAFA.

Keywords: Autoimmune Hepatitis, Nutrition Assessment, Vitamin K, Eating, Body

Composition, Child, Adolescent.
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1.1 Hepatite autoimune

A hepatite autoimune (HAI) ¢ uma doenga inflamatéria do figado, de etiologia
desconhecida. A lesdo hepdtica decorre de uma resposta autoimune a antigenos tissulares
proprios do hospedeiro, levando a danos celulares irreversiveis. E caracterizada pela
presenca de hipergamaglobulinemia, autoanticorpos circulantes nao orgdos especificos e
alteragcdes histoldgicas como infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario, hepatite por
interface e rosetas de hepatdcitos (Johnson et al., 1993; Czaja e Freese, 2002). A HAI
acomete mais o género feminino, na proporc¢ao de aproximadamente 4:1(Czaja et al., 1998).
Todos os grupos étnicos sao susceptiveis a doenga que pode surgir em qualquer faixa etaria
com dois picos de maior incidéncia, sendo dos 10 aos 30 anos e na pdés-menopausa (Czaja e

Freese, 2002; Feld e Heathcote, 2003; Krawitt, 2006).

Em 1950, o sueco Waldenstrom fez a primeira descri¢cao de hepatite cronica em
mulheres jovens, caracterizada por ictericia, hipergamaglobulinemia e infiltrado
inflamatério linfoplasmocitario. Kunkel e col. (1950) assim como Bearn e col. (1956)
descreveram outras caracteristicas da doenga, incluindo hepatoesplenomegalia, acne, febre,
ictericia, hirsutismo, facies cushingodide, artrite e amenorreia (apud Manns e Strassburg,

2001; Reuben, 2003).

Em 1955, Joske e King relataram uma semelhanca da doenga ao lupus
eritematoso sistémico devido as manifestacdes clinicas e a associagdo com anticorpos
antinucleares (ANA). No ano seguinte, Mackay e col. propuseram o termo hepatite lupoide
para a doenga. A doenca teve varias denominagdes, em 1966 Whittingham e col.
propuseram hepatite autoimune apds a identificagdo do anticorpo antimusculo liso (SMA)

(apud Fulton e McCann, 1976; Johnson, 1991; Ludwig et al., 1994; Reuben, 2003).

Em 1993, um grupo formado por médicos e patologistas com interesse na
investigacdo da doencga, se reuniu no Reino Unido para rever o critério de diagnostico da
doenca criando-se o International Autoimmune Hepatitis Group (IAIHG). Esse grupo
propds para a doenca, a terminologia hepatite autoimune, devido ao uso de varias

terminologias inadequadas (Johnson, 1993).
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A HAI nao apresenta marcadores bioquimicos especificos para definir o seu
diagnostico. O diagnostico ¢ definido por uma combinacdo de achados clinicos,
laboratoriais, histoldgicos, epidemioldgicos, resposta terapéutica e com exclusdo de outras
possiveis doencas hepaticas como a doenca de Wilson, deficiéncia de alfa 1-antitripsina,
hemocromatose, lesdes induzidas por droga, doenca hepatica gordurosa ndo alcdolica,
hepatopatia alcodlica, colangite esclerosante e hepatites virais A, B e C (Strassburg e
Manns, 2002; Lemos, 2007). A bidpsia hepatica € essencial para avaliar a gravidade da

doenga (Czaja, 1981).

O primeiro sistema de escore com os critérios diagnosticos foi proposto pelo
IAIHG em 1993 e posteriormente foi revisto em 1999. Esse escore estabelece uma
pontuacao que classifica o diagndstico em provavel ou definitivo (Anexo 1) (Johnson et al.,

1993; Alvarez et al., 1999).

A fisiopatogenia da HAI nao esta bem definida, sendo a hipotese mais aceita ¢ a
de uma complexa interagdo entre agente desencadeador, predisposicao genética, auto
antigenos e falha no mecanismo da imunorregulacdo. Varios agentes tém sido implicados
como desencadeadores da doenga, incluindo os virus das hepatites A, B e C, virus do
sarampo, Epstein-Barr, citomegalovirus e certas drogas como a nitrofurantoina e

minociclina (Czaja, 2001; Czaja e Freese, 2002; Krawitt, 2006).

Para a classificagdo da HAI foram feitas varias propostas baseada em diferentes
autoanticorpos, mas a proposta mais aceita ¢ a classificacdo em dois tipos: HAI tipo 1 que ¢é
a forma mais comum da doen¢a mundialmente, sendo caracterizada pela presenga do SMA,
particularmente o anticorpo antiactina (AAA), que pode estar associado ou ndo a anticorpos
antinucleares e a HAI tipo 2 que ¢é caracterizada pela presenca de anticorpo antimicrosomal
figado/rim tipo 1 (anti-LKM]1) que pode estar associado ou ndo a presenca do anticitosol

hepatico tipo 1 (anti LC-1) (Homberg et al., 1987; Martini et al., 1988; McFarlane, 1998).

Outros autores acrescentam um terceiro tipo caracterizado pela presenca do
antigeno hepatico soluvel/antifigado-pancreas (anti-SLA/LP). No entanto, 74% desses

pacientes também apresentam marcadores soroldgicos positivos da HAI tipo 1 e um quadro
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clinico semelhante quanto ao sexo, idade, frequéncia e resposta teraputica aos

corticosteroides (Mackay, 1983; Manss et al., 1987).

O tratamento da HAI ¢ realizado por imunossupressores com a finalidade de
induzir a remissdo completa da doenga. O esquema terapéutico mais empregado ¢ a
associacdao de prednisona com a azatioprina, sendo que a maioria dos pacientes tem uma
boa resposta a esse tratamento (Czaja e Freese, 2002; Czaja, 2002). A prednisona apresenta
varios efeitos colaterais, € 0 seu uso prolongado pode provocar ganho de peso, repercussao
no crescimento, osteopenia, hipertensdo arterial e diabetes mellitus. A associacdo tem por
objetivo principal minimizar os efeitos colaterais, pois permite reduzir a dose do corticoide

no tratamento a longo prazo.

1.2 Vitamina K

A vitamina K ¢ uma vitamina lipossoluvel, que possui um nucleo 2-metil-1,4-
naftoquinona. Esse nucleo ¢ encontrado tanto na forma natural quanto na forma sintética da
vitamina. O termo “vitamina K” ¢ utilizado de forma generalizada para todas as formas. A
descoberta da deficiéncia vitaminica ocorreu em 1929 por Henrik Dam em Copenhague,
quando observou em seu estudo sobre o metabolismo de esterol, que galinhas alimentadas
com ragdes isentas de gordura apresentavam hemorragias musculares. Com essa
observagdo descobriu-se que o fator anti-hemorragico era lipossoluvel (Dam, 1929; apud

Van Winckel et al., 2009).

Em 1934, Dam descobriu que nenhuma das vitaminas ja estabelecidas (A, D e
E) poderia prevenir a doenca hemorragica, portanto, se tratava de uma nova vitamina que
foi denominada Koagulations-Vitamin, que posteriormente passou a ser reconhecida como
vitamina K (Dam, 1935). Nesta época, apenas duas proteinas envolvidas no processo de
coagulacdo sanguinea haviam sido identificadas, a protrombina e o fibrinogénio (Suttie,
1990). A analise laboratorial do plasma de galinhas com doenca hemorragica mostrou uma

auséncia da atividade de protrombina plasmatica (Dam et al., 1936).
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Em 1935, foi descoberto que pacientes com ictericia apresentavam episodios de
sangramento constantes, esses episodios foram atribuidos a falta de protrombina plasmatica

(Quick et al., 1935).

Entre a descoberta da deficiéncia da vitamina K e o seu isolamento e
determinagdo estrutural foram 10 anos de pesquisas. Em 1939, Dam e col. assim como
Doisy e col. isolaram a vitamina filoquinona (K;) da alfafa e sua estrutura foi identificada
como 2-metil-3-fitil-1,4-naftoquinona (apud Doisy et al., 1941; Suttie, 1990; Olson 1999).
A filoquinona ¢ a principal fonte de vitamina K na dieta, estd presente principalmente em
hortalicas verdes e em menores concentracdes nos o0leos vegetais. A tabela 1 apresenta os
valores de filoquinona em algumas hortaligas e 0leos, conforme a tabela de composicao

quimica dos alimentos fornecida pelo United States Department of Agriculture (USDA).

Tabela 1 — Teor de filoquinona em hortalicas e 6leos.

Alimento Quantidade de filoquinona (ng/100g)
Acelga crua 830.0
Agrido cru 250.0
Alface 126.3
Azeite 60.2
Couve cozida 817.0
Couve crua 817.0
Espinafre cozido 493.6
Espinaftre cru 482.9
Oleo de canola 71.3
Oleo de soja 183.9
Salsa 1640.0

Fonte: United States Department of Agriculture (USDA).

Em peixe putrefato foi identificada uma forma semelhante a vitamina Kj,

denominada vitamina menaquinona (K;) que apresenta um aspecto de produto cristalino,
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enquanto que a filoquinona mostrava um aspecto de 6leo amarelo (Mackee et al., 1939;
Doisy et al., 1941; Binkley et al., 1939). As menaquinonas (MKn) sdo sintetizadas por
bactérias e formam um grupo de compostos com diferentes unidades isoprénicas que
variam em comprimento. Figados de diversas espécies animais e determinados queijos sdo
boas fontes de ampla variedade de menaquinonas. O figado humano contem armazenado
cerca de 10 vezes mais a forma menaquinona do que a filoquinona (Shearer, 1995). A

tabela 2 apresenta o teor de filoquinona e menaquinona (MK4) em diferentes carnes.

Tabela 2 — Teor de filoquinona e menaquinona (MK4) em carnes.

Alimento Filoquinona (ng/100g) MK4 (ug/100g)

Bife de carne moida, baixo teor de 0.9 4.9

gordura, cru

Bife de carne moida, baixo teor de 1.2 1.7

gordura, grelhado

Bife de carne moida, alto teor de gordura, 2.1 5.1
grelhado

Bife de figado bovino, cru 3.1 0.4
Bife de figado bovino, frito 3.9 0.4
Salsicha Hot Dog (crua e cozida) 4.3 5.7
Figado galinha, cru ND 14.1
Figado galinha, frito ND 12.6

Fonte: adaptado de Elder e col. (2006); ND: nao detectavel.

A vitamina K possui varias formas sintéticas. O composto sintético menadiona
(K3) ndo possui cadeia lateral, porém pode ser alquilado no figado para produzir

menaquinonas; a menadiona ¢ biologicamente duas vezes mais potente do que as formas
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naturais da vitamina K (Booth et al., 1999). A vitamina K também pode ser disponibilizada
na forma hidrossolivel, como o difosfato sodico de menadiol (K4) para tratamento
terapéutico. As formas derivadas do composto K3 como a vitamina K4, Ks, K¢ e K7, sdo
utilizadas em larga escala por vdrias areas na industria. As industrias de ragdo utilizam a K3
para obter beneficios para a saide do animal e a Ks para inibir o crescimento de fungos
(Kurosu e Begari, 2010). O difosfato sédico de menadiol ¢ 50% menos potente que a

menadiona (Lacy et al., 2009).

A elucidagdo do papel metabdlico da vitamina K sé ocorreu em 1974, quando o
acido gama-carboxiglutamico (Gla) foi encontrado nas proteinas dependentes de vitamina
K (Stenflo et al., 1974). A vitamina K tem o papel bioldgico de cofator para a reacao de
carboxilagdo que transforma residuos especificos do 4cido glutamico (Glu) em residuos
Gla, atuando como uma coenzima durante a sintese de varias proteinas envolvidas na
coagulacdo sanguinea e no metabolismo Osseo. Existem diversas evidéncias de que a
vitamina K ¢ importante tanto no desenvolvimento precoce do esqueleto, quanto na
manuten¢do do osso maduro sadio, sendo necessaria para a carboxilacdo da osteocalcina,
proteina da matriz 6ssea essencial no metabolismo dsseo (Hauschaka et al., 1975; Prince,

1988; Shearer, 1995).

O Gla ¢ liberado durante o catabolismo das proteinas dependentes de vitamina
K e excretado na urina sem altera¢des. Na ocorréncia de deficiéncia de vitamina K, as
proteinas dependentes dessa vitamina sdo sintetizadas com um numero reduzido de
residuos Gla, podendo a excrecdo de Gla ser medida como um indice do catabolismo dessas
proteinas, mas sao necessarios varios dias para observar alteracdes na excre¢do (Shearer,
1995). Suttie e col. (1988) realizaram um estudo com dez homens de 20 a 35 anos para
avaliar a excre¢do de Gla. Durante os sete primeiros dias, os pacientes mantiveram uma
alimentacao habitual, com a mediana de ingesta de filoquinona 82 pg/dia (1,02 ug/Kg). Por
21 dias, os pesquisadores eliminaram as principais fontes de vitamina K da dieta, sendo a
mediana de filoquinona 40 pg/dia (0,61 ng/Kg). Os pacientes foram divididos entre dois
grupos e cada grupo recebeu uma suplementagao com 50 e 500 ug de filoquinona por 12

dias. Em seguida, todos receberam uma dose didria de 1 mg de vitamina K por sete dias. A
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restri¢ao alimentar de vitamina K diminuiu a excre¢dao urinaria de Gla em 22% apo6s 3

semanas e voltou aos valores normais 12 dias apos a suplementagao.

Outros indicadores podem ser utilizados para identificar a deficiéncia da
vitamina K, como a dosagem dos niveis plasmaticos de filoquinona, porém este método nao
¢ considerado como um marcador sensivel, pois reflete a ingestdo recente ao invés dos

estoques (Sokoll et al., 1997).

A atividade do fator VII (pro-convertina) foi testada por Allison e col. (1987)
para avaliar os niveis de vitamina K. Os pesquisadores observaram que individuos
saudaveis em uso de antibidticos € com uma dieta com baixo teor de filoquinona (< 5
ug/dia) por duas semanas, apresentaram reducao do fator VII. No entanto, na auséncia do
tratamento com antibidticos, a atividade do fator VII ndo demonstrou ser um indicador

sensivel as alteragdes na ingestdo de vitamina K.

A dosagem da osteocalcina (undercarboxylated Osteocalcin - ucOc) e da
Protein Induced by Vitamin K Absence (PIVKA-II) seriam outras opgdes, além dos
métodos laboratoriais tradicionais, para determinagdo indireta da vitamina K como o tempo

de protrombina (TP).

A absor¢ao da vitamina K depende de uma quantidade minima de lipidios, sais
biliares e suco pancreatico para efetividade méaxima (Gallagher, 2005). Shearer e col.
(1974) compararam a absor¢do da filoquinona radioativa em sujeitos normais com
pacientes que apresentavam absorcao prejudicada de lipidios devido a colestase obstrutiva,
insuficiéncia pancredtica ou doenca celiaca. Em sujeitos normais, menos de 20% da dose
administrada de Img de filoquinona foi excretada nas fezes, enquanto que nos pacientes, 70

a 80% da filoquinona ingerida foi excretada de forma inalterada.

A filoquinona fornecida pela dieta ¢ absorvida por um processo dependente de
energia na por¢ao proximal do intestino delgado durante a digestao de lipidios (Hollander,
1973). A vitamina ¢ incorporada aos quilomicrons nas células da mucosa intestinal e
transportada ao figado pelo sistema linfatico. A filoquinona circula em todas as fracdes de

lipoproteinas, principalmente a lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) que
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transporta cerca de 50% da filoquinona plasmatica enquanto a lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e a lipoproteina de alta densidade (HDL) sdo responsaveis cada uma pelo
transporte de aproximadamente 25% da filoquinona (Kohlmeier et al., 1996). Quando a
filoquinona marcada isotopicamente ¢ administrada em seres humanos oralmente, a
vitamina aparece no plasma dentro de 20 minutos, com pico em 2 horas; a seguir, declina

exponencialmente a baixos valores, durante 48-72 horas (Olson, 1999).

As menaquinonas sdo sintetizadas por bactérias intestinais gram-positivas, tais
como Escherichia coli e Bacteroides fragilis, no intestino delgado distal e c6lon. Nessas
partes do trato digestorio, a concentracao de acidos biliares € baixa ocorrendo absorgao por
difusdo passiva (Gallagher, 2005; Biesalski, 2007). Pensava-se que até 50% da necessidade
de vitamina K era suprida pela sintese bacteriana, sabe-se que essa contribui¢cdo ¢ muito

menor, embora a contribui¢do exata ainda nao tenha sido definida (Suttie, 1995).

A biodisponibilidade de vitamina K na dieta esta mais relacionada a filoquinona
das plantas e as menaquinonas dos alimentos de origem animal, pois as menaquinonas
produzidas pela flora bacteriana sdo muito dificeis de serem avaliadas (Bates e Heseker,
1994). Birgit e col. (1996) realizaram um estudo para avaliar a absor¢ao de vitamina K em
seres humanos e observaram que o nivel plasmatico de filoquinona ¢ influenciado pela
forma de consumo da vitamina. Os participantes receberam uma dose de 1 mg de
filoquinona pela administragdo via oral da forma farmacéutica Kanakion®, ou pela ingestao
de espinafre cozido (227g) com manteiga (25g) ou pela ingestao de espinafre cozido puro
(227g). Os resultados desse estudo mostraram que a filoquinona presente no espinafre (com
e sem manteiga) apresentou-se menos biodisponivel que a forma farmacéutica, com uma
absor¢do cerca 1,5 vezes menor. Por outro lado, a filoquinona consumida no espinafre com
manteiga apresentou biodisponibilidade 3 vezes maior do que a consumida no espinafre
puro, sugerindo que existem grandes diferengas entre absor¢ao intestinal e

biodisponibilidade da vitamina K de diferentes alimentos.

A filoquinona presente nos oleos vegetais ¢ estavel ao calor, mas ¢ destruida
pela luz, tanto natural quanto fluorescente, o dleo de canola perde 87% da filoquinona apos

ser exposto por dois dias a luz solar (Ferland e Sadowsky, 1992).
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A vitamina K pode sofrer interagdo com anticoagulantes orais, como oS
derivados do 4-hidroxicoumarin, que sdo utilizados na prevengdo de trombose. Essas
drogas afetam a enzima epoxido redutase, impedindo a conversdo da 2,3 epoxido para a
forma ativa hidronaftoquinona. Altera¢des na ingestdo de vitamina K podem, entretanto,
influenciar a eficacia da varfarina, mas como a dose eficaz desse medicamento varia muito
de individuo para individuo, uma vez estabelecida a dose, o monitoramento pode evitar
complicacdes resultantes de variagdes na ingestdo de vitamina K, podendo o paciente

manter seus habitos alimentares normais (Booth et al., 1997).

A deficiéncia de vitamina K pode ocorrer em qualquer faixa etdria. Ha varios
relatos na literatura sobre a doenca hemorragica do recém-nascido (Lane e Hathaway,
1985; Matsuda et al. 1991; von Kries et al. 1993) que pode ocorrer logo nos primeiros dias
de vida, principalmente em prematuros, ou em criangas em aleitamento materno exclusivo.
E recomendado que recém-nascidos recebam uma dose profilatica de 0,5 a 1,0 mg de
vitamina K intramuscular, ou 2,0 mg via oral nas primeiras 6 horas apds o parto (Greer,

1995).

Individuos que fazem uso de antibiodticos de largo aspecto, nutricdo parenteral
total, que apresentam doencgas hepaticas, cancer, problemas gastrointestinais € ma absorcao,
estdo sob o risco de desenvolverem deficiéncia da vitamina K (Olson, 1999). No entanto,
em adultos saudéaveis ¢ rara a ocorréncia de uma deficiéncia grave devido apenas a baixa
ingestao dietética (Allison et al., 1987). Estudos tém demostrado uma correlagio entre baixa
ingestdo de vitamina K e diminuicdo da densidade mineral 6ssea em adultos e idosos.
Adicionalmente, hd uma correlagdo inversa entre ingestao de vitamina K e risco de fraturas

(Feskanich et al., 1999; Booth et al., 2000; Booth et al., 2003).

As recomendagdes mais recentes para a ingestdo de vitamina K foram
estabelecidas pela Food and Nutrition Board (FNB) do Institute of Medicine (I0M, 2001)
(Tabela 3). Essas recomendacdes tém como base os niveis de consumo de individuos
saudaveis e para lactentes, os niveis de vitamina K no leite materno. Para a vitamina K tem
estabelecido apenas os valores para uma ingestdo adequada (Adequate Intake - Al). O Al ¢

o valor médio de ingestao diaria de um nutriente cujos estudos disponiveis nao permitiram
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o estabelecimento de RDA (Recommended Dietary Allowance) e EAR (Estimated Average
Requirement), mas a observacao de consumo e/ou de dados experimentais possibilitou
recomenda-lo. Quando ndo ha RDA ¢ EAR de um determinado nutriente, utiliza-se a Al
como meta de ingestdo. Para a vitamina K também ndo ha a determinagdo sobre o nivel
maximo de ingestdo didria toleravel biologicamente UL (Tolerable Upper Intake Level).
Deve-se lembrar de que o UL se refere a ingestao de alimentos fonte do nutriente, pois a
menadiona administrada em doses elevadas ¢ potencialmente toxica, devendo ser utilizada
com cautela (Bates e Heseker, 1994). H4 uma diferenca na recomendagdo didria para
adultos entre o género masculino e feminino, essa diferenca se deve a a¢ao do estrogénio na
absor¢ao da vitamina (Jolly et al. 1977). Analise de estudos sobre requerimento de vitamina
K para o metabolismo 6sseo tem sugerido que o requerimento de vitamina K seja maior do
que o necessario para manter a hemostasia normal, portanto, a recomendagdo de vitamina K

deva ser maior do que as recomendacgdes atuais (Weber, 1997).

Revisdo da Literatura

50



Tabela 3 — Recomendagdes nutricionais de vitamina K (pg/dia) para lactentes, criancgas,

adolescentes e adultos de acordo com o IOM (2001).

Género masculino a .
Ciclo de vida Faixa etaria Género fe.mmmo
(ng/dia) (ng/dia)

0-6 meses 2 2
Lactentes

7- 12 meses 2.5 2.5

1-3 anos 30 30
Criancas 4-8 anos 55 55

9-13 anos 60 60
Adolescentes 14-18 anos 75 75
Adultos > 19 anos 120 90

< 18 anos - 75
Gravidez

> 19 anos - 90
Lactacao < 18 anos - 75

> 19 anos - 90

* IOM -Institute of Medicine.

1.3 Sistema de coagulacao

O sistema de coagulacdo sanguinea consiste em uma série de reacdes em cadeia
uma dependente da outra (cascata da coagulacdo), desencadeadas pela acdo de diversas
enzimas endopeptidases denominadas de fatores da coagulagdo, que estdo presentes nas

formas de proenzimas e enzimas (Amorim, 2000).

O figado exerce um papel de grande importancia na cascata da coagulagao,
praticamente todos os fatores da coagulagdo e seus inibidores sdo produzidos pelos
hepatocitos, sendo responsavel, por exemplo, pela produgdo do fator I (fibrinogénio), fator
IT (protrombina), fator VII (pré-convertina), fator IX (Christmas) e fator X (Stuart-Prower).

Todos estes fatores com exceg¢do do fibrinogénio sao dependentes de vitamina K para a
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sintese, assim como os anticoagulantes, proteina C e proteina S. (Sherlock et al., 1970;
Gomes et al., 1974). Os fatores da coagulacao dependentes da vitamina K (II, VII, IX e X) e
as proteinas anticoagulantes C e S, sdo precursores inativos, que necessitam passar por uma
etapa de carboxilagdo no residuo Glu na por¢do amino-terminal, levando a formagdo do
Gla. A carboxilagdo capacita as proteinas da coagula¢io a se ligarem ao calcio (Ca®"),
permitindo, assim, sua interagao com os fosfolipides das membranas de plaquetas e células
endoteliais, possibilitando o processo normal da coagulacdo sanguinea. Essa carboxilagdo ¢
realizada pela enzima gama-glutamil carboxilase que utiliza a vitamina K em sua forma
reduzida como cofator, toda vez que um residuo de Glu ¢é carboxilado, a vitamina K ¢
oxidada, originando 2,3 epdxido de vitamina K. Esse metabdlito ¢ convertido novamente a
sua forma ativa hidroquinona pela acdo da enzima epdxido redutase de vitamina K,
tornando-a disponivel para novos processos de carboxilagdo. Os anticoagulantes
cumarinicos inibem a agdo da epdxido redutase e também inibem a carboxilagao das
proteinas C, S e Z, que sdo os principais anticoagulantes naturais (Wessler e Gitel, 1984;

Shearer, 1995; Sadowiski et al., 1996; Olson, 1999).

A deficiéncia dos fatores de coagulacdo pode ocorrer nas doengas hepaticas
devido as lesdes hepatocelulares que diminuem a produgdo de fatores pro-coagulantes e
anticoagulantes e também alteram a producao das plaquetas quali e quantitativamente. Essa
deficiéncia dos fatores também pode ocorrer pela diminui¢do do aporte da vitamina K (uso
de antibidticos de largo espectro e ingestdo inadequada), pela absor¢do deficiente na
ocorréncia de esteatorreia ou ictericias obstrutivas e pelo tratamento com anticoagulantes
cumarinicos (Gomes et al. 1974; Amitrano et al., 2002). Para a avaliacdo da coagulagao
sanguinea, os exames mais utilizados sdo o TP, tempo de tromboplastina parcial ativado
(TTPA) e tempo de trombina (TT). O TP detecta deficiéncias dos fatores I, I, V, VIl e X,
sendo pouco sensivel a deficiéncia do fator II e mais sensivel a deficiéncia dos fatores VII e
X. Trés destes fatores (II, VII e X) detectados pelo TP sdo dependentes da vitamina K
(Gomes et al. 1974; Rodgers, 2004). O TTPA ¢ utilizado para avaliar a deficiéncia dos
fatores VIII e IX e o TT para determinar qualitativamente a reatividade do fator I e a

presenca de heparina ou de antitrombinas (Gomes et al., 1974; Amorim, 2000).
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Para que o TP possa ser comparado mundialmente o Comité Internacional de
Trombose ¢ Hemostasia ¢ o Comité Internacional para Padronizacdo em Hematologia
recomendam que o resultado seja expresso na Razdo Normalizada Internacional (RNI), que
consiste em relacionar o TP do paciente com o TP de um controle normal do laboratdrio,
levando-se em conta o Indice de Sensibilidade Internacional (ISI) da tromboplastina

utilizada (WHO, 1999).

1.4  Protein Induced by Vitamin K Absence-PIVKA

Na deficiéncia da vitamina K ou na presenca de antagonistas como dicumarol
ou varfarina os precursores descarboxilados dos fatores da coagulagdo, dependentes da
vitamina K podem ser encontrados no plasma, esses precursores sdo conhecidos como
Protein Induced by Vitamin K Absence ou Antagonists (PIVKA), em referéncia a
protrombina (fator II), o termo usado ¢ PIVKA-II ou des-gamma-carboxy (abnormal)
prothrombin (DCP) (Blanchard et al., 1981). A PIVKA-II foi descrita pela primeira vez por
Ganrod e Niléhn em 1968 quando observaram a presenca dessa proteina em plasma de
pacientes tratados com dicumarol. Para a protrombina se ligar ao ion Ca®" ela tem que ser
carboxilada o suficiente para a transi¢do conformacional no reticulo endoplasmatico rugoso
do hepatocito normal, pelo menos 8 dos 10 residuos Gla sdo necessarios para que ocorra
essa transicdo e a protrombina possa assumir o seu papel no sistema de coagulagdo

(Borowski et al., 1985).

Blanchard e col. (1981) foram uns dos primeiros a dosar a PIVKA-II em
pacientes com varias doengas hepaticas. Eles observaram que em pacientes com deficiéncia
grave de vitamina K, os niveis plasmaticos de PIVKA-II retornaram aos valores normais
apos a administracdo de vitamina K. Entretanto, em pacientes com cirrose hepatica e
hepatites os niveis nao se normalizaram apos a reposi¢ao de vitamina K, sugerindo um
distarbio adquirido no sistema enzimatico de carboxilagdo. A PIVKA-II ¢ medida no
plasma por anticorpos especificos, em pessoas saudaveis sua concentragdo ¢ proxima de
zero, enquanto que, em pessoas com deficiéncia de vitamina K, os valores podem aumentar

em até 30% de toda a protrombina (Olson, 1999). Motohara e col. (1985) desenvolveram
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pelo método Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) uma forma de detectar a
PIVKA-II, utilizando um anticorpo monoclonal monoespecifico, esse anticorpo reage
somente com a protrombina anormal e ndo apresenta reagdo cruzada com a protrombina
plasmatica normal. Niveis elevados sdo encontrados em pacientes em terapia com
anticoagulantes ou com carcinoma hepatocelular (Liebman et al., 1984; Nakao et al., 1991
Grosley et al., 1996). A PIVKA-II tem demostrado ser um marcador mais sensivel para a
deficiéncia da vitamina K do que o TP (von Kries et al., 1993 Sokoll et al., 1995) porque
para ocorrer alguma alteragdo no TP, as concentragdes de protrombina precisam diminuir

50% do normal (Suttie, 1992).

1.5 Avaliaciao do estado nutricional

O figado ¢ um o6rgdo importante para o metabolismo, armazenamento e
distribuicdo de macro e micronutrientes. Na presenca da doenga hepatica, o seu
funcionamento pode ser afetado, alterando significativamente o estado nutricional
(Bavdekar et al., 2002). Em pacientes com doenga hepatica cronica o estado nutricional ¢é
um dos fatores que mais interferem na sobrevida, tanto dos pacientes que aguardam um

transplante como daqueles que ja o realizaram (Feranchak et al., 2001).

Na doenca hepatica cronica avangada as deficiéncias nutricionais sd3o comuns, a
desnutricdo energético-protéica afeta aproximadamente 60% das criangas, sendo secundaria
a ingestdo alimentar deficiente, ma absor¢@o intestinal e aumento das necessidades de
nutrientes em funcao de maior gasto energético (Beath et al., 1993; Greer et al., 2003). Os
pacientes que apresentam visceromegalia e/ou ascite frequentemente t€ém uma baixa
ingestao alimentar que pode ser provocada pela alteracdo do paladar e a saciedade precoce

(Matos et al., 2002).

Para detectar o paciente em risco de desenvolver deficiéncias nutricionais, a
avaliacdo deve abordar: exames laboratoriais, avaliacao fisica e o historico que deve incluir

eventos hemorragicos, medicamentos e a ingestao dietética (Olson, 1999).
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Para a avaliagdo antropométrica do paciente hepatopata o ideal ¢ combinagao
de varias técnicas para fornecer as melhores estimativas do estado nutricional desses
pacientes. Nem todos os métodos sdo aplicaveis na doencga hepatica, isto porque a retengdo
de fluidos, edema e ascite pode alterar os resultados, principalmente na afericdo do peso
corporal, e na analise por bioimpedancia elétrica (BIA) e dual energy x-ray absorptiometry
(DEXA). A medida da dobra cutanea tricipital e circunferéncia muscular do brago sdo
consideradas como bons pardmetros para a estimativa da composi¢do corporal uma vez
que, a retencdo de liquidos, ocorre em menor propor¢do nos membros superiores, mantendo

a acuracia destas medidas (Matos et al., 2002).

O método de avaliagdo da composi¢ao corporal pela BIA ¢ um método rapido,
simples, portatil, ndo invasivo, indolor e de baixo custo (Phillips et al., 2003). E o resultado
da resisténcia oferecida pelos tecidos corporais a passagem de uma corrente elétrica. Este
método avalia o percentual de gordura corporal (%GC) e se baseia no principio de que a
impedancia, resultante da reactancia e resisténcia, relacionam-se com o volume do corpo
como um condutor, demonstrando correlacdo significativa entre a agua corporal total

(ACT) e a massa livre de gordura (MLG).

Quantificar a ingestdo alimentar tem sido descrito como um dos fatores de
maior complexidade nas investigacdes clinicas. Os inquéritos dietéticos sao essenciais para
a investigacdo da relagdo saude-dieta e identificacdo de populagdes em risco nutricional. Os
métodos para a obtengdo da informagdo dietética podem ser prospectivos ou retrospectivos

e fornecer informagdes qualitativas e/ou quantitativas (Juzwiak, 2007).

O diario alimentar ¢ um método de avaliacdo do consumo alimentar que recolhe
informagdes sobre a ingestdo atual do individuo. Nesse método o paciente ou responsavel
anota todos os alimentos e bebidas consumidos, devendo anotar também os alimentos

consumidos fora do lar.
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2.1 Geral

Determinar os niveis plasmaticos de PIVKA-II em pacientes com HAI.

2.2 Especificos

Comparar os niveis plasmaticos de PIVKA-II e os seguintes exames
laboratoriais (AST, ALT, FALC, GGT, plaquetas, RNI, R, TP, TTPA, hemoglobina) entre

os pacientes com HAI e grupo controle.
Comparar a PIVKA-II entre os pacientes com colestase e sem colestase.

Comparar a PIVKA-II entre os pacientes que receberam suplemento de

vitamina K e os que ndo receberam.

Comparar a PIVKA-II entre o grupo controle € os pacientes que ndo receberam

suplemento vitamina K.

Correlacionar os niveis plasmaticos de PIVKA-II com enzimas hepaticas, RNI,

R, colesterol, triglicérides, albumina, hemoglobina e plaquetas.

Avaliar a ingestdo dietética dos pacientes com HAI através dos inquéritos

alimentares.

Correlacionar os niveis plasmaticos de PIVKA-II com o estado nutricional,

medidas antropométricas e ingestao alimentar.

Avaliar o estado nutricional dos pacientes através da antropometria.

Objetivos
59



60



CASUISTICA E METODOS

61

G



62



3.1 Casuistica

Este estudo de delineamento transversal e controlado foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da Universidade Estadual
de Campinas (Unicamp), SP, Brasil, conforme parecer n° 301/2008 (Anexo 1).

A pesquisa foi realizada no Ambulatorio de Hepatologia Pediatrica do Hospital
de Clinicas (HC) da FCM da Unicamp e a andlise no Laboratorio de Hepatologia do

Gastrocentro, no periodo de maio de 2009 a maio de 2011.

Foram avaliados 29 pacientes com HAI de ambos os géneros, com idade de 8 a
18 anos. O paciente e o responsavel foram convidados para uma reunido ao comparecerem
no ambulatério para consulta de rotina. Nessa reunido foram informados sobre o
desenvolvimento da pesquisa, sua finalidade e métodos. Também foi feita a apresentacao
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice 1) foi entregue o diario
alimentar de trés dias (Apéndice 2) para ser preenchido em casa e o protocolo para o exame
de bioimpedancia elétrica. A participacao do paciente efetivou-se apods a assinatura de trés

vias do TCLE pelo responsavel.

Juntamente com o préximo retorno do paciente para a coleta de exames
laboratoriais de rotina foi feita a coleta de sangue para a analise da PIVKA-II, a entrega do
diario alimentar de trés dias preenchido e a avaliagdo nutricional por meio da avaliagao
antropométrica, pregas cutaneas, circunferéncias, inquéritos dietéticos e bioimpedancia

elétrica. Todos os dados coletados foram registrados em uma ficha (Anexo 2).

Os critérios de inclusdo dos pacientes foram: ter até 18 anos de idade e
diagnostico positivo de HAI de acordo com o escore do Grupo Internacional de Hepatite
Autoimune. Os critérios de exclusdo foram: uso de nutri¢do parenteral nos ultimos 3 meses

e ndo assinatura do TCLE pelo pai ou responsavel.
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3.1.1 Formacio do grupo controle

O grupo controle foi pareado por idade e género sendo constituido por irmaos
de pacientes com HAI, pacientes atendidos no Ambulatério de Adolescentes, pacientes
internados na enfermaria do HC, estagiarios da Unicamp e voluntarios sem vinculo com a
Unicamp que aceitaram o convite para a participagao. O grupo controle totalizou-se com 32
participantes, sendo 24 do género feminino e 8 do género masculino. A idade média foi de
13,9+2,5 anos. O paciente e/ou responsavel foram informados sobre o desenvolvimento da
pesquisa, sua finalidade e métodos, sendo feita a apresentagdo do TCLE (Apéndice 3). O
adolescente que aceitou a participagdo e ndo estava acompanhado pelo responsavel levou o
TCLE para casa e os contatos com a pesquisadora foram disponibilizados para eventuais

esclarecimentos.

Os critérios de inclusdo para os controles foram: ter a mesma faixa etaria dos
pacientes, nao apresentar evidéncia de hepatopatia verificada através da historia e exames
laboratoriais. E os critérios de exclusdo foram: presenca de diarreia, desnutri¢do, febre ou

doenca inflamatéria e ndo assinatura do TCLE pelo pai ou responsavel.

3.2  Métodos
3.2.1 Classificacao pelo método de Child-Pugh

A classificagdo da gravidade da doenga foi determinada pelo escore de Child-
Pugh (Pugh et al., 1973), que contabiliza cinco variaveis, sendo duas delas em relagdo ao
quadro clinico (grau de encefalopatia e ascite) e trés dados laboratoriais quantitativos
(bilirrubina, albumina e RNI). Neste escore sdo estipulados pontos de um a trés, que variam
conforme os limites determinados para cada variavel, sendo a doenga de leve intensidade
classificada como A (5 a 6 pontos), moderada B (7 a 9 pontos) e grave C (> 10 pontos)

(Tabela 4).
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Tabela 4 — Classificagdo de Child-Pugh.

Pontuacao
Parametros 1 2 3
Encefalopatia Ausente Graulell Graulll e IV
Ascite Ausente Leve Moderada
Albumina >3,5 g/dL 2,8-3,5g/dL <2,8 g/dL
RNI <1,7 1,71-2,2 >2,2
Bilirrubina <2 mg/dL 2 -3 mg/dL >3 mg/dL

Pugh et al. (1973).
Child-Pugh A: 5 a 6 pontos; Child-Pugh B: 7 a 9 pontos; Child-Pugh C: > 10 pontos

3.2.2 Classificagdo quanto a presenc¢a ou auséncia de colestase

De acordo com os resultados laboratoriais da bilirrubina direta (BD) os
pacientes foram classificados em relagdo a presenca e auséncia de colestase. A presenca de
colestase foi caracterizada quando os niveis de BD se situavam acima de 2 mg/dL (Kumpf,

2006).

3.2.3 Exames laboratoriais

Os exames de assisténcia aos pacientes com HAI foram realizados pelo
Laboratério de Patologia Clinica do HC da Unicamp. Os exames avaliados foram:
hemograma completo (HMG), tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA), tempo de
protrombina e atividade de protrombina (TPAP), aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FALC), gama-glutamiltransferase (GGT),
albumina (ALB), bilirrubina total (BT), bilirrubina indireta (BI), BD, colesterol total
(COL), lipoproteina de alta densidade (HDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL),
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lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), triglicérides (TRIG), célcio (Ca) e fosforo

inorganico (P1).

Os pacientes do grupo controle realizaram os seguintes exames laboratoriais:

HMG, TTPA, TPAP, AST, ALT, FALC e GGT.

3.2.4 Coleta de sangue

Solicitou-se a coleta de 3,5 mL de sangue, por puncdo de veia periférica,
quando os pacientes fizeram a coleta para as analises de rotina. As amostras foram
coletadas em tubo a vacuo com citrato trissddico 0,109M (3,2%), sendo uma parte de
solucdo anticoagulante para nove partes de sangue. Os tubos foram acondicionados em
caixa de isopor com gelo para o transporte até ao laboratorio e em seguida centrifugados a
2500 g durante 10 minutos para a obtencdo do plasma. O plasma foi pipetado e aliquotado
em 3 tubos criogénicos devidamente identificados e armazenados em freezer -80°C até o

momento da analise.

3.2.5 Determinacio dos niveis plasmaticos de PIVKA-II
3.2.5.1 Principio do procedimento

As amostras foram testadas utilizando-se o kit comercial Asserachrom®
PIVKA-II fornecido pela Diagnostica Stago — France. O principio deste teste consiste na
utilizacdo de microplacas revestidas com fragmento monoclonal de ratos, especifico para
PIVKA-II (P1-2B9), mas sem reatividade com protrombina nativa, pelo método Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA). A PIVKA-II quando presente ¢ capturada pelo

determinante antigeno especifico revestido nos pogos.

A Imunoglobulina de coelho anti-protrombina acoplada com peroxidase de
rabano-silvestre (anti-II-HRP) ¢ entdo adicionada e esta se liga ao antigénico restante livre

determinante da molécula de PIVKA-II.
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A atividade do conjugado enzima-anticorpo ligado ¢ finalmente revelada pela
acdo no substrato orto-fenilenodiamina (OPD) na presenca de perdxido de ureia. Depois da
reacdo enzimatica pela adicdo de 4cido sulfurico, a coloracdo ¢ obtida e medida pelo feixe
de 492 nm, usando o leitor de placa ELISA. Esta coloracdo ¢ resultante da concentragdo de
PIVKA-II presente nas amostras. Em individuos sadios as concentragdes sao abaixo de 2

ng/mL.

3.2.5.2 Procedimento do ensaio

As andlises foram realizadas no Laboratorio de Hepatologia do Gastrocentro.
Os testes foram realizados em duplicata tanto para o grupo HAI quanto para o grupo

controle.

As amostras de plasma foram descongeladas em banho Maria a 37°C por 15
minutos antes do teste. Nos pocos da microplaca introduziu-se 200 pul da solu¢ao tampao e
em seguida 50 ul da amostra teste ou do calibrador e em seguida foram incubados por 1
hora em temperatura ambiente (18 a 25°C). Apos o periodo de incubagdo foram feitas cinco

lavagens sucessivas com a solugdo de lavagem fornecida no kit.

Assim que o ciclo da ultima lavagem foi completado adicionou-se 200 ul de
conjugado enzima-anticorpo em cada poco e foram deixados incubados por 1 hora em
temperatura ambiente. Logo em seguida foram feitas cinco lavagens sucessivas com a

solucdo de lavagem.

Assim que o ciclo da ultima lavagem foi completado, adicionou-se 200 pl do
substrato OPD/peroxidase de uréia em cada poco. A placa foi incubada por 5 minutos e a
reacdo enzimdtica parada com a adi¢gdo de 50 pl de 4cido sulfurico 3M. A placa
permaneceu na bancada por 10 minutos em temperatura ambiente e entdo medida a
absorbancia a 492 nm usando o leitor de placa ELISA. Para cada ensaio foi montada a
curva padrdo para a obtencdo dos resultados, sendo considerado o resultado final a média

de dois resultados.
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3.2.6 Avaliacdo antropométrica

As medidas antropométricas foram realizadas no ambulatorio, no mesmo dia
em que o paciente esteve sob consulta de rotina de evolucdo do tratamento (clinica ou
exames). O peso foi obtido em quilogramas (Kg) em balanca de plataforma digital marca
Filizola®, com capacidade méxima de 150 Kg e com precisdo de leitura de 100g. A
afericdo da estatura foi obtida em centimetros (cm), utilizando o estadiometro vertical de
aluminio, com cursor mével da marca Tonelli & Gomes, graduado até 220 cm, com
precisdo de 0,1 cm. Foram adotadas as técnicas de Jelliffe (1968) para a obten¢do do peso e

estatura.

Os resultados do peso e da estatura foram utilizados para calcular indice de
massa corporal (IMC) ou indice de Quetelet, obtido pela divisdo do peso corporal em Kg

pela estatura em metros (m) elevada ao quadrado:

IMC = Peso (Kg)/Estatura (m)?

3.2.7 Indices antropométricos

Os indices antropométricos altura para idade (A/I) e IMC para idade (IMC/I)
foram calculados em escores-Z através do programa software WHO AnthroPlus versao
1.0.4, a classifica¢ao foi feita de acordo com os desvios padrao (DP) estabelecidos pela
WHO (2007) e pelo Ministério da Saude (2008), que estabelece as seguintes categorias para
o indice A/I: baixa estatura para a idade (< -2 DP) e estatura adequada para a idade (> -2
DP e < 2DP), e para o indice IMC/I: desnutri¢cao (< -2 DP), eutrofia (> -2 ¢ < +1 DP),
sobrepeso (> +1 e <+2 DP) e obesidade (> +2 DP).

3.2.8 Medidas de composi¢io corporal

Todas as medidas foram realizadas do lado direito do corpo.

A circunferéncia do brago (CB) ¢ uma medida que representa a soma das areas
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constituidas pelos tecidos 6sseo, muscular e adiposo. A medida foi feita com o braco
flexicionado em direcdo ao térax, foi marcado o ponto médio entre o acromio e olécrano
em seguida o paciente manteve o braco ao longo do corpo com a palma da mao voltada
para a coxa. No ponto marcado, foi tomada a medida do brago com fita métrica flexivel,

inelastica e milimetrada, de forma ajustada evitando compressao da pele ou folga.

A circunferéncia muscular do braco (CMB) ¢ considerada como um bom
indicador da reserva do tecido muscular, sem corrigir a area 0ssea. A partir dos valores da
dobra cutanea tricipital (DCT) e da CB foi possivel calcular a CMB, através da seguinte

formula:

CMB (cm) = CB (cm) — (0,314 x DCT)

A area muscular do braco (AMB) foi calculada a partir dos valores da DCT e da

CB, através da seguinte férmula:

AMB (cm?) = [CB(cm) — (n x DCT(mm) /10]°
4xn

A éarea adiposa do braco (AAB) foi calculada a partir dos valores da dobra DCT

e da CB, através da seguinte formula:

AAB (cm?) = CB (¢cm) x [DCT (mm) /10] - = x [DCT(mm)/10]*
2 4

Os resultados foram classificados pela tabela percentilar proposta por Frisancho

(1990).
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3.2.9 Dobras cutianeas

A dobra cutanea tricipital (DCT) ¢ uma medida que avalia a reserva de gordura
corporal. No mesmo ponto médio utilizado para realizar a medida da CB foi feita a medida
da dobra cutdnea na parte posterior do brago, sobre o musculo triceps, com o brago
relaxado e solto ao lado do corpo. Foi utilizado o adipometro Lange® (Beta Technology,
Santa Cruz, CA, USA) com pressdo constante de 10 g/mm” na superficie de contato que

possibilita medir a dobra com precisdo de 1 mm, com escala de 0 a 65 mm.

A dobra cutanea subescapular (DCSE) foi aferida a 1 cm abaixo do angulo
inferior da escapula direita, a pele foi levantada de tal forma que pudesse observar um
angulo de 45° entre esta e a coluna vertebral e o paciente manteve os bracos € ombros

relaxados.

A soma das dobras cutineas tricipital e subescapular foram utilizadas para
calcular a porcentagem de gordura corporal (%GC) utilizando-se as férmulas propostas por

Boileau e col. (1985) para jovens brancos e negros de 8 a 29 anos.
Para individuos do género masculino:
%GC = 1,35 (DCT+DCSE) -0,012 (DCT+DCSE)’ - 4,4
Para individuos do género feminino:
%GC = 1,35 (DCT+DCSE) -0,012 (DCT+DCSE)* - 2.4

A %GC foi classificada de acordo com a tabela percentilar proposta por

McCarthy e col. (2006).

3.2.10 Bioimpedancia elétrica

Na reunido com o paciente e o responsavel foram feitas as orientagdes para os
procedimentos prévios para minimizar o erro de estimativa da andlise da composi¢do

corporal. Para realizar a avaliagdo corporal pela Bioimpedancia elétrica (BIA), foi utilizado
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o aparelho tetrapolar modelo Quantum II- 101-Q fabricado pela RJL Systems, Detroit, USA.
O método tetrapolar utiliza quatro pequenos eletrodos que foram aplicados na mao direita
(na base do dedo médio e acima da linha da articulagdo do punho) e no pé direito (na base
do dedo médio e acima da linha da articulacdo do tornozelo). A pele foi previamente limpa

com algodao umedecido em alcool.

Os pacientes foram deitados em decubito dorsal, com a cabega na altura do
corpo, em uma superficie ndo condutiva, com os bragos levemente abduzidos, de forma que
ndo tocassem o tronco. As pernas foram separadas, de forma que a distancia entre os

tornozelos fosse de pelo menos 20 cm, sem que as coxas se tocassem.

O aparelho gera uma corrente elétrica de 800 pA e frequéncia de 50 kHz, que
determina as medidas de resisténcia e reactincia expressas em ohm, estes valores
combinados com a altura, peso e sexo, foram inseridos no programa de software fornecido
pelo fabricante para a obten¢do da %GC, MLG e ACT. A %GC foi classificada de acordo
com a tabela percentilar proposta por McCarthy e col. (2006).

3.2.11 Avaliacio da ingestdo alimentar

A ingestao alimentar do grupo HAI foi avaliada pela aplicacdo do diario
alimentar de trés dias. Taylor e Dhawan (2005) recomendam 3 dias para a avaliagao do
consumo alimentar de criancas com doenga hepatica cronica. Na reunido realizada com o
paciente e o responsavel foi feita a explica¢do para o correto preenchimento do formulario e
no dia da entrega do didrio alimentar foi feita uma revisao do formuldrio com o participante

para esclarecer determinados alimentos, preparagdes e quantidades.

Os alimentos foram quantificados em medidas caseiras e foi utilizado o
programa Diet Pro 5.1 (Agromidia Software Ltda, Vigosa-MG, 2007) para andlise. Utilizou-
se a tabela de composicao quimica dos alimentos desenvolvida pelo USDA para calculo
dos nutrientes. Apos a analise dos trés dias de ingestao de macro e micronutrientes de cada
participante foi determinada a média. O célculo foi realizado para os seguintes nutrientes:

energia, carboidrato, proteina, lipidio e filoquinona.
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Para a necessidade de energia foram utilizados os valores estipulados pela EER
(Estimated Energy Requeriments) para pacientes eutroficos e a TEE (Total Energy
Expenditure) para pacientes em sobrepeso ou obesidade (IOM, 2005), sendo considerado o
menor nivel de atividade fisica, ou seja, apenas atividades tipicas didrias excluindo-se os

exercicios fisicos como corridas e caminhadas.

O consumo médio de energia foi comparado com os valores estimados de
consumo individual de cada paciente deste estudo, levando-se em consideracdo a
porcentagem de adequacdo. Considerou-se o consumo menor que o recomendado, quando
este era inferior a 80% da recomendagdo estimada, adequado entre 80 e 120% e maior que
o recomendado quando este excedia 120%. A recomenda¢do de proteina pela RDA para
criancas de 4 a 8 anos ¢ 19 g/dia, para a faixa etaria de 9 a 13 anos 34 g/dia, e para a faixa
etaria de 14 a 18 anos no género masculino e feminino a recomendacdo ¢ 52 e 46 g/dia,
respectivamente. A RDA determinada para o carboidrato ¢ de 130g/dia para criancas e
adolescentes, esse valor se refere a média da quantidade minima necessaria para fornecer
glicose para o cérebro sem que haja necessidade de utilizar fontes alternativas de lipidio e
proteina. Como nao foram definidos os valores RDA e nem Al para lipidios, foi analisada a
faixa de distribuicdo adequada de macronutrientes. Para a distribuicdo de carboidrato,
proteina e lipidio em relagdo ao valor energético total (VET) foram aceitos os valores de
45% a 65% para carboidrato, 25% a 35% para lipidio e 10% a 30% para proteina (IOM,
2005).

Os valores médios obtidos da ingestao de filoquinona foram comparados com a
recomendacao Al (IOM, 2001), tanto individualmente quanto em grupos divididos por

faixa etaria.

3.2.12 Analise estatistica

Os dados coletados foram analisados por meio do programa Statistical Analysis
System (SAS) versdo 9.2 para o sistema Windows e o programa Statistical Package for the

Social Sciences (SPSS) versdo 16.0 para o sistema Windows. Para a andlise estatistica das
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variaveis continuas foi utilizada a estatistica descritiva (média, desvio padrao, mediana,

valores minimo € maximo).

Para verificar associagdo ou comparar propor¢des foi utilizado o teste Qui-
quadrado ou teste exato de Fisher, quando necessario. Para comparagdo de variaveis
continuas entre 2 grupos utilizou-se o teste de Mann-Whitney. Para verificar associagao
linear entre a PIVKA-II e os exames laboratoriais, estado nutricional e ingestao dietética,
foi utilizado o coeficiente de correlagdo de Spearman. Este coeficiente varia de -1 a 1,
valores proximos dos extremos indicam correlagdo negativa ou positiva, respectivamente e
valores proximos de zero nao indicam correlagdo. Para verificar associacdo linear entre a
%GC calculada pela BIA e pelas pregas cutaneas, foi aplicado o coeficiente Kappa
ponderado. A magnitude do coeficiente ¢ definida como: valores maiores ou iguais a 0.75
indicam excelente concordancia, valores entre 0.75 e 0.40 indicam boa concordancia e
valores menores ou iguais a 0.40 ndo indicam concordancia. O nivel de significancia

adotado para os testes estatisticos foi 5% (p< 0.05) (Conover, 1971; Montgomery, 1991).
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4.1 Dados da populagao

Foram convidados 34 pacientes com HAI a participarem da pesquisa, dentre
esses, 4 foram excluidos por ndo assinarem o TCLE ou por ndo comparecerem no periodo
da coleta. Uma paciente foi excluida das andlises estatisticas do grupo por estar em uso de
anticoagulante, sendo os resultados clinicos, laboratoriais e dietéticos apresentados
separados como caso clinico, resultando em 29 pacientes a casuistica final do grupo com

HAL

A relagdo Feminino/Masculino foi de 3:1 para a HAI tipo 1 e 4:1 para a HAI
tipo 2. Os dados da distribui¢do de acordo com o sexo ¢ o tipo da doenca estdo descritos na
tabela 5. A idade média dos pacientes com HAI foi de 14,0+2,4 anos e o tempo médio de
acompanhamento entre a admissdo do paciente e a realizacdo deste estudo foi de 4,5+3,4
anos, o tempo minimo ¢ maximo de tratamento foram 0,1 e 14,4 anos, respectivamente. O

diagnostico da HAI teve como base os achados clinicos, laboratoriais e histologicos.

Tabela 5 — Distribuic¢ao dos pacientes com HAI conforme o sexo e o tipo da doenga

Tipo de HAI Feminino Masculino
N (%) N (%)
Tipo 1 16 (73) 6 (86)
Tipo 2 4 (18) 1(14)
Indeterminado 2(9) 0
Total 22 (100%) 7 (100%)

No grupo controle foram incluidos inicialmente 33 participantes, sendo 25 do
género feminino e 8 do género masculino, com a média da idade de 13,9+ 2,5 anos. Uma
participante do grupo controle foi excluida por apresentar evidéncia de doenca hepatica
pelos exames laboratoriais, sendo assintomatica do ponto de vista hepatico e encontra-se

sob investigagdo. Os resultados dos exames laboratoriais dessa paciente foram: PIVKA-II =
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2,45 ng/mL (normal até 2 ng/mL); ALT = 160,00 (normal até 23 U/L); AST = 123,00 U/L
(normal até¢ 35 U/L); FALC = 232,00 U/L (normal até¢ 390 U/L); GGT = 366,00 U/L
(normal até 33 U/L) e RNI = 1,04 (normal até 1,25).

4.2 Dados clinicos

Pelo escore de Child-Pugh utilizado para determinar a gravidade da doenca
hepatica, 27 pacientes (93%) foram classificados como A (intensidade leve), 2 pacientes
como B (intensidade moderada) e nenhum foi classificado como C (intensidade grave).
Dessa forma, nao foi possivel separar os pacientes em grupos de acordo com a gravidade da

doenca para analises estatisticas.

Na avaliagdo clinica nenhum paciente referiu ictericia, coluria, acolia fecal,
hematémese, equimose, melena, hematuria ou edema no dia da avaliacdo. Dois pacientes
relataram epistaxe, sendo que um referiu em volume moderado com melhora rapida 4 dias
antes da avaliagdo e outro epistaxe leve apds tomar sol. Os pacientes se apresentaram

corados, hidratados e com bom estado geral.

Em relagdo as doengas extra-hepaticas sendo de efeitos colaterais ao tratamento
medicamentoso ou ndo, a baixa densidade mineral 6ssea foi diagnosticada em 7 pacientes
(24%). As demais doencas extra-hepaticas foram observadas numa frequéncia variavel

conforme tabela 6 em apéndice.

Na tabela 7, ¢ possivel visualizar as doengas hepato-gastrointestinais
apresentadas pelos pacientes. Observa-se que 8 pacientes (27,6%) foram diagnosticados
com hipertensdo portal pela ultrassonografia. As demais doengas foram observadas numa

frequéncia variavel que sdo apresentadas na tabela 7 em apéndice.
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4.3 Medicamentos

Em relagdo ao tratamento com imunossupressores, todos pacientes estavam em
uso de prednisona associado a outro imunossupressor exceto dois pacientes (um por ser
caso novo e aguardava a azatioprina e outro por apresentar plaquetopenia secundaria a

azatioprina). O esquema terapéutico dos pacientes ¢ apresentado na tabela 8.

Tabela 8 — Esquema terapéutico imunossupressor dos pacientes com HAL

Imunossupressores N (%)
Prednisona + Azatioprina 15 (51,7)
Prednisona + Azatioprina + Ursacol 10 (34,5)
Prednisona em monoterapia 2(6,9)
Prednisona + Azatioprina + Ciclosporina + Ursacol 1(3,4)
Prednisona +Ciclosporina+ Ursacol 1(3,4)
Total 29 (100)

Ursacol - acido ursodesoxicolico.

Além do tratamento com imunossupressores, os pacientes utilizam outros
medicamentos para o tratamento de doencgas concomitantes. A relagao dos medicamentos se

encontra na tabela 9 em apéndice.

Dos 29 pacientes, 13 estavam em uso de Kanakion®. Na comparagdo da
PIVKA-II entre os pacientes que utilizaram e ndo utilizaram a vitamina, ndo houve
diferenca estatisticamente significante (p=0.3687). Os demais suplementos vitaminicos e

minerais prescritos encontram-se na tabela 10 em apéndice.
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4.4 Exames laboratoriais

No grupo de pacientes com HAI nao se observou paciente com bilirrubina
direta > 2 mg/dL, ndo sendo portanto possivel a divisdo em subgrupos de colestatico e ndo

colestatico.

Os participantes do grupo controle além da dosagem da PIVKA-II realizaram o
hemograma, coagulograma e aminotransferases para descartar a possibilidade de alguma
doenca hepatica. A distribui¢do dos dados referentes aos exames laboratoriais realizados
pelo grupo de pacientes e controle estdo demonstrados na tabela 11 e os valores de

referéncia se encontram no anexo 3.
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Tabela 11 — Comparagdo dos exames laboratoriais do grupo HAI e controle.

Exame Grupo HAI (n=29) Grupo controle (n=32) p*

laboratorial  Médiat+DP (min - max) Média+DP (min - max)
PIVKA-II 1,34 +0,43 (0,60 -2,42) 1,17 40,40 (0,62 -1,92) 0.0925
(ng/mL)
TP (seg) 15,73 +1,77 (13,40 - 19,70) 14,55 +1,03 (12,80 - 16,90) 0.0082
AP (%) 69,46 +12,84 (45,00 - 93,00) 81,19 £10,22 (60,00 - 100,00) 0.0005
RNI (seg) 1,26 +0,16 (1,05 -1,63) 1,13 +0,08 (1,00 - 1,33) 0.0006
TTPA (seg) 37,06 +3,72 (30,70 - 48,20) 36,09 +6,81 (25,30 - 59,80) 0.1446
R 1,29 40,13 (1,07 - 1,68) 1,20 40,24 (0,89 -2,10) 0.0008
AST (U/L) 52,03 +80,03 (12,00 - 443,00) 21,53 +4,72 (12,00 - 33,00) <0.0001
ALT (U/L) 53,38 +107,21 (4,00 - 588,00) 14,34 +5,70 (8,00 - 39,00) 0.0002
FALC (U/L) 183,28 +103,97 (48,00 - 531,0) 178,44 91,02 (57,00 - 381,00) 0.9673
GGT (U/L) 46,10 £31,75 (11,00 - 153,00) 15,25 +7,87 (6,00 - 50,00) <0.0001
Hb (g/dL) 13,33 +1,51 (10,60 -17,30) 13,42 +1,30 (11,70 - 17,50) 0.8228
Ht (%) 39,56 +3,67 (33,40 - 50,10) 39,99 +3,16 (35,0 - 49,10) 0.7126
PLQ (mm”) 191,41 +89,88 (28,00 - 363,00) 251,19 £53,51 (72,00 - 377,00) 0.0011
%euc}écitos 6,98 12,77 (2,33 -13,16) 6,89 +1,67 (3,69 - 10,27) 0.6912
mm”)

* Teste Mann-Whitney; p<0.05; n = nimero absoluto; DP = Desvio Padrao; min = valor

minimo; max = valor maximo.

No grupo HAI (n=29), o nivel plasmatico de PIVKA-II variou de 0,60 a 2,42

ng/mL (1,34+0,43), enquanto no grupo controle (n=32) variou de 0,62 a 1,92 ng/mL

(1,17+0,40), ndo havendo diferenca estatisticamente significante (p=0.0925). Por outro
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lado, se forem excluidos os pacientes que fizeram uso de vitamina K (13 pacientes) e
comparado o nivel plasmatico entre o grupo controle (1,17+0,40) e o grupo de HAI sem
uso de vitamina K (1,39+0,34), obtém-se diferenca significativa (p=0,043). Apenas dois
pacientes com HAI apresentaram valores acima de 2 ng/mL, um paciente estava no inicio
do tratamento da doenca com alteragdes no RNI = 1,49, ALT = 127 U/L, AST = 152 U/L,
GGT = 153 U/L, plaquetas = 28,00 x 10***/mm’ e apresentou uma ingestio inadequada de
filoquinona (33,9 pg/dia), que corresponde a 57% da porcentagem de adequacdo. O
segundo paciente apresentou coagulograma e aminotransferases normais € um baixo

consumo de filoquinona (18,6 pg/dia), que atingiu 31% da porcentagem de adequacao.

Observa-se na tabela 11 que houve diferenca estatisticamente significante entre
os dois grupos para os exames RNIL, R, TP, AP, plaquetas, ALT, AST e GGT. O RNI nos
pacientes com HAI variou de 1,05 a 1,63 com média de 1,26, sendo que dez (34,5%)
apresentaram RNI alargado. Oito pacientes (27,6%) apresentaram o R acima de 1,30. Onze
pacientes (37,9%) apresentaram plaquetopenia (valor abaixo de 150,00 x 10***/mm”) e trés

pacientes (10,3%) apresentaram leucopenia.

Em relacdo as aminotransferases, observou-se que 6 pacientes (20,7%)
apresentaram aumento da ALT e AST acima de 1,5 vezes o limite superior da normalidade
(LSN). Um paciente que ndo estava fazendo uso da medicagdo prescrita, sendo confirmado
pela dosagem da ciclosporina que nao foi detectdvel, apresentou um aumento de 24,6 vezes
acima do LSN para ALT e 15,4 para AST. Para a GGT, 3 pacientes (10,3%) apresentaram
aumento de 1,5 vezes o LSN e para a FALC, apenas um paciente apresentou aumento de

1,5 vezes o LSN.

Além do hemograma, coagulograma e aminotransferases, o grupo de pacientes
realizou os exames laboratoriais complementares descritos na tabela 12. Quatorze pacientes
(48,3%) apresentaram hipercolesterolemia, sendo nove com risco limitrofe de doenca
coronariana (170-199 mg/dL) e cinco, risco aumentado de doenca coronariana (> 200
mg/dL). Dois pacientes (6,9%) apresentaram valores dos triglicérides acima do desejavel.
Para o LDL colesterol, 11 pacientes (37,9%) apresentaram valores proximos do 6timo

(100-129 mg/dL). Dois (6,9%) pacientes apresentaram o valor de HDL menor do que o
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desejavel. Um paciente apresentou hipoalbuminemia, sete (24,1%) hipocalcemia e nenhum

teve alteracao no Pi.

Tabela 12 — Resultados dos exames complementares dos pacientes com HAI (n=29).

Exame Média Desvio Minimo Mediana Miaximo
laboratorial Padrio
Ca (MG/dL) 9,40 0,49 8,30 9,40 10,80
Pi (mg/dL) 4,16 0,48 3,30 4,20 5,20
COL (mg/dL) 167,41 31,32 111,00 172,00 223,00
HDL (mg/dL) 62,67 18,05 20,0 73,00 97,0
LDL (mg/dL) 88,56 21,80 40,0 87,00 123,0
VLDL (mg/dL) 16,19 7,05 6,00 15,00 36,00
TRIG (mg/dL) 80,89 35,35 28,00 73,00 178,00
ALB (g/dL) 4,33 0,49 3,10 4,39 5,00
BT (mg/dL) 1,12 1,08 0,34 0,77 5,99

A PIVKA-II foi correlacionada aos exames laboratoriais e ndo foi encontrada
nenhuma correlacdo com o RNI (p=0.21), R (p=0.06), BT (p=0.52), albumina (p=0.09),
TRIG (p=0.94), COL (p=0.14), Hb (p=0.53), Ht (p=0.30), Ca (p=0.69), TP (p=0.26), TTPA
(p=0.06), AP (p=0.21), ALT (p=0.55), AST (p=0.54), GGT (p=0.42), FA (p=0.47),
plaquetas (p=0.68).
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4.5  Avaliacdo antropométrica

Todos os participantes apresentaram altura adequada pelo indice
antropométrico A/l. Para o indice IMC/I no grupo com HAI, dezoito pacientes (62,1%)
estavam eutroficos, quatro (13,8%) com sobrepeso, sete (24,1%) com obesidade e nenhum
paciente foi classificado como desnutrido por este parametro. Na tabela 13 estdo descritos
os resultados em escore Z para os indices A/l e IMC/I por género para os pacientes com
HAI No grupo controle, vinte e trés pacientes apresentaram-se eutroficos (82,1%) e cinco
com sobrepeso (17,9%), em quatro participantes ndo foi possivel obter o peso e/ou estatura.
Na comparacao da variavel IMC/I entre o grupo HAI com o grupo controle, houve uma

diferenca estatisticamente significante (p=0.0180).

Tabela 13 — indices antropométricos dos pacientes com HAI, género masculino (n=7) e

feminino (n=22), em escore Z calculado pelo programa AntroPlus da WHO (2007).

Variaveis Género Média Desvio Minimo Maximo
padrio
A/l (escore Z)  Masculino -0,65 0,72 -1,77 0,13
Feminino 0,16 1,04 -1,67 2,36
IMC/I (escore Z) Masculino 0,66 1,57 -0,94 3,93
Feminino 0,79 1,06 -1,52 2,19

O porcentual de gordura corporal calculado pelo método de bioimpedancia
elétrica apresentou doze pacientes (41,4%) classificados como eutroficos, nove (31%) com
excesso de gordura corporal, sete (24,1%) com obesidade e um paciente com redugdo de

gordura corporal. Os valores descritivos da %GC, MLG e ACT estdo na tabela 14.
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Tabela 14 — Distribui¢do da %GC pela bioimpedancia elétrica, MLG e ACT nos pacientes
com HAI (n=29).

Desvio
Variaveis Média Minimo Maximo
padrio
%GC-BIA 27,2 7,3 12,0 45,0
MLG 40,1 9,7 25,4 76,4
ACT 29,3 7,1 18,6 55,9

A porcentagem de gordura corporal calculada pelas dobras cutaneas variou de 9
a 35% (25,9+7,8). Em dez pacientes (34,5%), foi observada a preservagdo de massa gorda,
oito (27,6%) com excesso de gordura corporal, oito (27,6%) em obesidade e trés pacientes

(10,3%) com redugdo de gordura corporal.

Avaliou-se a concordancia entre a classificacdo da %GC pelo método BIA e
dobras cutaneas (formula de Boileau) pelo coeficiente de Kappa Ponderado e o teste

mostrou uma boa concordancia entre os métodos (0.56) IC95% [0.32; 0.79].

A avaliagdo da AMB mostrou que 21 pacientes (72,4%) estavam com
preservacdo da massa magra, 3 (10,3%) em risco de deplecdo, 4 (13,8%) com aumento do
tecido muscular e apenas 1 (3,4%) em deplecdo. A média do grupo foi de 34,3 +7,7 cm2 e
variou de 23 a 58 cm2. Em relacdo a CMB, a média do grupo foi de 20,7 +2,2 cm e variou
de 17,0 a 27,0 sendo 27 pacientes (93,1%) classificados com preservacdo da massa magra,
1 (3,4%) em deplecdo e 1 (3,4%) com aumento do tecido muscular. Nao foi possivel

correlacionar a PIVKA-II com a AMB e CMB devido a frequéncia apresentada.

Na comparagdo da PIVKA-II com as medidas de composicdo corporal
categorizadas, observou-se uma significancia estatistica em relacdo ao IMC/I, CB e PCT

(tabela 15).
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Tabela 15 — Comparagao da PIVKA-II com as variaveis IMC/I, % GC-BIA, C, PCT e
AAB nos pacientes com HAI (n=29).

Variaveis Classificacao do estado n PIVKA-II Média p-valor *
nutricional (+DP) (ng/dL)
Eutrofia 18 1,23 (+0,39)
IMC/T i 0.0506
Excesso de peso 11 1,52 (+0,49)
Preservacio de massa gorda” 13 1,28 (+0,47) 02635
% GC- .
° Excesso de massa gorda® 16 1,39 (£0,41)
BIA
Preservagdo de massa magra 21 1,23 (£0,37)
CB o o 0.0205
Percentil acima da referéncia 8 1,64 (+0,47)
Preservagao de massa gorda 20 1,20 (+0,34) 0.0077
PCT :
Excesso de massa gorda 9 1,66 (+£0,45)
Preservagdo de massa gorda 19 1,18 (+0,34)
AAB 0.0038
Excesso de massa gorda 10 1,64 (+0,43)

* Teste Mann-Whitney; * pacientes classificados em sobrepeso e obesidade; ® incluido um

. - d . .
paciente com redugdo de gordura corporal; ““ pacientes em sobrepeso e obesidade.

Na correlagdo da PIVKA-II com os indices antropométricos em valores
absolutos, utilizando o coeficiente de correlagdo de Sperman, observou-se uma correlagao

significativa apenas com a PCT (r=0.45; p=0.02).

4.6  Avaliacio da ingestao alimentar

A ingestao alimentar dos pacientes com HAI foi avaliada utilizando-se o didrio
alimentar de trés dias. Um paciente com 8 anos foi agrupado a faixa etaria de 9-13 anos por

ser o unico representante.
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O diario alimentar de trés dias foi preenchido por 28 pacientes. Considerando-
se os valores individuais, 16 pacientes (57,1%) apresentaram uma ingestdo de filoquinona
inferior ao recomendado pelo Al conforme a idade. Quando se comparou a média da
ingestdo de filoquinona em grupos por faixas etdrias, todos atingiram a Al levando-se em
consideracdo o percentual de adequacao que foi de 85% na faixa etaria de 8-13 anos e 93%

na faixa etaria de 14-18 anos.

Em relagdo ao consumo de energia, individualmente 4 pacientes (14,3%)
tiveram uma ingestao inferior ao recomendado e 7 (25%) tiveram uma ingestdo acima de
120% da porcentagem de adequacdo para energia. A tabela 16 descreve a média do
consumo de energia e o recomendado para a faixa etaria. A média do consumo de energia
no grupo para ambos os géneros foi de 1895 Kcal, esse consumo apresentou uma

adequacdo de 104% em relagdo as recomendacdes energéticas pela DRI

Tabela 16 — Média da ingestdo energética de acordo com a faixa etaria no género

masculino e feminino e a média da recomendacao para o grupo pelo IOM (2005).

Género
Idade ) ..
Masculino Feminino
n Ingestdo Recomendacdo™* n Ingestdo  Recomendagdo™
8-13 anos 1 2714 1873 12 1802 1740
14-18 anos 5 2136 2139 10 1805 1757

n = nimero absoluto; * Recomendac¢ao de energia pelo IOM- Institute of Medicine (2005).

A tabela 17 apresenta a distribui¢cdo percentual de carboidrato, proteina e lipidio
em relacdo ao VET. Nota-se que a média da distribuicdo dos macronutrientes em relacao ao
VET atendeu as necessidades estabelecidas pela DRI. A média de ingestdao de carboidrato

foi de 260 +62g/dia, com valor minimo de 160 g/dia e valor maximo de 421g/dia. Para
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proteina, encontrou-se um consumo médio de 79 +22 g/dia sendo o valor minimo 32 g/dia e

o maximo 130 g/dia.

Tabela 17 — Distribui¢do percentual de carboidrato, proteina e lipidio no género masculino

e feminino (n=28).

Macronutriente Média +DP (min- max)

Carboidrato (%) 54,8 +6,3 (44,3-70,5)
Proteina (%) 16,7 3,5 (10,7-22,5)
Lipidio (%) 28,6 +5,1 (18,1-38.5)

n = numero absoluto; DP = Desvio Padrdo; min = valor minimo; max = valor maximo.

Comparou-se o nivel de PIVKA-II entre os pacientes que atingiram a Al para a
vitamina K (n=10) com os que nao atingiram (n=18) e ndo foi encontrada diferenca
estatisticamente significante entre os dois grupos (p=0.1873). Também, nao foi encontrada
correlacdo entre a PIVKA-II com a ingestdo de filoquinona (r=-0.29; p=0.14) e nem com a

ingestao energética (r=0.20; p=0.31).

4.7 Caso clinico

Para ilustrar a interferéncia do anticoagulante sobre o resultado da PIVKA-II, ¢
apresentado o seguinte caso, que foi excluido das andlises estatisticas: paciente do género
feminino, 14 anos, sem colestase, em acompanhamento ambulatorial por 2,8 anos devido a
HAI tipo 1, trombose de veia porta e hipertensao portal, em acompanhamento com a
Hematologia devido a sindrome de anticorpos antifosfolipides (SAAF ). Na avaliagao
clinica negou ictericia, coluria, acolia fecal, hematémese, equimose, melena, hemattria ou

edema. Relatou episodios de epistaxe e gengivorragia.
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Em uso de Kanakion® (tltima dose 26 dias antes da coleta de sangue),
prednisona 10mg/dia, azatioprina 50mg/dia, adtil 2 gotas/dia, vitamina E 1capsula/semana,

carbonato de célcio 600 mg/dia e varfarina sddica 5 mg/dia.

Os resultados dos exames laboratoriais foram: PIVKA-II = 722,9 ng/ml; ALT =
15,00 U/L; AST = 21,00 U/L; FALC = 112,00 U/L; GGT = 28,00 U/L; RNI = 1,71;
R = 1,15; TP = 21 segundos; AP = 42%; TTPA = 33,4 segundos; BT = 0,4 mg/dL;
ALB = 4,14 g/dL; HDL = 53 mg/dL; LDL = 109 mg/dL; VLDL = 22 mg/dL; COL = 184
mg/dL; TRIG = 109 mg/dL; plaquetas = 154,00 x 10**3/mm3; HB = 12,7 g/dl;
HT = 38,5%; Ca =9,4 mg/dL; Pi = 3,2 mg/dL.

Apresentou-se eutrofica para os indices antropométrico A/l (escore Z=-1,14) e
IMC/I (escore Z=0,58), e sobrepeso e obesidade pela porcentagem de gordura corporal pela

BIA e pelas pregas cutaneas, respectivamente.

Em relacdo a ingestdo alimentar, apresentou um baixo consumo de filoquinona,
percentual de adequacdo de 20%, a distribuicdo percentual de macronutrientes foi de 10%

para proteina, 55% para carboidrato e 35% para lipidios.
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A casuistica desse estudo relacionada a frequéncia de gé€nero e tipo de HAI
apresenta dados semelhantes aos de outros trabalhos (Maggiore et al., 1993; Czaja et al.,
1998; Ferreira et al. 2002). Nos 29 pacientes com HAI avaliados, a relagdo
feminino/masculino foi de 3:1 para a HAI tipo 1 e 4:1 para a HAI tipo 2, confirmando uma
predominancia no sexo feminino, assim como uma maior prevaléncia da HAI tipo 1.
Gregorio e col. (1997) em um relato de experiéncia de 20 anos de acompanhamento a
criangcas com HAI, também confirmaram o achado constante de predominancia no género
feminino tanto no grupo positivo para os autoanticorpos ANA/SMA (n=32) quanto no
grupo positivo para anti-LKM-1 (n=20), a relagdo feminino/masculino foi de 3:1 e 4:1,

respectivamente.

No presente estudo, 93% dos pacientes apresentaram a classificagdo A para o
escore Child-Pugh, indicando que a maioria dos pacientes apresenta um bom estado geral,
provavelmente devido ao controle da doenga pelo tempo de seguimento ambulatorial e

adesdo ao tratamento.

Algumas das doengas concomitantes presentes nos pacientes com HAI podem
ser devido aos efeitos colaterais das drogas utilizadas no tratamento, como a baixa

densidade mineral dssea e obesidade.

As alteracdes Osseas sao complicagdes comuns em varias formas da doenca
hepatica cronica. Na presente casuistica, observou-se baixa densidade mineral 6ssea em 7
(24,1%). Uma possivel causa para essa baixa densidade mineral Ossea seria o uso
prolongado de corticoide, que pode provocar uma perda 6ssea acelerada. Stellon e col.
(1985) realizaram um estudo para determinar a frequéncia de osteoporose em 36 pacientes
com HAI mantidos em corticoterapia. Desses pacientes, 47% tiveram evidéncia de uma
perda Ossea excessiva trabecular e/ou cortical, sendo sugerido o uso de célcio e vitamina D
no estagio inicial do tratamento da doenca. No estudo de Gregorio e col. (1997), dos 52

pacientes com HAI, apenas um apresentou osteoporose.

A vitamina K parece ter um efeito positivo contra o risco de fraturas. Hart e col
(1985) dosaram os niveis de filoquinona em pacientes com osteoporose, que haviam sofrido

fratura da coluna vertebral ou fratura do fémur. Nesses pacientes, os niveis da vitamina
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foram significativamente menores em comparagao ao grupo controle pareado por idade.
Cheung e col. (2008) realizaram um estudo randomizado, duplo cego, com 440 mulheres na
pos-menopausa, diagnosticadas com osteopenia. As participantes receberam uma dose de 5
mg/dia de vitamina K ou placebo. A densidade mineral dssea ndo aumentou nas pacientes
que receberam suplementacdo de vitamina K. Entretanto, houve uma reducao do risco de
fraturas, que ocorreu em apenas 9 pacientes, em comparacao a 20 pacientes do grupo que
recebeu placebo (p=0,04). Semelhantemente, em relacdo ao desenvolvimento de cancer, foi
menor no grupo suplementado (n=3), em relagdo ao grupo placebo (n=12) (p=0,02). A
suplementagdo didria ndo apresentou efeitos colaterais significantes e o nivel da vitamina
K; aumentou de forma significativa no segundo ano (2.0 nmol/l versus 22.6 nmol/l;
p<0.0001) e a porcentagem da ucOC apresentou reducdo significativa (-21.4 versus -2.0%;

p<0.0001).

Conforme apresentado em resultados, 24,1% dos pacientes apresentaram
obesidade pelo parametro IMC/I. Esse achado ¢ compativel com a %GC pela BIA e pelas
dobras cutineas que constatou obesidade em 24,2 e 27,6%, respectivamente. O excesso de
peso pode-se apresentar tanto pelo aumento da ingestdo caldrica quanto ao uso de

corticoide ou uma combinagdo de ambos.

A mudanca do padrao alimentar da populacao tem contribuido para o aumento
da obesidade, e as pessoas estdo substituindo os alimentos saudéaveis por alimentos com alto
valor energético e com baixo valor nutricional. Na infancia e adolescéncia, a ingestdo
calorica acima dos niveis necessarios pode ser prejudicial, levando a um aumento da
deposicao de gordura corporal, que ¢ um dos principais fatores de risco para as doencas

cronicas nao transmissiveis.

Um dos pacientes com obesidade foi diagnosticado com a sindrome metabdlica.
A sindrome metabdlica ¢ uma série de alteragcdes que aumentam o risco para doencas
cardiovasculares, representada pela hipertensdo arterial, dislipidemia e diabetes mellitus
tipo 2. Esses problemas estdo aparecendo cada vez mais na populacdo pediatrica (Reaven,

1988; Oliveira et al., 2004; Miranda et al., 2005).
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Dos 29 pacientes, 48,3% apresentaram hipercolesterolemia, 6,9% apresentaram
valores dos triglicérides acima do desejavel, 6,9% pacientes apresentaram o valor de HDL
menor do que o desejavel e nenhum paciente apresentou valores de LDL colesterol de risco
para doenca coronariana. A obesidade estd frequentemente associada a um estado
dislipidémico, na qual os triglicérides e o LDL estao elevados e as concentracdes de HDL

reduzidas (Sposito et al., 2007).

A obesidade ¢ responsavel por uma série de complicacdes e prejuizos a satde e
uma delas ¢ a esteatose hepatica que pode piorar o quadro de pacientes com HAIL A
esteatose hepatica ¢ caracterizada pelo acimulo de gordura no figado, principalmente
triglicerideos (Angulo, 2002). Tominagata e col. (1995) realizaram um estudo com 810
criancas japonesas de 4 a 12 anos, para determinar a prevaléncia da esteatose hepdtica na
populacao pediatrica. Os pesquisadores encontraram uma prevaléncia de 2,6% nas criangas,
sendo maior no género masculino (3,4%) do que no feminino (1,8%), mas sem
significancia estatistica (p=0.15) e foi encontrada uma forte correlagdo positiva entre a
esteatose hepatica e o IMC. Outros trabalhos tem encontrado uma frequéncia maior de
esteatose em pacientes obesos. Schwimmer e col. (2006) realizaram um estudo
retrospectivo, baseado em necropsias de 742 criangas ¢ adolescentes com idade entre 2 a 19
anos. A esteatose esteve presente em 13% das necropsias. A prevaléncia da esteatose
diferiu significativamente entre as racas e etnias, sendo de 10,2% nos asiaticos, 1,5% nos
negros, 11,8% hispanicos e 8,6% nos caucasianos. A prevaléncia ajustada pela idade,
género, raca e etnia foi estimada em 9,6% e a maior prevaléncia encontrada foi em criangas

obesas, sendo de 38%.

Em relagdo as aminotransferases, dos 14 pacientes que apresentaram niveis
alterados, cinco (17,2%) estavam obesos. O aumento das aminotransferases pode ocorrer
tanto em criangas com doenca hepatica cronica quanto em criangas obesas. Franzese e col.
(1997) realizaram um estudo com 72 criancas italianas obesas sem doenga hepatica cronica.
Os pesquisadores encontraram as aminotransferases elevadas em 18 criangas (25%), e pela
ultrassonografia encontraram 38 imagens compativeis com esteatose hepatica (53%). O

IMC percentual foi significativamente maior nos pacientes com esteatose do que no demais
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(167.3 +22.3 wversus 152.0 +16.2; p<0.002). Com a perda de peso, os pacientes

apresentaram melhora pelos parametros bioquimicos e ultrassonograficos.

Na avaliacdo nutricional, observa-se que os pacientes apresentaram estado
nutricional de eutrofia com tendéncia a obesidade, ndo sendo diagnosticada desnutricao
pelo indice antropométrico IMC/I, mas uma reducao de gordura corporal pelo método BIA
e dobras cutaneas, em 1 (3,4%) e 3 (10,3%) pacientes, respectivamente. Nenhum dos
pacientes apresentou déficit de crescimento pelo indice A/I. Ferreira et al. (2002) avaliaram
39 criancas e adolescentes com HAI e observaram uma reducdo estatisticamente
significante do escore Z A/l (p<0.05), no periodo de tratamento de 1 a 5 anos. Os

pesquisadores suspeitam que esse achado possa estar associado ao uso diario de corticoide.

Em um estudo publicado por Cortez e col. (2010) realizado com 37 criangas e
adolescentes com HAI constatou-se que 13/31 (41,9%) dos pacientes do género feminino
apresentavam valores superiores a 30% GC pelo método BIA e no género masculino um

paciente (16,7%) apresentou valor superior a 25% GC.

Saron et al. (2009) realizaram um estudo para avaliar os niveis séricos das
vitaminas lipossoluveis (A, D e E) e o estado nutricional em pacientes com atresia biliar e
HAI Em relacdo ao estado nutricional, os pacientes com HAI apresentaram mediana dos
valores em Z escore dentro da normalidade para os parametros de P/I, IMC, CB, DCT, area
adiposa do brago (AAB) e soma das pregas cutineas (SPC). Contudo, no grupo de
pacientes com atresia biliar todos os valores minimos se encontraram abaixo do Z escore -
2. Concluiu-se entdo, que os pacientes com atresia biliar apresentaram um déficit

nutricional grave quando comparado aos pacientes com HAI.

Estudos tém demostrado um aumento da obesidade em todas as classes sociais
em diferentes idades (Flegal et al., 1998, Nguyen et al., 2007; Carmo et al., 2007; Wang e
Lobstein, 2006). Na populacao brasileira, os dados recentes da Pesquisa de Orgamentos
Familiares (POF) realizada pelo Ministério da Saude (2010), nos anos de 2008-2009,
indicam que o nimero de criangas e adolescentes com excesso de peso aumentou. Os
inquéritos nacionais realizados em 1974-75, 1989 e 2008-09, mostram que no género

masculino, criangas (5 a 9 anos), o excesso de peso subiu 10.9, 15.0 e 34.8%,
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respectivamente; assim como a obesidade na frequéncia de 2.9, 4.1 e 16.6%,
respectivamente. Nesses inquéritos, no género feminino (5 a 9 anos), o excesso de peso
apresentou prevaléncia de 8.6, 11.9 e 32.0% e a obesidade prevaléncia de 1.8, 2.4 e 11.8%.
A tendéncia da evolugdo do excesso de peso e da obesidade também foi observada nos
adolescentes (10 a 19 anos). A partir dos inquéritos realizados em 1974-75, 1989, 2002-03
e 2008-09, no género masculino o excesso de peso apresentou um aumento continuo de 3.7,
7.7, 16.7 e 21.7%. Da mesma forma para a obesidade de 0.4, 1.5, 4.1 e 5.9%. Nos
respectivos inquéritos, o género feminino apresentou uma prevaléncia de excesso de peso

de 7.6, 13.9, 15.1, 19.4% e de obesidade 0.7, 2.2, 3.0 ¢ 4.0%.

No presente estudo, o que poderia estar ocorrendo ¢ que os pacientes com HAI
estdo acompanhando as mudangas do estado nutricional que estd ocorrendo na populagio
em geral. A maioria dos pacientes se encontra na classificacdo A do escore Child-Pugh e
1ss0 mostra que eles ndo apresentam complicagcdes que poderiam levar a uma perda de peso
e déficit no crescimento. Por outro lado, o uso de corticoide também poderia estar
contribuindo para o ganho de peso. O tratamento com os glicocorticoides a longo prazo
promove uma redistribui¢do caracteristica do tecido adiposo, que confere ao paciente o
classico aspecto de obesidade centripeta, com ganho de peso (Damiani et al., 2001).
Provavelmente, o aumento da ingesta caldrica tem uma participacdo maior porque a
maioria desses pacientes estava em uso de baixas doses de corticosteroides, uma vez que se

encontravam na fase de manuten¢ao do tratamento.

Os pacientes com HAI podem apresentar outras doengas autoimunes
associadas, dentre elas, as manifestagdes reumaticas: sindrome do anticorpo antifosfolipide,
artrite reumatoéide, sindrome de Sjogren, mononeurite multipla, pericardite e lupus
eritematoso sistémico, diabetes mellitus tipo 1, doenca inflamatoria intestinal, doenga
celiaca, e as doencgas colestaticas: colangite autoimune, colangite esclerosante primaria e
cirrose biliar primaria (Czaja, 1998; Koskinas et al., 1999; Katayama, 2000; Ben-Ari, 2001;
Czaja, 2001; Silva et al., 2002; Villalta, 2005; Czaja, 2007; May et al., 2007; Hovinga et al,
2010).
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Dentre as doengas autoimunes citadas, duas foram identificadas neste estudo, a

sindrome do anticorpo antifosfolipide (SAAF) e a colangite esclerosante autoimune.

A sindrome do anticorpo antifosfolipide (SAAF) ¢ uma desordem sistémica,
autoimune, que foi descrita originalmente por Hugles em 1983 em pacientes portadores de
lapus eritematoso sistémico. E caracterizada por trombose (arterial e/ou venosa), abortos
espontaneos de repeticdo e trombocitopenia. A SAAF pode ser de origem primaria ou
secundaria a outras doencas previamente existentes e apresenta uma maior prevaléncia no
género feminino (Cervera et al., 2002). O tratamento ¢ feito com anticoagulantes (varfarina
ou heparina) para os pacientes que ja apresentaram eventos tromboticos, com niveis
significantes de anticorpo antifosfolipide (AAF) e antiagregantes plaquetarios e

imunossupressores para o tratamento da doenga de base (Louzada et al., 1998).

Na literatura foram encontrados alguns relatos de casos, descrevendo a rara
associacdo da HAI com a SAAF, todos envolvendo pacientes adultos (Berker-Merok e
Nossent, 2005; Dourakis et al., 2001; Katayama et al., 2000; Tanaka et al. 2002; Hueber et
al., 2005).

Devido a dificuldade de mensurar a vitamina K, pesquisadores tém buscado
outros indicadores para estabelecer a deficiéncia vitaminica. As concentragcdes de
filoquinona plasmatica em individuos saudaveis em jejum varia 0,2 a 1,0 ng/mL (Sadowski
et al., 1989), sendo a concentragdo muito baixa em comparagdo a outras vitaminas
lipossoluveis, sendo 50 vezes menor do que a concentragcdo de vitamina D, 2 mil vezes
menor em relacao ao retinol e 200 mil vezes menor em relagdo ao tocoferol (Suttie, 1992).
Dessa forma, os autores tém procurado outros métodos para detectar a deficiéncia de

vitamina K, incluindo a PIVKA-IIL.

A expectativa da PIVKA-II ser mais sensivel que o RNI para detectar
deficiéncia subclinica da vitamina K tem sido descrita em alguns trabalhos. Mager et al.
(2006) realizaram um estudo para determinar a prevaléncia da deficiéncia de vitamina K
em criangas com doenca hepatica cronica leve a moderada. Os participantes foram
divididos em dois grupos, com colestese (n=43) e sem colestase (n=29). Observou-se que

houve diferenga significativa entre os grupos, sendo a PIVKA-II maior no grupo com
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colestase. Nesse grupo, 21 criancas (48%) apresentaram elevagdo da PIVKA-II e, desses

pacientes, somente dois apresentavam TP prolongado.

Rashid et al (1999) realizaram um estudo para diagnosticar a deficiéncia de
vitamina K em 98 pacientes com fibrose cistica, sendo 83 com insuficiéncia pancreatica.
Foi feita a dosagem da PIVKA-II e 78% dos pacientes com insuficiéncia pancredtica e
todos com FC associada a doenca hepética (cirrose biliar multifocal e hipertensao portal)
apresentaram niveis elevados de PIVKA-II. Esses resultados indicam a necessidade de uma
suplementagdo de rotina em todos pacientes com insuficiéncia pancreatica, independente do
grau de esteatorreia ou uso de antibioticos. Nesses pacientes com alteracao da PIVKA-II,
apenas 6 apresentaram TP prolongado. No subgrupo formado por 8 pacientes com fibrose
cistica avangada associada a doencga hepética, todos apresentaram PIVKA-II alterada, e trés

apresentaram TP prolongado.

No presente estudo, observou-se que ndo houve diferenga estatisticamente
significativa dos niveis plasmaticos de PIVKA-II entre o grupo de HAI e grupo controle.
Talvez uma explicacdo para esse fato seja que a maioria dos pacientes se encontra em um
estagio controlado da doenga (Child-Pugh A) sem colestase e alguns em uso de
Kanakion®. Nesse estudo, 2 pacientes apresentaram o nivel de PIVKA-II > 2 ng/mL, sendo
uma paciente diagnosticada com HAI no inicio do tratamento com aminotransferases
alteradas, e uma paciente com HAI que ndo apresentou alteragdes no coagulograma e nem
nas aminotransferases. Um outro caso que foi excluido da andlise estatistica apresentou
valores elevados porque estava em uso de varfarina que inibe a atividade da carboxilase-

vitamina K dependente.

Contudo, no grupo de HAI, 13 pacientes fizeram uso da vitamina K em
periodos varidveis no ultimo ano da coleta de dados. Se esses pacientes forem excluidos da
analise estatistica, observa-se uma diferenga significativa com PIVKA-II mais elevado no
grupo de pacientes com HAI que ndo fizeram uso de vitamina K. Considerando os valores
alterados, foram identificados 2 pacientes que apresentavam os seguintes valores de
PIVKA-IL: 2,06 e 2,42 ng/mL e ndo apresentavam colestase de acordo com o critério

estabelecido. Dessa forma, avaliando esse resultado e o fato de que metade dos pacientes
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com colestase podem apresentar PIVKA-II normal (Mager et al., 2006), o ideal seria a
dosagem desse indicador da deficiéncia de vitamina K para determinar em quais pacientes

estaria indicada a administracdo dessa vitamina e com que frequéncia.

O'Shaughnessy e col. (2003) realizaram um estudo para investigar a deficiéncia
de vitamina K em pacientes hospitalizados, ja que essa deficiéncia € a principal causa de
coagulopatia nesses pacientes. Foram avaliados 35 pacientes adultos (18 a 77 anos),
internados na unidade de tratamento intensivo. Na admissdo, foi feita a dosagem da
PIVKA-II, vitamina K, ferritina e coagulograma. O nivel plasmatico da vitamina K,
apresentou-se baixo em 15 pacientes (43%) e a PIVKA-II estava elevada em 12 (34%). Dos
17 pacientes com RNI alargado, somente 7 (41%) apresentaram PIVKA-II elevada. Os
autores sugerem que os achados de baixo nivel da vitamina K; e PIVKA-II normal em
alguns pacientes poderiam ser explicados pelo tempo necessario para que ocorra uma queda
dos estoques plasmaticos e hepaticos até ocorrer uma producao da PIVKA-II. E os achados
de vitamina K; (normal ou elevado) e nivel de PIVKA-II (elevado) poderiam ter ocorrido
devido a disfungdo hepatica, administragdo prévia da vitamina K ou ingestdo alimentar
recente de fonte da vitamina, j& que o tempo de meia vida da PIVKA-II ¢ de

aproximadamente 40 horas.

Os elevados niveis de PIVKA-II em pacientes com carcinoma hepatocelular
tem demostrado ser um bom marcador tumoral e ndo um marcador para a deficiéncia
vitaminica. Liebman e col. 1984 em um estudo com pacientes com carcinoma hepatocelular
detectaram uma média 900 ng/ml de PIVKA-II, e estes niveis ndo diminuiram mesmo apos
a administragdo de vitamina K. Este achado suge que a produgdo de PIVKA-II ndo era
devido a falta de vitamina K, mas sim ao defeito provocado pelos hepatdcitos malignos a
enzima carboxilase. Desde 1984, varios outros estudos foram realizados, utilizando
diferentes ensaios para detectar a PIVKA-II em pacientes com carcinoma hepatocelular
(Nakao et al., 1991; Sakon et al., 1991; Suehiro et al., 1994; Grosley et al., 1996). No
presente estudo, ndo foi observada diferenca significativa dos niveis plasmaticos de
PIVKA-IIL, no grupo de pacientes que receberam Kanakion® e os ndo receberam. Esse
resultado pode ser decorrente do tempo de efeito da suplementagdo vitaminica, embora nao

fosse possivel fazer analises estatisticas pelo fato da amostra ser pequena, os pacientes que
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receberam Kanakion® a menos de 25 dias antes da coleta de sangue apresentaram niveis

mais baixos de PIVKA-II.

Para os pacientes com HAI ndo existe uma dieta especifica. O ideal ¢ manter
uma dieta saudavel e balanceada para evitar as complica¢des nutricionais. O uso de bebida
alcodlica deve ser evitado, pois pode piorar a doenca hepatica, mesmo em pequenas
quantidades. Como a maioria dos pacientes deste estudo estava compensada (eutroficos
com tendéncia para a obesidade) optou-se por ndo utilizar o adicional energético de 30%,

proposto para pacientes com doencas hepaticas cronicas (Bavdekar et al., 2002).

A avaliagdo da ingestdo de filoquinona pelo diario alimentar demostrou que
57,1% dos pacientes apresentam uma ingestdo inadequada, mas deve-se levar em conta que
os valores de menaquinona nos alimentos ndo foram computados, por ndo estarem
disponiveis em tabelas de composicio quimica dos alimentos. A tabela utilizada foi
desenvolvida pelo departamento de agricultura dos Estados Unidos, € uma das limitagcdes
na avaliagdo ¢ que essa tabela pode ndo representar as concentragcdes de filoquinona em
alimentos produzidos em solo brasileiro. De acordo com Booth et al. (1993), a
concentragdo de filoquinona pode ser influenciada por diversos fatores, dentre eles, a
estacdo do ano, clima, local geografico e a fertilizagdo do solo, e a distribuicdo de
filoquinona nas plantas nao ¢ uniforme, sendo encontrado maiores concentragdes nas folhas
externas do que nas internas. Além disso, a biodisponibilidade de vitamina K pode ser

influenciada pelo uso de gorduras no preparo do alimento (Birgit et al., 1996).

Na avaliacdo nutricional, observou-se uma relagdo entre os niveis plasmaticos
de PIVKA-II com os parametros antropométricos que avaliam a gordura corporal. Shea e
col. (2010) realizaram um estudo para determinar a associa¢do da vitamina K com a
gordura corporal em homens e mulheres idosos. Os pesquisadores encontraram uma
associacdo inversa entre a %GC e a filoquinona plasmadtica, principalmente em mulheres
com maiores valores de gordura corporal. Uma associagdo positiva foi observada entre a
%GC e a concentragdo plasmatica de PIVKA-II, tanto em homens quanto em mulheres. O
maior nivel de filoquinona em tecido adiposo (subcutineo e visceral) com o aumento da

gordura corporal parece ser um risco para deficiéncia de vitamina K em adultos idosos.
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Em conclusao, observou-se diferenca entre os valores de PIVKA-II entre o
grupo de pacientes com hepatite autoimune sem uso de vitamina K e grupo controle. O
estado nutricional desses pacientes foi bom, sendo classificada a maioria como eutroficos,
ndo havendo nenhum paciente desnutrido. Outros estudos sdo necessarios para melhor
defini¢do do status da vitamina K em pacientes com hepatite autoimune, devendo haver um
grupo de pacientes com colestase e sem colestase e numero suficiente de pacientes nas
diferentes categorias da classificagdo de Child-Pugh. Adicionalmente, seria importante a
investigacdo de esteatorreia nesses pacientes e dosagem dos fatores que influenciam no
resultado do RNI: os fatores dependentes de vitamina K (II, VII e X) e dos fatores nao

dependentes de vitamina K (I e V).

Os resultados do presente trabalho e os de Shea e col. (2010) relacionados com
a associacao de gordura corporal com vitamina K sdo importantes e outras pesquisas devem
ser estimadas nessa area para confirmar essa relacdo tendo em vista a aplicabilidade em

mulheres idosas obesas ¢ em criancas e adolescentes obesos.
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Para a populacdo com hepatite autoimune estudada, conclui-se que:

1. Nao houve diferenca significativa nos niveis plasmaticos de PIVKA II entre
os pacientes com HAI e os controles. Contudo, o grupo de pacientes com HAI sem uso de
vitamina K apresentou valores de PIVKA-II superiores ao grupo controle, sendo

estatisticamente significante.

2. Nao houve diferenga estatisticamente significante entre os pacientes que

receberam suplemento de vitamina K e os que ndo receberam.

3. Houve diferenca estatisticamente significante para os exames TP, plaquetas,

R, RNI, AP, ALT, AST e GGT entre os pacientes com HAI e grupo controle.

4. Nao houve correlagao da PIVKA-II com o RNI, R, colesterol, triglicérides,

albumina e hemoglobina e plaquetas.

5. A média da ingestdo dietética de carboidrato, proteina e lipideo no grupo de
pacientes esteve dentro das recomendacdes. A ingestdo de filoquinona apresentou-se

inferior ao recomendado em cerca de metade dos casos.

6. A PIVKA-II apresentou relacdo estatisticamente significante com os
parametros antropométricos PCT, IMC, CB e AAB, sendo mais elevada nos pacientes com

maior valor de gordura corporal.

7. Nao houve correlagdo da PIVKA-II com a ingestdao alimentar de filoquinona

e ingestdo energética.

8. O estado nutricional dos pacientes com hepatite autoimune pelas curvas de
crescimento da WHO (IMC/I), a maioria foi classificado como eutroficos, 1/3 com excesso
de peso e ndo houve pacientes desnutridos. Todos pacientes apresentaram estatura

adequada para a idade pelo indice antropométrico A/L

9. Houve concordancia de resultados de porcentagem de gordura corporal

obtido pela BIA e pelas dobras cutaneas.
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ANEXO 1 — PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fem.unicamp br/pesquisa/etica/index.html

CEP, 04/06/08.
(Grupo III)

PARECER CEP: N° 301/2008 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0233.0.146.000-08

I- IDENTIFICACAO:

PROJETO: “NIVEIS PLASMATICOS DE PIVKA-II EM PACIENTES COM HEPATITE
AUTO-IMUNE”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Michelle de Oliveira Torres Sundell

INSTITUICAO: Hospital das Clinicas / UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 08/05/2008

APRESENTAR RELATORIO EM: 27/05/09 (O formulério encontra-se no sife acima)

11 - OBJETIVOS

Determinar os niveis plasmaticos de PIVKA-II em pacientes com hepatite auto-imune,
atendidos no Ambulatoério de gastroenterologia pediatrica do Hospital das Clinicas / UNICAMP.
Relacionar estes dados com o estado nutricional, a ingestdo de micronutrientes, os dados da
densitometria ossea e de coagulograma. Comparar os dados do grupo de pacientes com 0 grupo
controle.

111 - SUMARIO

Projeto de mestrado. A vitamina K atua como co-enzima na sintese de varias proteinas
envolvidas na coagulagdo sanguinea e no metabolismo 6sseo. A doenga hepatica cronica pode
resultar em mal absor¢do de lipideos e conseqiiente quadro de deficiéncia de vitamina K.
Tecnicamente, ¢é dificil a mensuragio deste composto no plasma, por isso recorre-se a dosagem
de algumas proteinas descarboxiladas e, entre estas, a PIVKA-IL Assim, o objetivo do presente
estudo sera determinar os niveis plasmaticos desta proteina em pacientes com hepatite auto-
imune, visando estimar a necessidade de suplementacdo adequada de vitamina K, de forma a
melhorar seu estado nutricional, da taxa de crescimento e da qualidade de vida.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O projeto encontra-se adequado a Resolugdo CNS/MS 196/96 e suas complementares,
bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso €
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem

Comité de Etica em Pesquisa - UNLCAMP

Rua: Tessalia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX  (019)3521-7187
13084-971 Campinas - SP ceprafem.unicamp.br
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fem unicamp.br/pesquisa/ctica/index.html

restrigdes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

O contetido e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e néo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item 1V.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item 1V.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item II1.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4)) E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagio ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou IT apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também a mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item 111.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VI - DATA DA REUNIAO
Homologado na V Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 27 de maio de 2008.

AT
Profa. Dra. Q'(ngji‘en Sil ertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessilia Vieira de Camargo, 126 I'ONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019)3521-7T187
13084-971 Campinas — SP ceprafem.unicamp.br
w D=
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ANEXO 2 — SISTEMA DE ESCORE PARA O DIAGNOSTICO DE HAI

Parametros Escore

Sexo
Feminino +2

Bioquimica hepdtica
Relagdo de elevagdo acima dos valores normais de FA/AST

ou ALT

<L,5 +2
1,5-3,0 0
>3,0 -2

Niveis séricos de globulinas ou gama-globulinas ou IgG

(numero de vezes acima do limite normal)

>2,0 +3
1,5-2,0 +2
1,0-1,5 +1
<10 0

Auto-anticorpos (titulos por IFI em cortes de rato)
ANA, SMA, anti-LKM1 -1

>1/80 +3
1/80 +2
1/40 1
< 1/40 0
AAM

positivo -2
Criangas com titulos < 1/80, principalmente anti-LKM 1 +1

Marcadores virais (VHA, VHB, VHC, CMV, EB)

Positivo -3
Negativo +3

Historia de drogas (recente ou uso continuo

ou suspeita de drogas hepatotoxicas)

positiva -4

negativa +1
Consumo alcodlico

< 25g/dia +2

> 60g/dia -2
Histologia

Hepatite por interface +3

Rosetas de hepatdcitos +1
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Infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario acentuado
Nenhum dos acima

(Continuacdo)
Alteragoes biliares
Outras alteracdes: granulomas, siderose e depositos
de cobre sugestivos de diferente etiologia

Outras doencas auto-imunes
(paciente ou familiares de primeiro grau)

Outros parametros opcionais adicionais
soropositividade para outro auto-anticorpo definido
PANCA, anti-citosol-1, anti-SLA, anti-ASGP-R,
anti antigeno de membrana plasmatica de hepatocito
humano ou glico-esfingolipide da membrana
plasmatica de hepatdcitos, anti-sulfatide

Marcadores genéticos
HLA DR3 ou DR4 (outros HLA de diferentes
populagdes podem ser considerados)

Resposta terapéutica
completa
recaidas

+1
-5

+2

+2

+1

+2
+3

Interpretacio do escore:
1. Pré- tratamento:
a. Definitivo >15

b. Provavel 10-15

2. Pos-tratamento:
a. Definitivo >17

b. Provavel 12-17
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ANEXO 3 — VALORES DE REFERENCIA ADOTADOS PELO
LABORATORIO DO HOSPITAL DE CLiNICAS DA UNICAMP

ALANINA AMINOTRANSFERASE - ALT

Prematuro: <28 U/L

1 dia: <31 U/L

2 a5 dias: <52 U/L

6 dias-6 meses: < 60 U/L

7 meses-lano: <57 U/L

1 ano - 12 anos: <39 U/L

13-17 anos: Homem: <26 U/L

Mulher: <23 U/L

Adulto: Homem: < 50 U/L

Mulher: <34 U/L

ASPARTATO AMINOTRANSFERASE - AST

Prematuro: < 64 U/L

1 dia: <122 U/L

2a5dias: <110 U/L

6 dias a 6 meses: < 84 U/L

7 meses a 1 ano: < 89 U/L

1 a3 anos: <56 U/L

4 a 6 anos: <52 U/L

7 al2anos: <51 U/L

13 a 17 anos: Homem: < 35 U/L
Mulher: <27 U/L

Adulto: Homem: <33 U/L

Mulher: <27 U/L

BILIRRUBINA TOTAL - BT
1 dia: < 6,0 mg/dL

2 dias: < 7,0 mg/DI

3 a5 dias: < 12,0 mg/dL
Criancgas e Adultos: < 1,0 mg/dL

GAMA GLUTAMILTRANSFERASE - GGT
Prematuro: <257 U/L

1 dia: <151 U/L

2 a5 dias: <185 U/L

6 dias a 6 meses: <204 U/L

7 meses a 1 ano: <34 U/L

1 a3anos: <18 U/L

4 a 6 anos: <23 U/L

7al2anos: <17 U/L
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13 a 17 anos: Homem: <45 U
Mulher: <33 U/L
Adulto: Homem: <71 U/L
Mulher: <42 U/L

COLESTEROL TOTAL

de 2 a 19 anos: <170 mg/dL

> ou =20 anos: <200 mg/dL

Risco Limitrofe de doenga coronariana:

de 2 a 19 anos: 170 - 199 mg/dL

> ou = 20 anos: 200 - 239 mg/dL

Risco Aumentado de Doenca Coronariana:
de 2 a 19 anos: > ou = 200 mg/dL

> ou = 20 anos: > ou = 240 mg/dL

HDL-COLESTEROL

<10 anos: desejavel > ou = 40 mg/dL
10 a 19 anos: desejavel > ou = 35 mg/dL
Adulto: desejavel > ou = 40 mg/dL
Otimo: > 60 mg/dL

TRIGLICERIDES

<10 anos: desejavel < ou = 100 mg/dL

de 10 a 19 anos: desejavel < ou = 130 mg/dL

> ou = 20 anos: desejavel < ou =150 mg/dL

Fator de Risco Aumentado de Doenca Coronariana:
<10 anos: > 100mg/dL

de 10 a 19 anos: > 130 mg/dL

> ou = 20 anos: > 150 mg/dL

LDL COLESTEROL

Otimo: < 100 mg/dL

Proximo do 6timo: 100 - 129 mg/dL

Doencga Coronariana

Risco Levemente Aumentado: 130 - 150 mg/dL
Alto Risco: 160 - 189 mg/dL

Risco Muito Alto: > ou = 190 mg/dL

ALBUMINA

<ou=4dias: 2,8 a4,4 g/dL

5 dias a 14 anos: 3,8 a 5,4 g/dL
15a 18 anos: 3,2 a4,5 g/dL
Adulto: 3,4 24,8 g/dL
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BILIRRUBINA DIRETA
Até 0,30 mg/dL

BILIRRUBINA TOTAL

Prematuros a partir de 1 dia: < 6,0 mg/dL
2 dias: < 7,0 mg/dL

3 a5 dias: < 12,0 mg/dL

Criangas e Adultos: < 1,0 mg/dL

CALCIO TOTAL

Prematuro: 7,6 - 10,0 mg/dL

2 meses a 1 ano: 8,4 - 10,8 mg/dL
1 a4 anos: 8,4 a 10,4 mg/dL

5a 20 anos: 9,2 - 11,0 mg/dL

21 a 50 anos: 8,8 - 10,2 mg/dL

> 50 anos: 8,4 - 9,7 mg/dL

FOSFATASE ALCALINA

1 dia: <250 U/L

2 a5 dias: <231 U/L

6 dias a 6 meses: <449 U/L

1 a3 anos: <281 U/L

4 a 6 anos: <269 U/L

7 a 12 anos: <300 U/L

13 a17 anos: Homem: <390 U/L
Mulher: < 187 U/L

Adulto: Homem: < 129 U/L

Mulher: <104 U/L

EXAME: HMG
WBC(4,0 - 10,0)
RBC(H:4,5-6,1 / M:4,2-5,4)
HGB(H:14-18 / M:12-16)
HCT(H:42-52 / M:37-47)
MCV(H:80-96 / M:81-99)
MCH(27 - 32)

MCHC(32 - 36)

RDW(10 - 15)

PLT(150 - 400)

PDW(0 - 18)

BAST(0 - 0,7)

SEG(2,0 - 8,0)

LINF(1,0 - 4,0)
MONO(0,2 - 1,0
EOSINO(0 - 0,5)
BASO(0 - 0,15)
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FOSFORO INORGANICO
Prematuro: 4,0 - 8,8 mg/dL

<30 dias:

1 a 3 meses:

4 a1 ano:

13 meses a 2 anos:

2 a 13 anos:

14 a 16 anos:

17 a 18 anos:

sexo feminino: 3,0 - 8,0 mg/dL
sexo masculino: 2,7 - 7,2 mg/dL

Mulher: 3,0 - 7,5 mg/dL
Homem: 3,0 - 6,8 mg/dL

Mulher: 2,5 - 7,0 mg/dL
Homem: 3,0 - 6,9 mg/dL

Mulher: 3,0 - 6,5 mg/dL
Homem: 2,5 - 6,4 mg/dL

Mulher: 2,5 - 6,0 mg/dL
Homem: 3,0 - 6,0 mg/dL

Mulher: 3,0 - 5,6 mg/dL
Homem: 3,0 - 5,4 mg/dL

Mulher: 3,0 - 4,8 mg/dL
Homem: 3,0 - 5,2 mg/dL

Adultos: 2,7 - 4,5 mg/dL

RNI até 1,25

TTPA 30,70 segundos

R até 1,30

PIVKA-II < 2 ng/ml
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APENDICE 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO -1

Projeto - Niveis plasmaticos de PIVKA-II em pacientes com hepatite autoimune
e Pesquisadores: Michelle de Oliveira Torres Sundell e Prof. Dr. Gabriel Hessel

e Paciente: HC:

e Idade: DN:

e Endereco:

B, e , declaro por livre e
espontanea vontade permitir a participagao A€ .....cccocveevieeiiieiiieiienieseenee et neste
estudo que sera feito para investigar se ha necessidade do paciente receber a suplementagido de
vitamina K . Quando o paciente comparecer para fazer a coleta de sangue por puncdo de veia
periférica, para as analises de rotina, serd solicitado a coleta de 4 a 5 ml de sangue a mais,
necessitando para isso, vir ao hospital em jejum feito durante 8 horas. Queremos dizer ainda que
sera realizado o exame densitometria 0ssea para verificar a qualidade dos ossos do paciente e os
exames antropomeétricos peso, altura, pregas da pele e bioimpedancia, ndo oferecendo nenhum risco
a integridade fisica da crianca ou adolescente. Serdo feitos inquéritos alimentares por meio do didrio
alimentar de trés dias que serd preenchido em casa e o recordatorio habitual e questionario de
frequéncia alimentar que serdo preenchidos durante a consulta. Os exames serdo realizados no
mesmo dia em que o paciente comparecer ao ambulatorio para fazer a rotina de evolugdo do
tratamento, seja consulta clinica ou exames. Essa investigagdo ndo acarretara gasto de dinheiro e
nem riscos a saude do paciente. Os dados coletados ndo constardo nome do paciente para
publicagdes tendo uma garantia de total sigilo por parte dos pesquisadores.

Recebi orientacdo que nido receberei remuneracio em troca da participacio e que
posso desistir no momento em que desejar, mesmo apos a assinatura deste termo. E que a
desisténcia nio acarretari em alteracio nos cuidados médicos e orientacdes que venho
recebendo. E receberei uma copia deste termo assinado em trés vias.

De acordo,
Pai ou responsavel pelo participante:
Michelle de Oliveira Torres Sundell Tel.(19) 8176-4590:
Prof. Dr. Gabriel Hessel Tel. (19) 3521-7193:
Comité de Etica em Pesquisa Tel. (19) 3521-8936.

, de de 2009.
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APENDICE 2- DIARIO ALIMENTAR DE TRES DIAS

Nome: HC:

Como preencher o diario:

Primeira coluna anotar o horario e a refeicdo (café da manha, lanche da manha,
almoco, lanche da tarde, jantar, ceia, e beliscos).

Segunda coluna anotar os petiscos, bebidas, alimentos e preparacdes (cozido,
grelhado, assado ou frito).

Terceira coluna anotar a medida que foi usada e/ou recipiente, como por exemplo:
copos, colheres, xicaras, pratos, garfadas, gramas (g) ou mililitros (mL) das embalagens.

Quarta coluna anotar o local da refeicao se foi em casa ou na escola.

Michelle O. T. Sundell
Nutricionista
(19) 8176-4590

sundell@fcm.unicamp.br
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Primeiro Dia — data:

/

Refeicao/Hora

Alimento/Bebida Preparacao

Quantidade

Local
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Segundo Dia — data:

/

Refeicao/Hora

Alimento/Bebida Preparacao

Quantidade

Local
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Terceiro Dia — data: /

Refeicao/Hora

Alimento/Bebida Preparacao

Quantidade

Local
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APENDICE 3 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - 11

Projeto - Niveis plasmaticos de PIVKA-II em pacientes com hepatite autoimune

e Pesquisadores: Michelle de Oliveira Torres Sundell e Prof. Dr. Gabriel Hessel

e Paciente: HC:
e Idade: DN
e Endereco: Fone:
B, et , declaro por
livre e espontanea vontade permitir a participacdo de

................................................................................... neste estudo como grupo controle. Esse estudo
sera feito para investigar os niveis da vitamina K. Quando o paciente comparecer ao ambulatorio
para fazer a rotina de evolugdo do tratamento, seja consulta clinica ou exames, sera solicitada a
coleta de sangue (feito por puncdo de veia periférica, total de 4 a 5 ml), necessitando para isso, vir
ao hospital em jejum feito durante 8 horas. Queremos dizer ainda que serdo realizados os exames
antropométricos (peso, altura, pregas da pele e bioimpedancia) ndo oferecendo nenhum risco a
integridade fisica da crianca. Serdo feitos inquéritos alimentares por meio do didrio alimentar de trés
dias que sera preenchido em casa e o recordatorio habitual e questionario de frequéncia alimentar
que serdo preenchidos durante a consulta. Essa investigagdo nao acarretara gasto de dinheiro e nem
riscos a saude do paciente. Os dados coletados ndo constardo nome do paciente para publicagdes
tendo uma garantia de total sigilo por parte dos pesquisadores.

Recebi orientacdo que nio receberei remuneragcio em troca da participacio e que
posso desistir no momento em que desejar, mesmo apds a assinatura deste termo. E que a
desisténcia ndo acarretara em alteracio nos cuidados médicos e orientacdes que venho
recebendo. E receberei uma copia deste termo assinado em trés vias.
De acordo,
Pai ou responsavel pelo participante:
Michelle de Oliveira Torres Sundell Tel. (19) 8176-4590:
Prof. Dr. Gabriel Hessel Tel. (19) 3521-7193:
Comité de Etica em Pesquisa Tel. (19) 3521-8936.

, de de 2009.
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APENDICE 4 - FICHA PARA COLETA DE DADOS

I- Identificaciao

Nome: HC:
Nome do Responsavel:

Data de Nascimento: Idade:

Sexo: () F ()M Data: /

II- Historico Clinico

HAItipo I () tipo 11 () ndo classificado ()
Critério de diagndstico: bidpsia () sim () nao
Biodpsia n° Data: / /

Outras doengas associadas:

Inicio do tratamento: / /

ITI- Quadro Clinico Atual

13

Ictericia () sim () ndo
Coluria () sim () nao
Acolia fecal () sim () ndo
Hipocolia fecal () sim () nao
Epistaxe () sim () ndo
Hematémese () sim () nao
Equimoses () sim () ndo
Melena () sim () nao
Hematuria () sim () ndo
Ascite () sim () nao
Edema () sim () nao
Diarreia () sim () ndo
Esplenomegalia () sim () ndo
IV- Medicamentos
Nome: Dose:
Nome: Dose:
Nome: Dose:
Nome: Dose:
Fez uso da vitamina K (Kanakion®)?
() sim () ndo
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Ultima dose: / /

V- Antropometria Data da avaliagdo: / /

Peso(kg)

Altura (cm)

Circunferéncia braquial (cm)

Area adiposa do brago (AAB)
Circunferéncia muscular do brago (CMB)
Area muscular do brago (AMB)
Prega cutanea tricipital (PCT)
Prega cutanea subescapular (PCSE)

Bioimpedancia elétrica:

Resisténcia

Reactincia

VI- Exames Laboratoriais coleta: / /
Hb COL
Ht HDL
VCM LDL
HCM VLDL
CHCM TRIG
Linfocitos RNI
Leucécitos R
Segmentados AST
Mondcitos ALT
Eosinoéfilos FALC
Basofilos GGT
PLQ BT
ALB BD
Ca BI

Pi

VII- Resultado da analise PIVKA-II

Coleta do sangue / / Andlise laboratorial: /

Resultado:
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VIII- Questionario de frequéncia alimentar

Data

/ /

ALIMENTO

Diario

Semanal

Quinzenal

Mensal

Raramente

Nao come

Frutas

Abacate

Péra

Suco natural

Suco artificial

Refrigerante

Leite

logurte

Requeijao

Queijo

Yakult

Verduras

Legumes

Broécolis

Couve

Couve-flor

Espinafre

Agrido

Alface

Salsa

Folha de nabo

Nabo

Tomate

Repolho

Pepino

Mandioca

Lentilha

Arroz

Feijao
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Macarrao

Pao

Cereal

Oleo de soja

Oleo de
canola

Oleo figado
bacalhau

Margarina

Manteiga

Frituras

Presunto

Azeite

Ovo

Figado de boi

Figado de
galinha

Figado de
porco

Peixe

Sardinha
enlatada

Frango

Carne de
porco

Carne de boi

Achocolatado

Doces

Balas

Pizza

Sanduiche

Café
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APENDICE 5 — Tabela 6

Tabela 6 — Discriminagdo e porcentagem das doengas extra-hepaticas apresentadas pelos

pacientes com HAL

Doencas extra-hepaticas N(%)
Baixa densidade mineral 0ssea 7 (24,1)
Sinusite 2(6,9)
Alopecia 1(3,4)
Pélipo nasal 1(3,4)
Pitiriase versicolor 1(3,4)
Enxaqueca 1(3,4)
Leucopenia e plaquetopenia anteriores a azatioprina, 1(3,4)
Leucopenia e plaquetopenia secundaria a azatioprina 1(3,4)
Catarata secundaria a corticoterapia 1(3.4)
Hipotireoidismo, tireoide sublingual ectopica 1(3,4)
Conjuntivite 1(3,4)
Prurido 1(3,4)
Esquistossomose 1(3,4)
Insuficiéncia Mitral leve 1(3,4)
Hematuria microscépica 1(3,4)
Estrabismo divergente (Necrose cabeca fémur) 1(3,4)
Agenesia antebrago (secundario a brida amnidtica) 1(3,4)
Hipogamaglobulinemia (IgA) 1(3.4)
Sindrome plurimetabdlica 1(3,4)
Hipoplasia MO 1(3,4)
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APENDICE 6 — Tabela 7

Tabela 7 — Discriminagdo e porcentagem das doencas hepato-gastrointestinais.

Doencas hepato-gastrointestinais N (%)
Hipertensao portal 8(27,6)
Constipacao intestinal funcional 5017,2)
Gastrite cronica 1(3,4)
Gastrite HP 1(3.4)
Litiase Biliar 13.4)
Trombose de Veia Porta 1(3,4)
Esofagite (grau B Los Angeles) 1(3,4)
Colite autoimune/colangite autoimune (sindrome mista) 1(3,4)

Apéndices

148



APENDICE 7 — Tabela 9

Tabela 9 — Medicamentos prescritos aos pacientes com HAI devido as doencas

concomitantes.

Medicacao N (%)
Omeprazol 7 (24,1)
Ranitidina 3(10,3)
Hidroclorotiazida 2(6,9)
Propranolol 1(3.4)
Mesalazina 1(3.4)
Captopril 1(3,4)
Metformina 1(3,4)
Hidréxido de magnésio 1(3,4)
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APENDICE 8 — Tabela 10

Tabela 10 — Vitaminas e minerais prescritos aos pacientes com HAL

Medicacao N (%)
Carbonato de Calcio 24 (82,8)
Ad-til / Vitamina A e D 15 (51,7)
Kanakion 13 (44,8)
Vitamina E 7 (24,1)
Polivitaminico e polimineral 7 (24,1)
Sulfato de Zinco 4(13,8)
Polivitaminico 3 (10,3)
Vitamina D 3 (10,3)
Sulfato Ferroso 1(3,4)
Calcio 1(3,4)
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