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RESUMO

A doenca hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA) é conhecida por ser associada a
resisténcia insulinica, aterosclerose e baixos niveis de IGF-1. Descrevemos uma coorte com
deficiéncia isolada de GH (DIGH) devido a mutagdo c.57+1G—A no gene do receptor do
hormonio liberador do GHRH com obesidade visceral, sensibilidade a insulina (SI),
aumentada mas com aterosclerose tardia e longevidade normal. Formulamos a hipotese de que
apesar da obesidade visceral, a DHGNA seria ausente ou leve, devido o aumento da SlI. O
objetivo do presente trabalho é avaliar a frequéncia e severidade da DHGNA na DIGH.
Estudamos 22 adultos com DIGH e 25 controles (CO), pareados por idade e género. A
DHGNA foi avaliada por um painel abrangente da funcdo hepéatica e um padrdo
ultrassonografico hiperecogénico (HP), codificado como 0 = ausente; 1 = leve; 2 = moderada;
e 3 = grave. Em compara¢do com CO, individuos com DHGNA apresentaram concentraces
menores de IGF - | (p < 0,0001), maior colesterol total (p = 0,027), reduzido tempo de
protrombina (p = 0,017), e valores semelhantes de tempo de tromboplastina parcial ativado e
do fibrinogénio. Os valores da ALT foram semelhantes em ambos o0s grupos, mas os da AST
foram maiores nos individuos com DIGH (p = 0,013). No entanto, o numero de individuos
com ALT acima do limite superior da normalidade foi maior no grupo DIGH (7 / 22) de que
no CO (3/23), (p = 0,044). HP foi superior em DIGH do que nos CO (p = 0,041), mas nao foi
observada DHGNA grave em qualquer individuo com DIGH (ou CO). Em conclusdo, o
escore do HP é maior nos individuos com DIGH néo tratada. No entanto, o aumento de

transaminases é suave, sugerindo auséncia de formas avancadas de DHGNA na DIGH.

Palavras Chave: GH, IGF-I, DHGNA, Deficiéncia isolada de GH.



ABSTRACT

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is known to be associated with insulin
resistance, atherosclerosis, and low serum IGF-I levels. We have described a cohort with
isolated GH deficiency (IGHD) due to the ¢.57+1G—A mutation in the GHRH receptor gene
with visceral obesity, but increased insulin sensitivity (1S), delayed atherosclerosis and
normal longevity. We hypothesized that despite visceral obesity, NAFLD would be absent or
mild due to the increased IS. The objective is to assess the prevalence and severity of NAFLD
in IGHD. We studied 22 IGHD adults and 25 controls (CO) matched for age and gender.
NAFLD was assessed by a comprehensive liver function panel and a hyper echogenic
ultrasonographic pattern (HP) coded as O=absent; 1=mild; 2=moderate; and 3=severe.
Compared to CO, IGHD individual had lower IGF- | (p < 0.0001), higher total cholesterol
(p=0.027), lower prothrombin time (p= 0.017), similar activated partial thromboplastin time
and fibrinogen values. ALT values were similar in both groups, but AST was higher in IGHD
subjects (p=0.013). However, more IGHD subjects (7/ 22) than CO (3/23) had ALT above the
upper limit of normal (p=0.044).The HP score was higher in IGHD than CO (p=0.041), but
severe NAFLD was not observed in any IGHD (or CO) individual. In conclusion, liver HP
score is increased in lifetime untreated IGHD, but the increase in transaminases is mild,

suggesting lack of advanced forms of NAFLD.

Key Words: GH, IGF-I, NAFLD, Isolated GH deficiency.
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I. REVISAO DA LITERATURA
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1. HORMONIO DO CRESCIMENTO (GH)

O hormonio do crescimento (GH) é um hormdnio polipeptidico de 198 aminoacidos
com duas ligagdes internas, peso molecular de 22 Kda, sintetizado e secretado pela hipofise
anterior, representando metade das células desta glandula. E também conhecido como
somatotropina ou hormonio somatotrépico. Através das células somatotroficas, ele promove o
crescimento das cartilagens epifisarias de 0ssos longos e da massa muscular. Sua producgéo
comeca na vida fetal e continua por toda a vida, diminuindo no processo de envelhecimento.
Ele desempenha também fungdes metabolicas especificas: aumento da velocidade da sintese
proteica (balanco nitrogenado positivo), maior metabolizacédo e utilizacdo de acidos graxos do
tecido adiposo e aumento da utilizacdo dos carboidratos, possuindo assim efeito anabolico,
lipolitico e antagonista da insulina. (CUNEO et al., 1992; UNDERWOOD et al., 1992 ;
ROSENFELD & COHEN, 2002 ).

2. CONTROLE DA SECRECAO DO GH

A secrecdo hipofisaria de GH tem controle hipotalamico, exercido fundamentalmente
pelo hormonio liberador de GH (GHRH), em menor intensidade pela grelina e de forma
inibitoria pela somatostatina. Outros fatores como a tiroxina, o glucagon, os esterdides
sexuais, a dopamina, a hipoglicemia e alguns hexapeptideos sintéticos (GH releasing
peptides) também estimulam a secrecdo de GH, através de atuacdo no hipotdlamo e/ou na
hipofise. (MARTINELLI et al, 2005; ROSICKA et al., 2002).

A secrecdo do GH ocorre em pulsos, principalmente no inicio das fases Il e IV do
sono, com meia-vida de aproximadamente 20 minutos. Normalmente ocorrem de 6 a 10
pulsos secretorios por dia, principalmente a noite, com concentragdes entre os pulsos tao
baixas quanto 0,04 pug/L. A amplitude dos pulsos € a massa de GH secretada variam com a
idade, aumentando durante a puberdade, periodo em que ocorrer a maior secrecdo desse
hormonio, e decaindo na vida adulta para concentragdes semelhantes aquelas observadas em
individuos  pré-puberes, diminuindo progressivamente com o0 envelhecimento
(UNDERWOOD et al, 1992; MARTINELLI et al, 2005).
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Além da idade, outros fatores estdo profundamente relacionados com a secre¢do de
GH. Dentre esses, pode-se citar os fatores nutricionais. A maior frequéncia dos pulsos de GH
e as amplitudes maximas ocorrem com a desnutricao crénica ou o jejum prolongado. O GH ¢
estimulado pela administracdo intravenosa de L-arginina, dopamina e apomorfina (um
agonista receptor de dopamina), assim como pelas vias alfa-adrenérgicas. A administracao de
grelina estimula ingestdo de comida e aumenta as concentracdes de GH plasmatico e, com
menor intensidade, de hormonio adrenocorticotréfico. Esses dados sugerem que a grelina é
um importante estimulo para a alocagdo de nutrientes para o crescimento e metabolismo e
uma componente central do sistema de regulacdo de GH. (KRONENBERG et al, 2010)

Uma vez secretado, o GH age através do seu receptor (GH-R),sofre alteracdes
conformacionais apds sua ligacdo com o GH, tornando possivel a transfosforilacdo de
hemireceptores e, por consequéncia, das proteinas responsaveis pela sinalizacdo intracelular.
(BROWN JR et al, 2005). O GH também estimula a producao hepatica e tecidual do fator de
crescimento semelhante a insulina tipo I (IGF-1), um polipeptidio de 79 aminoacidos,
semelhante a insulina e o maior responsavel pelos seus efeitos bioldgicos (LARON,
1982;UNDERWOOD,1992;SOUZA et al., 2004; CORREA-SILVA, 2008;LENGYEL,2008).

HIPOTALAMO l . Receptor do GHRH

(_) @ (+) ' Receptor do GH
GHRH Somatostatina
/ ™ Receptor do IGF-I
)
(-)@ HIPOFISE

f -
EFEITOS INDIRETOS EFEITOS DIRETOS
. \ M(TSCULOIOSSOICORACAQ
FIGADO
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|

1)
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t

Figura 1. Esquema da regulacdo intrinseca do eixo GH-IGF-I. Fonte: AGUIAR-
OLIVEIRA et al., 2010.
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3. FATORES DE CRESCIMENTO SEMELHANTES A INSULINA

Os IGFs (IGF-1 e IGF-Il) sdo fatores de crescimento peptidicos que apresentam
elevado grau de homologia estrutural com a pré-insulina e tém atividade sobre o metabolismo
intermediario, a proliferacdo, o crescimento e a diferenciacdo celular. O IGF-1 e o IGF-II s&o
moléculas de cadeia Unica com pesos moleculares de 7.649 e 7.471 daltons, respectivamente,
e compartilham residuos idénticos em 45 posi¢des e 62% de homologia entre si (JONE et al.,
1995). Os genes codificadores dos IGFs localizam-se no braco longo do cromossomo 12
(IGF1) e no braco curto do cromossomo 11 (IGF-I1), em regides proximas a proto-oncogenes
(MARTINELLI et al, 2005).

O IGF-1 é encontrado na circulagcdo como integrante de um complexo ternario de 150
Kda, formado pela proteina transportadora de IGF, tipo 3 (IGFBP-3) e pela subunidade
protéica acido-labil (ALS). Por causa do seu peso molecular, este complexo ndo transpbe a
barreira endotelial e funciona como reservatorio circulante, aumentando a vida média dos
IGFs de 10 minutos, em sua forma livre, para 15 horas (JONES; CLEMMONS, 1995).
Embora o figado seja o principal produtor de IGF-I circulante, é possivel que a contribuicdo
Ossea para o IGF-1 circulante seja maior que acreditamos, e que, na osteoporose idiopatica, a

menor massa 0ssea pode causar 0s baixos niveis de IGF-1 (MCQUILLAN et al., 1986).

A sintese dos IGFs é regulada por diversos fatores. O GH assume papel
principal na vida pos-natal. Mas outros fatores como o estado nutricional e o aporte protéico-
calérico também sdo importantes, sobretudo nos primeiros anos de vida. Durante o
crescimento intrauterino, os IGFs apresentam menor dependéncia do GH, tanto é que criancas
com deficiéncia congénita de GH apresentam discretas ou nenhuma reducdo do crescimento
ao nascer. Apds o nascimento, no entanto, 0 GH assume gradualmente posi¢do de principal
regulador do crescimento (MARTINELLI JR et al, 2005; MARTINELLI JR et al, 2008). Ele
é um dos principais promotores da producdo de IGF-I, diferentemente do IGF-I1, que apesar
de ser preponderante na circulacdo, tem sua concentracdo pouco influenciada pelo GH
(GOLDMAN L et al, 2005). O IGF-1 € 0 horménio que funciona como o principal mediador
do crescimento somatico exercido pelo GH, assim como é mediador de respostas anabdlicas

independentes de GH em varias células e tecidos. Existem dois mecanismos principais
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responsaveis pela sua regulacdo: (1) o IGF-I produzido no figado é secretado na corrente
sanguinea sob estimulo do GH; e (2) o IGF-I é sintetizado em tecidos periféricos
autocrinos/paracrinos, como, por exemplo, o tecido 6sseo. No sangue periférico, ele se associa
a proteinas transportadoras, as IGFBPs (Insulin Growth Factors Binding Proteins), que
constituem uma familia de seis proteinas de alta afinidade e especificidade, com maior
afinidade pelo IGF-I e Il do que o receptor do IGF-1 (FIRTH SM, 2002).

Cada uma destas proteinas transportadoras apresenta reguladores distintos que
envolvem GH, insulina, cortisol, citocinas, nutricdo, os proprios IGFs, PTH, etc. O GH é o
principal estimulador da sintese da IGFBP-3 e da IGFBP-5, e também estimula a secrecdo de
uma proteina acido-labil (ALS), que juntamente com os IGFs e IGFBP-3, principalmente,
mas também com IGFs e IGFBP-5, forma um complexo ternério que ndo atravessa a barreira
endotelial e assim se constitui em um verdadeiro reservatorio circulante de IGFs. Este
complexo, dependente de GH, liga aproximadamente 85-90% dos IGFs circulantes (TWIGG,
1998; JONES, 1995).

4. ACOES DO GH/IGF-I

O horménio de crescimento exerce um papel de destaque no crescimento ésseo e dos
tecidos moles, particularmente no periodo poés-natal. Estes efeitos bioldgicos do GH sdo em
grande parte mediados pela producdo de IGF-I no figado e em tecidos periféricos. O GH,
sobretudo no periodo pds-natal, além de regular o crescimento somatico (6sseo e dos tecidos
moles),e também participa do controle de processos fisiologicos, como o metabolismo dos
carboidratos, lipidios e proteinas, manutencdo da forca e massa muscular e composicao
corporal. O GH também esta envolvido na diferenciacdo especifica de células do crescimento
0sseo (estimulando o crescimento de cartilagens epifisarias e de 0ssos longos) e de células
musculares, e exerce efeitos metabdlicos especificos: aumento da velocidade da sintese
protéica (balanco nitrogenado positivo), maior metabolizacdo e utilizacdo de acidos graxos do
tecido adiposo e aumento da utilizacdo dos carboidratos, possuindo entdo efeito anabdlico,
lipolitico e antagonista da insulina. Estudos in vitro e in vivo demonstraram ainda sua agao
antinatriurética e que, apesar da presencga de receptores para IGF-1 em células linfocitérias,
ndo ha& imunodepressdo na deficiéncia isolada do GH (UNDEROOD et al, 1992;
ANDREASEN T et al, 1996; CUNEO R et al, 1992).
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O GH tem importantes acBes metabdlicas em diferentes tecidos, sinérgicas ou
até”antagonicas as do IGF-I, liberado em parte pela acdo do GH. Além disso, tanto o GH
como o IGF-I participam da regulacéo fisiologica de varios mecanismos implicados direta ou
indiretamente no risco cardiovascular tais como controle da pressdo arterial, reatividade
vascular, modulacdo da expressdao da massa ventricular, distribuicdo da massa gorda/ massa
magra, sensibilidade a insulina, perfil lipidico, expressdo de receptores de LDL no figado e
lipolise dentre outros (SALVATORI, 2004; GOLA et al., 2005). Enquanto as acGes sobre o
crescimento sdo tempo limitado, as acfes metabdlicas e cardiovasculares do eixo GH/IGF-I
perduram durante toda a vida (OLIVEIRA, 2011).

O GH tem um papel importante na homeostase da glicose, visto que ele atua de forma
antagonica a insulina. O GH aumenta a gliconeogénese hepética e a glicogendlise e diminui a
utilizacdo periférica da glicose. Esses efeitos do GH antagdnicos a insulina sdo diretos ou
mediados pela lipdlise, como sugerido pela observacéo de que a resisténcia a insulina pode ser
evitada por uma droga anti-lipolitica (SEGERLANTZ et al., 2003). Por outro lado, a sua acédo
lipolitica pode aumentar indiretamente a sensibilidade a insulina, ao reduzir o acimulo de

gordura abdominal.

5. DEFICIENCIA DO GH

A deficiéncia do GH (DGH) pode ser classificada nos seguintes tipos:
esporéadica ou familiar. No primeiro tipo, encontramos as causas congénitas (deficiéncia ou
auséncia do gene para o GH, defeitos da linha média, sindromes de Prader Willi e Laurence-
Moon Biedl, sindrome da sela vazia, agenesia, hipoplasia ou ectopia da hipofise), adquiridas
(tumores intracranianos, doencas hematoldgicas, auto-imunes e granulomatosas, infeccdes
pré-natais e do sistema nervoso central, radioterapia craniana), variantes (sindrome de Laron,
GH biologicamente inativo) e idiopaticas (associagdo com trauma intra-uterino ou perinatal)
(SALVATORI et al., 1999, SALVATORI et al., 2001).

A DGH pode ocorrer de forma isolada (DIGH) ou associada a déficits de
multiplos hormonios hipofisarios. A incidéncia de DIGH e estimada em 1: 3.480 a 1: 10.000

nascidos vivos. A DIGH genética compreende 4 formas de acordo com o grau de deficiéncia


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Salvatori%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10084571
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Salvatori%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10084571
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de GH e modo de heranca (SALVATORI, 1999; PHILLIPS et al., 1981; SOUZA, 1997,
BOGUSZEWSKI, 2001):

* Tipo IA: heranga autossomica recessiva, com niveis séricos ausentes de GH.
E a forma mais grave de DIGH e os afetados apresentam uma baixa estatura ao nascer,
hipoglicemia na infancia, mas uniformemente desenvolve severo nanismo até os seis meses de
idade. As criancas afetadas respondem bem, inicialmente, ao tratamento com GH exd4geno,
mas muitas delas desenvolvem anticorpos anti-GH que irdo bloquear a acdo do hormonio
recombinante e a boa resposta terapéutica inicial. E causada por uma mutaco “nonsense” no
gene de GH-1 localizado no cromossoma 17 (17g23), que leva a auséncia total da producéo
hipofisaria de GH. (PHILLIPS, 1981, WAJINRAJCH, 1996, COGAN, 1998,
CARAKUSHANSKI, 2003).

« Tipo IB: Essa é a forma mais frequente da DIGH. E uma heranca autossomica
recessiva com niveis diminuidos de GH. Pacientes com esta forma de DIGH tém baixa
estatura e apresentam estatura menos que 2 desvios-padrdo para 0 sexo e idade, além de
resposta positiva ao tratamento com GH exogeno, niveis plasmaticos baixos, porém
detectaveis de GH, e uma boa resposta ao tratamento com GH exdgeno, sem desenvolver
anticorpos anti-GH. Essa diferenca quanto a tolerancia imunoldgica ao tratamento com GH,
provavelmente, deve-se ao fato de os efeitos genéticos no tipo IB resultarem na producédo de
moléculas mutantes de GH com uma sequéncia de aminoacidos distintas do GH normal.
Apenas 1,7% dos casos de DIGH tipo IB se devem a mutacGes no gene do GH-1, sendo que a

maioria das causas é por mutacGes em outros genes, destacando-se as mutacdes no GHRH-R.

Tipo 1l: E heranca autossdbmica dominante, com niveis séricos de GH
severamente diminuidos. Respondem bem a terapia com GH ex6geno e ha uma variada
severidade clinica entre as familias afetadas, geralmente com boa resposta ao tratamento com
GH exdgeno, mas sem desenvolver anticorpos anti-GH. Os individuos afetados sao
heterozigotos e as mutagdes sdo dominantes negativas, isto €, o alelo mutante prevalece sobre
o0 alelo ndo afetado e consegue interferir na sintese e/ou liberacdo da molécula normal de GH,
apresentando niveis séricos de GH reduzidos, porém detectaveis. Todas as mutacdes sdo
descritas no gene GH1 e localizam-se no intron 3 e afetam a transcricdo do éxon 3,

responsavel pela sequéncia de aminoacidos 32-17 da molécula do GH.+
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* Tipo III: forma mais rara de DIGH, heranca ligada ao cromossomo X, com
manifestacdes clinicas distintas nas diferentes familias. Alguns individuos afetados
apresentam agamaglobulinemia associada, o que sugere que pode haver defeitos em genes
contiguos ou mutagdes em multiplos loci. N&o hé alteracdo do gene GH-1.

A primeira mutagéo no gene do GHRH-R ocasionando a DIGH tipo IB foi descrita em
trés familias do sub-continente indiano, sendo uma delas conhecida como os “andes de
Sindh”. Na populagdao de Sindh encontrou-se a mutagdo GAG — TAG no codon 72,
correspondente ao aminoacido residual 50 na proteina madura do GHRH-R. O “nanismo de
Sindh” representa o0 modelo humano homélogo ao “little mouse” descrito em 1976, em que a
mutacdo no GHRH-R abole o sitio de ligacdo para 0 GHRH, causando resisténcia ao mesmo,
hipoplasia pituitaria e DIGH (BAUMANN, 1997; MAHESHWARI, 1998).

A segunda mutacdo foi descrita por nosso grupo em individuos da regido de Carretéis,
povoado de Itabaianinha, municipio de Sergipe. Os individuos homozigéticos afetados
apresentam um mutacdo tipo “splice” no inicio do intron 1 do gene do receptor do GHRH,
onde a G foi substituida pela A (c.57+1G>A), abolindo completamente sua expressdo e a
ligacdo do GHRH na superficie da célula somatotrofica, a ativacdo da adenilciclase, a
proliferacdo celular e a secrecdo do GH. Como o GHRH é importante para o desenvolvimento
dos somatotrofos hipofisarios, os individuos homozigéticos para essa mutacdo apresentam
uma hipoplasia pituitaria anterior pela acentuada reducdo dos mesmos. Os individuos
homozigotos normais sé&o wt/wt, 0s heterozigotos sd&o wt/mut e os afetados s&o
mut/mut.(SALVATORI et al., 1999, HAYASHIDA et al., 2000, SALVATORI et al., 2001,
SALVATORI et al., 2002, SOUZA et al., 2004, AGUIAR-OLIVEIRA et al., 2004 ).

A deficiéncia do GH de Itabaianinha provoca importantes modificacbes metabdlicas e
na composicdo corporal. As criangas apresentam uma redugdo da massa magra, que persiste
na puberdade e na fase adulta. O percentual da massa gorda € a imagem em espelho da
reducdo da massa magra, sendo maior em todas as idades. Os niveis de Leptina sdo mais
elevados nos pacientes que nos controles, seja em concentracdo ou quando estes foram
divididos pela quantidade de massa gorda, indicando uma relacdo inversa entre a secrecdo de
GH e Leptina nestes individuos (BARRETTO, 1999). Os niveis de colesterol total e LDL séo
mais elevados que nos controles em criancas e adultos (BARRETTO-FILHO, 2002,
GLEESON, 2002; BARRETTO-FILHO, 2002). J& em criancas, hd comprovacéo de obesidade

central que se acentua nos adultos (BARRETTO, 1999;). Nestes, a pressao sistélica é mais
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elevada que nos controles, porém sem sinais de remodelamento cardiaco & ecocardiografia
(BARRETTO-FILHO, 2002). Estes dados sugerem a existéncia de fatores de risco
cardiovascular nestes individuos, porém a ocorréncia maior de doenca vascular ateromatosa
nesta populacdo ndo foi ainda demonstrada até 0 momento. A inter-relacdo DIGH e doenca
vascular coronariana ou cerebral estdo sendo alvo de protocolos em curso. Estes dados
demonstram que o GH, além do efeito sobre o crescimento linear, tem importantes acoes
metabolicas que sugerem conservar, a0 menos, seu primeiro nome, horménio somatotréfico.
A longevidade dos individuos com DIGH e suas causas de morte ndo parecem ser distintas do
restante dessa populagdo rural, com acesso exato a alimentos naturais ou com pouca
manipulacdo. A maior atividade fisica e 0 menor consumo de alimentos industrializados
podem ter exercido um efeito benéfico sobre aqueles aspectos na populacao estudada, que se
encontra hoje em processo de urbanizacdo haja vista que a maior parte dos individuos com
DIGH vive hoje na sede municipal de Itabaianinha. Implicacbes importantes com a Sindrome
Metabolica podem advir do modelo de DIGH por mutacdo no GHRH-R de Itabaianinha.

6. DOENCA HEPATICA GORDUROSA NAO ALCOOLICA (DHGNA)

O termo DHGNA ¢ usado para descrever uma condicdo de acumulo de gordura no
figado, na auséncia de consumo excessivo de alcool (menos de 20 g por dia) e quaisquer
outras causas especificas de esteatose hepatica. (LUDWIG et als.,1980; BACON et als.,1994)

A DHGNA ¢ uma condicdo clinico-patoldgica que abrange a esteatose, a esteato-
hepatite e formas mais graves da doenca hepéatica como cirrose e carcinoma hepatocelular
(ANGULO, 2002; MATTEONI et als.,1999). A esteatose hepatica ou “figado gorduroso”
consiste apenas no acumulo de gordura no figado; e a esteato-hepatite ndo alcoolica (EHNA)
é quando a presenca de esteatose esta associada a uma inflamacdo no figado (hepatite). A
esteatose pode evoluir para uma esteato- hepatite através do desenvolvimento de resisténcia
insulinica, por conjugacdo e acumulo de gordura no tecido visceral, e aumento do estresse
oxidativo, com consequente desenvolvimento de um quadro inflamatdrio (hepatite).
(BELLENTANI et als.,2005).

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento da DHGNA sédo obesidade,

diabetes mellitus e dislipidemia. A resisténcia a insulina parece desempenhar um papel
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fundamental na patogénese destas condicdes, e por isso tem sido sugerido que a DHGNA
(esteatose e esteato-hepatite) seja considerada como mais um critério no diagnéstico da
sindrome metabolica (MARCHESINI, 2001).

A maioria dos pacientes com DHGNA sdo assintomaticos (LEE, 1989; MATTEONI et
al, 1999; CONTOS & SANYAL, 2002; ZAFRANI, 2004). Eles geralmente procuram o
atendimento médico por outros motivos e acabam descobrindo enzimas hepéaticas um pouco
elevadas e/ou hepatomegalia (CONTOS & SANYAL, 2002). Fadiga e mal-estar podem ser
atribuidos a doenca hepética (BACON et al, 1994).Esse quadro clinico € muito semelhante as
doencas do figado relacionada ao alcool e ndo existe nenhum exame que consiga distinguir
essas duas patologias, por isso € necessario garantir que ndao ha antecedente de uso crénico de
alcool. Dessa forma, em algumas situacdes, o diagnostico diferencial entre EHNA e doenca
hepética alcodlica pode ser dificil, pois muitos pacientes ndo revelam de forma adequada o
consumo de alcool ( POWELL et als., 1990).

Muitas vezes alteracGes laboratoriais sdo 0s Unicos sinais do aparecimento da
DHGNA. A alteracdo laboratorial mais comum é o aumento de duas a quatro vezes das
aminotransferases hepaticas: alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST) (BACON et al, 1994; TELI et al, 1995), mas vale ressaltar que niveis normais das
enzimas nao excluem o diagnostico. No estudo de SORRENTINO (2004), de um total de 80
pacientes com Sindrome metabdlica e enzimas hepaticas normais, 72,5% apresentavam
quadro histolégico compativel com EHNA.A relacdo AST/ALT ¢é geralmente menor que 1 na
DHGNA, o que ajuda a distingui-la da doenca hepética alcodlica .Quando essa relacdo é
maior que 1, sugere estagio avancado da doenca (DIEHL et al, 1998;MATTEONI et al, 1999;
Angulo et al, 1999). Os niveis da fosfatase alcalina (FA) e glutamiltransferase(GGT) também
podem estar elevados. Bilirrubina e albumina séo geralmente normais, a ndo ser que a doenca
tenha avangado para cirrose (CONTOS & SANYAL, 2002; ADAMS & TALWALKAR,
2006).

Nos pacientes que apresentam elevacdo das enzimas hepaticas, o diagnostico da
esteatose pode ser confirmado pela ultrassonografia abdominal ou pela hepatomegalia.
Considerando a possibilidade de imprecisdo no diagnostico, os métodos por imagem sdo 0S

mais utilizados no diagndstico da patologia. Os diagnosticos por ultrassonografia, ressonancia
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magnética e tomografia computadorizada sdo amplamente recomendados, pois auxiliam no
diagnostico da DHGNA, através da identificacdo de infiltrado gorduroso no figado. A
ultrassonografia do figado € o método de imagem mais utilizado no diagnostico da DHGNA
por apresentar uma sensibilidade de 82 a 89% , uma especificidade de 93% para identificar o
infiltrado e o menor custo relativo (JOSEPH et als.,1991; HULTCRANTZ et als.,1993,
SAADEH et als. 2002).

No entanto, 0s exames por imagem ndo estabelecem o grau de severidade hepético e
da fibrose hepatica existente, sendo indicado em casos em que Sd0 necessarias essas
informacBes, a biopsia hepéatica ( JOY et als.,2003). A biopsia hepatica é, portanto,
considerada o exame padrdo-ouro, devendo o diagndéstico de a doenca ser efetivado através da
correlacdo andtomo-clinica (YOUNOSSI et al, 2002, ADAMS & TALWALKAR, 2006). Os
principais fatores limitantes a bidpsia hepatica é que € um exame invasivo e o fato da doenca
ndo se distribuir necessariamente de forma homogénea no figado, sendo possivel colher

material que ndo seja representativo do figado como um todo.

7. RELACAO ENTRE DGH E DHGNA

Impressionantes semelhancas existem entre a sindrome metabolica e a deficiéncia de
GH néo tratada (GHD) em adultos, e os baixos niveis de GH podem ser de importancia para
explicar as aberracdes metabdlicas observadas em ambas as condi¢fes (JOHANNSSON,
1999; THOMAS, 2009 ).Observamos também a presenca de aterosclerose, obesidade visceral,
hipertensdo arterial, dislipidemia e resisténcia a insulina. A doenca hepética gordurosa néo-
alcodlica (DHGNA) é uma caracteristica comum na sindrome metabdlica e na disfuncdo
hipotaldmica e hipofisaria (ICHIKAWA, 2003; ADAMS 2004) .Vérios relatorios sugerem
que o comprometimento hepatico, pode ser particularmente relacionado com DGH. Acredita-
se que tanto o GH como o IGF-I é importante na regulacdo do metabolismo lipidico hepatico.

GH e IGF-1 sdo importantes para o crescimento e desenvolvimento, mas sdo também
de importancia metabolica em curso na vida adulta. O GH é secretado pela hipéfise anterior
sob o controle do horménio liberador de GH do hipotalamo e estimula a producao hepatica de
IGF-1. (TAKAHASHI, 2012). O IGF-1 € um horménio catabolico, que participa da sintese de
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proteinas e estimula a secrecdo de IGFBP-3 a partir de células de Kupffer (SCHARF, 1996).
A atividade bioldgica do IGF-1 é fortemente influenciada por varias proteinas de ligacédo
especificos (IGFBP - 1 a 6), e o IGFBP-3 carrega mais de 80% do IGF-1 circulante ( JUUL,
2002). A presenca de IGFBP-3 reduz a bioatividade de IGF-1(CONTI, 2004), e a relagéo
entre os niveis de IGF-1 e IGFBP-3 diminui com o aumento da idade em adultos, resultando
em diminuicdo dos niveis IGF-1 livre e biologicamente ativo (COLAO, 2005). Modelos
animais com deficiéncia de GH desenvolvem esteatose hepatica e fibrose que é amenizada
pela administragdo do GH ou IGF1. No entanto, 0s mecanismos exatos pelos quais a
deficiéncia de GH e IGF1 contribui para fibrose e esteatose hepatica ndo sdo totalmente
compreendidos. (NISHIZAWA, 2012).

Ademais, o IGF-I também mostrou ter um efeito protetor para cardiopatias
isquémicas, doencas cardiovasculares e aterosclerose (JUUL, 2002; LAUGHLIN,2004;
JANSSEN,1998) e os altos niveis de IGFBP-3 associado a uma baixa relagdo de IGF-
1/IGFBP-3 estdo correlacionados com aterosclerose (COLAO, 2005). Vale destacar que
doenca cardiovascular € um problema grave em pacientes com DHGNA e a cardiopatia
isquémica é uma das principais causas de morte entre estes pacientes (ADAMS 2005). No
entanto, apesar dos niveis de GH estarem correlacionados com a sindrome metabdlica, e os de
IGF-1 e IGFBP-3 com doencas cardiovasculares, as relaces entre GH, IGF-I, IGFBP-3 e a

gravidade da DHGNA néo foram examinadas.

A DHGNA ocorreu com mais frequentemente em pacientes com DGH do que em
pacientes sem DGH, (ICHIKAWA et al. 2003), sugerindo que a DGH de inicio na vida
adulta é um possivel fator de risco para DHGNA. Diminuicdes dos niveis de GH também
foram associadas com a gravidade da esteatose hepatica em outros estudos (ICHIKAWA,
2007; HONG, 2011). No entanto, o papel do GH em DHGNA permanece incerto, apesar do
crescente conhecimento da atividade desse horménio na indugdo da lipolise e oxidacdo de
lipidios (MAURAS,2005). No presente trabalho, sera estudado o papel do GH na DHGNA

em um modelo genético de DIGH, os “andes de Itabaianha”.
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ABSTRACT

Context: Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is known to be associated with insulin
resistance, atherosclerosis, and low serum IGF-1 levels. We have described a large cohort of
patients with isolated GH deficiency (IGHD) due to the ¢.57+1G—A mutation in the GHRH
receptor gene. These subjects have increased insulin sensitivity (IS), delayed atherosclerosis,
and normal longevity. We hypothesized that despite visceral obesity NAFLD would be absent
or mild due to the increased IS.

Objective: To assess the prevalence and severity of NAFLD in subjects with lifetime,
congenital, untreated IGHD.

Methods: We studied 22 IGHD adults and 25 controls (CO) matched for age and gender.
NAFLD was assessed by a comprehensive liver function panel, and ultrasonographic pattern
(HP) coded as O=absent; 1=mild; 2=moderate; and 3=severe.

Results: Compared to CO, IGHD individual had lower serum IGF- | (p < 0.0001), higher
total cholesterol (p=0.027), lower prothrombin time (p= 0.017), similar activated partial
thromboplastin time and fibrinogen values. ALT values were similar in the two groups, but
AST was higher in IGHD (p=0.013). However, more IGHD subjects (7/22) than CO (3/23)
had ALT above the upper limit of normal (p=0.044). The HP score was higher in IGHD than
CO (p=0.041), but severe NAFLD was not observed in any IGHD (or CO) individual.
Conclusions: liver HP score is increased in lifetime untreated IGHD, but the increase in

transaminases is mild, suggesting lack of advanced forms of NAFLD.
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INTRODUCTION

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is a manifestation of the metabolic
syndrome, and is associated to very common conditions such as obesity, type 2 diabetes,
hypertension, dyslipidemia and atherosclerosis (1). NAFLD includes the mere accumulation
of lipid within hepatocytes, (hepatic steatosis, HS), or the inflammation of the liver,
(nonalcoholic steatohepatitis, NASH), liver fibrosis, or cirrhosis (2). The evolution of HS to
NASH occurs through the development of insulin resistance, by accumulation of fat in
visceral tissue, and increased oxidative stress, with the consequent development of hepatitis
(3). High leptin and low adiponectin levels have also been associated to this evolution (4).
The consequences of NAFLD on mortality are issue of debate (5), as this can be influenced by
variable definitions and associated conditions. Cardiovascular mortality is increased in NASH
cirrhosis compared to other types of cirrhosis, and the incidence of associated hepatocellular
carcinoma is higher than 10% in 5 years (6). It is therefore important to define the causes of
NAFLD.

Adult onset GH deficiency (AOGHD) constitutes a specific model of metabolic
syndrome (7, 8), with visceral obesity, insulin resistance, accelerated atherosclerosis, and
increased cardiovascular mortality (9). AOGHD has been associated to NAFLD (10-12).
Some of the effects of GH are mediated by circulating IGF-1, which is mostly of liver origin.
IGF-I circulates bound to six IGF-I binding proteins, mainly IGFBP3. Low serum levels of
GH or IGF-I and IGF-I/IGFBP-3 ratio (reflecting the IGF-I bioavailability) have been
hypothesized to contribute to NAFLD in AOGHD (13, 14). However, congenital (vs.
acquired) isolated GH deficiency (IGHD) may have different consequences in terms of

NAFLD.
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In Itabaianinha County, in the Brazil Northeast, we have identified a large cohort of
patients (more than 100 over 7 generations) with congenital IGHD due to a homozygous
mutation (c.57+1G—A) in the GHRH receptor gene (GHRHR) (15). These subjects have very
low circulating serum IGF-I levels, and could therefore be predisposed to developing NAFLD
(16). Despite abdominal obesity and unfavorable cardiovascular risk profile (high total and
LDL-cholesterol and high C-reactive protein) (17, 18), they have increased insulin sensitivity
(19), high adiponectin and normal leptin serum levels (20), no evidence of premature
atherosclerosis (21), and normal longevity (22). Because NAFLD is related to insulin
resistance, we hypothesized that-despite low IGF-I, NAFLD would be absent or mild in this

model. The aim of this work was to assess the liver status of these subjects.
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SUBJECTS AND METHODS

Subjects

This was a cross-sectional study performed in Itabaianinha County in the Northeastern
Brazilian state of Sergipe. We recruited volunteers (age 20-59 yrs) by advertising placed in
the local Dwarfs Association building, and by word of mouth. Inclusion criteria for IGHD
were short stature and genotype-proven homozygosity for the ¢.57+1G—A GHRHR mutation,
whereas COs were normal-statured individuals proven to be homozygous for the wild-type
GHRHR allele. For both groups, exclusion criteria were a history of current or past excessive
alcohol intake (defined by an average daily consumption of more than 20 g of alcohol); % fat
mass below 20% and above 50%; diabetes mellitus, use of glucocorticoids, GH, and thyroid
hormones; positive hepatitis B and C serology, and inherited, autoimmune, cholestatic, or
drug-induced liver disease. Individuals had been previously matched for age, gender and
percentage of fat mass (assessed by DXA) (23). Twenty-two IGHD and twenty-five CO
volunteers were enrolled.

The Federal University of Sergipe Institutional Review Board approved these studies,
and all subjects gave written informed consent.

Study protocol

Anthropometric measurement

The subjects’ height and weight were measured using a wall-mounted stadiometer
(Digital Wall Mounted Stadiometer, Model HM210D, Charder Medical Weighing and
Measuring Products, Taichung City Taiwan, R.O.C), and scale (Charder MS2510 Platform
Scale). Waist circumference was measured at half the distance between the last rib and the

superior margin of iliac crest, and hip circumference was measured at the level of femoral
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trochanters. Height, weight, and body mass index (BMI) were converted to standard deviation
scores (SDS) using the site http://www.phsim.man.ac.uk/SDSCalculator/SDSCalculator.aspx.

Sonography

Sonographic measurements were all performed by a single radiologist (T.O.F.), using
Medison Sono Ace 8000SE (Samsung, Seoul, South Korea), with a 3.5 MHz convex-array
probe. The probe was touched as adjusted in such a way that the liquid contents of the gall
bladder and the blood in the inferior vena cava were non-echogenic. Gain curve was adjusted
to the neutral position. The patient was placed supine and the probe was placed on the right
hypochondrium in the longitudinal, transverse and oblique planes. To diagnose HS, we used a
hyper echogenic pattern (HP) coded as follows: O=absent; 1=mild (hepatic parenchyma with
subtle increase in echogenicity and sound beam attenuation, with subtle decrease in the
visualization of the diaphragm and intrahepatic vascularization); 2=moderate (hepatic
parenchyma with moderate increase in echogenicity and sound beam attenuation, with
moderate decrease in the visualization of the diaphragm and intrahepatic vascularization); and
3=severe (hepatic parenchyma with a great in echogenicity and sound beam attenuation, with
a marked or complete loss of the visualization of the diaphragm and of the intrahepatic
vascularization) (24)

Laboratory analyses

Fasting blood samples were collected between 7 and 9 a.m. Alanine transaminase
(ALT), aspartate transaminase (AST), gamma-glutamyl transpeptidase (GGT), total
cholesterol and fractions, triglycerides, fibrinogen, prothrombin time (PT), international
normalized ratio (INR), prothrombin activity (PA) and activated partial thromboplastin time
(APTT) were determined by standard laboratory techniques. AST and ALT were divided by

the respective upper limit (AST/upper limit and ALT/upper limit, respectively).Anti- HBC
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IgM, HBsAg and anti- HCV were measured by eletrochemiluminescence, ELECSYS 2010
(Roche Diagnostics Basel, Switzerland). IGF-I was measured by a solid-phase, enzyme-
labeled chemiluminescent immunometric assay IMMULITE 2000® (Siemens Healthcare
Diagnostics Products Ltd., Malvern PA, USA), with sensitivity of 25 ng/ml. Intraassay and
interassay variabilities were 3.1 and 6.1%, respectively.

Statistical analysis

Data were expressed as mean + SD. Continuous variables were compared by
independent samples t test and categorical and not normal variables (triglycerides) by Mann
Whitney test. Software SPSS/PC 15.0 (SPSS, Inc.) was used. P values less than 0.05 were

considered significant.
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RESULTS

Demographic and anthropometric data are shown in table 1. IGHD and CO have
similar age, gender, and BMI. As expected, IGHD subjects had lower height and weight, but
had higher waist/hip ratio than CO. Laboratorial and sonographic data are shown in table 2.
IGF-I levels were extremely low in IGHD individuals, and 16 of 22 IGHD individuals had
values below the limit of sensitivity of 25 ng/ml. These values were assumed to be 25 for the
purpose of the statistical analyses. IGHD subjects had higher total and LDL cholesterol, lower
prothrombin time and similar HDL cholesterol, triglycerides, gama-GT, APTT and fibrinogen
values compared to CO.

Average ALT values were similar in the 2 groups, while AST was higher in IGHD
subjects. However, more IGHD subjects (7/22) than CO (3/23) had ALT/upper limit of
normal ratio above than 1 (p=0.044): four IGHD (1.04, 1.13, 1.29 and 1.87), three CO (1.20,
1.33 and 1.42) less than twice, and three IGHD more than twice (2.09, 2.20 and 2.67). Four
IGHD (1.00, 1.13, 1.82 and 1.85) and one CO individual (1.31) had AST/upper limit ratio
above 1. No individual in either group had AST/upper limit ratio higher than 2. While the
average HP score was higher in IGHD than CO (p=0.041), severe NAFLD was not observed

in any IGHD (or CO) individual.
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DISCUSSION

NAFLD is a very important public health care problem, linked to several common
conditions like visceral obesity, diabetes, atherosclerosis, and increased cardiovascular
mortality. NAFLD can evolve to NASH, liver fibrosis and cirrhosis and, eventually, to liver
failure, becoming an important cause of liver transplantation (4). Hypopituitarism (often with
GH deficiency) has been associated to NAFLD (3, 25), but it is not clear if NAFLD is a
consequence of GHD (and IGF-I deficiency), or if they are both unrelated consequences of
hypopituitarism.

GH deficiency has been suggested to be critical for the development hepatic steatosis,
and low IGF-I and low IGF-1/IGBP3 ratios for hepatic fibrosis (13). Among patients with
hypothalamic and pituitary dysfunction, NAFLD was diagnosed with a median of 3 years
after the diagnosis of pituitary dysfunction, with high prevalence of cirrhosis and liver related
death (4). Although GH treatment has a positive regenerative effect on the liver after hepatic
resection (26), its efficacy in reducing NAFLD in hypopituitarism is controversial, with
positive (27, 28) and negative (29) reports. Furthermore IGF-I treatment does not improve
NAFLD in individuals with Laron dwarfism, a known model of GH resistance (30).

The IGHD individuals from the Itabaianinha cohort have very low serum GH and
IGF-1 levels, but have a high total IGF-I1+IGF-1I/IGFBP3 ratio (due to a compensatory
increase of IGF-II/IGFBP3 ratio). We therefore hypothesized that this high IGF-I1+IGF-
I1/1IGFBP3 ratio would slow down the evolution form HS to fibrosis or cirrhosis. As a whole,
IGHD subjects have higher serum AST, and the number of individuals with ALT above the
normal values was higher in IGHD than CO. The lower prothrombin time may indicate higher
synthesis of prothrombin by the liver, without obvious clinical relevance. Therefore, we

conclude that, while IGHD subjects have more NAFLD than controls, there is no evolution to
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severe stages of NAFLD. Although we did not perform liver biopsies, the gold standard
method to diagnose NAFLD, a comprehensive biochemical and clotting liver evaluation
support our conclusion of a mild NAFLD pattern in these IGHD subjects.

Given the relatively young age of the subjects studied in this work, one possibility is
that such progression may occur later in life. However, having worked with this cohort
(including providing primary medical care) for more than 20 years, we saw no case of clinical
liver disease except one portal fibrosis due to Schistosomia mansoni infection. Furthermore,
no liver disease was reported in death certificates of 22 IGHD deceased individuals (22).

The causes of this lack of progression may be multiple. In addition to the high IGF-
I+IGF-11/IGFBP3 ratio, other protective factors may have a role. One of them is the high
serum adiponectin level (19), as low adiponectin levels are classically associated to insulin
resistance. A second protective factor is the normal leptin (19). Lack of leptin signaling in
leptin deficient and resistant mice is associated to NAFLD (31). The normal leptin serum
values of these IGHD individuals suggest normal leptin signaling.

In conclusion, liver HP score is increased in adults with congenital, lifetime, untreated
IGHD, but with modest increase in transaminases, suggesting lack of advanced forms of
NAFLD. This finding contrasts with the association of severe forms of NAFLD in acquired
hypopituitarism, and weakens the hypothesis of a causal relationship of GH/ IGF-I deficiency

in the pathogenesis of NAFLD.
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Table 1. Demographic and anthropometric measurements in isolated GH

deficiency IGHD (n=22) and control group, CO (n=25)

IGHD (6{0) P
Age (year) 39.30 £ 12.00 37.80 £ 10.86 0.652
Gender 11M 10M 0.595
Height (m) 1.29+0.12 1.63 £0.09 <0.0001
SDS Height/age -5.75+1.47 -0.78 £ 0.81 <0.0001
Weight (Kg) 39.33+7.81 67.41 +13.13 <0.0001
BMI (Kg/m?) 23.95+4.99 25.27+4.24 0.329
Waist (cm) 76.6 £ 10.03 84.78 + 9.92 0.008
Hip(cm) 77.59 +9.03 93.56 + 8.89 <0.0001
Waist/Hip ratio 0.98 £ 0.06 0.90 £ 0.07 <0.0001

Data are expressed as mean + SD, except for gender
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Table 2. Laboratorial data in isolated GH deficiency IGHD (n=22) and

control group, CO (n=25)

IGHD (6{0) P
IGF-I 33.41 +20.70 160.62 £ 51.93 <0.0001
Total Cholesterol (mg/dl) 200.36 + 51.19 171.56 +28.14 0.027
LDL Cholesterol(mg/dl) 124.86 + 40.47 102.90 £ 24.20 0.032
HDL Cholesterol (mg/dl) 53.00+12.11 48.65 + 11.29 0.220
Triglycerides 113.18 + 100.00 98.08 + 63.55 0.551
AST (U/L) 32.63+14.12 24.08 + 7.07 0.013
ALT (U/L) 45.27 + 28.48 34.36 + 11.52 0.106
AST / upper limit 0.84 +0.36 0.62 £0.18 0.013
ALT/upper limit 1.01 +£0.63 0.76 £0.26 0.106
GGT (U/L) 42.22 + 37.53 28.86 + 18.65 0.144
PT (seconds) 10.72 £ 0.72 11.20 + 0.41 0.017
PA (%) 98.09 + 4.82 97.70 +£4.31 0.793
INR (%) 1.00 +0.03 1.02 +0.03 0.216
APTT (seconds) 26.82+2.76 26.81+1.44 0.996
Fibrinogen (mg/dl) 290.69 + 46.81 272.62 +63.28 0.292
HP 0.76 £0.70 0.37+£0.64 0.041

71

Data are expressed as mean = SD. PT= prothrombin time; PA= prothrombin activity;
APTT=Activated partial thromboplastin timeHP: hyper echogenic pattern : O=absent; 1=mild,

2=moderate and 3=sever3
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