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RESUMO

Objetivos: Leptina e grelina sdao hormonios relacionados a regulagdo da
ingest&o alimentar e consequentemente o controle de peso. Como tem sido descrito
até agora, os valores normais desses hormdnios estdo sujeitos a grande
variabilidade. Devido a falta de estudos que contemplem os valores totais de grelina
total, grelina acilada, leptina, insulina e glicose em criangas, esse estudo tem o
objetivo de avaliar esses horménios e comparar com as variaveis antropomeétricas
em criancas eutréficas de 4 meses a 10 anos.

Pacientes e métodos: E um estudo transversal que avaliou 111 criancas de
4 meses a 10 anos de idade. Foram consideradas eutrdéficas criancas de até 5 anos
com valores de IMC para idade entre -2,0 e +2,0 escores-z, e criangas maiores de 5
anos com valores entre -2,0 e +1,0 escores-z, de acordo com a OMS 2009. Os
participantes foram selecionados de uma populacdo saudavel com pequeno
procedimento cirdrgico ou revisdo de saude programada. As criangas foram
categorizadas em trés grupos: < 24 meses (n = 10); 25-60 meses (n = 22); > 60
meses (n = 27). As amostras de sangue foram coletadas com um jejum minimo de 3
horas e maximo de 14 horas. As concentragdes de grelina total, grelina acilada e
leptina foram dosadas pelo kit commercial ELISA (Linco Research, St Charles-Ml,
US). A concentracdo de Insulina foi testada com o kit ELISA (Diagnostics System
Laboratories, INC Webster-TX, USA) e a de Glicose com o kit comercial GlicosePAP
liquiform® (Labtest Diagnostica — Lagoa Santa-MG, Brasil). Varidveis que
apresentaram distribuicdo normal foram comparadas com o teste t de Student e
analizadas com ANOVA, e as que apresentaram distribuicdo assimétrica foram
comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis e analizadas pelo teste de Mann-Whitney.
As correlagdes foram testadas pelos coeficientes de Pearson ou Spearman. O nivel
de significancia utilizado foi 0,05.

Resultados: A média de idade foi 60 meses (min-max 35-91 meses). A
mediana (percentis 25-75) dos valores de grelina acilada, grelina total, grelina
desacilada, leptina e insulina foram 1,374 pg/ml (949-1,875); 288 pg/ml (212-450);
1,086 pg/ml (711-1,393); 1,53 ng/ml (1,11-2,77) e 155 pU/ml (12,1-23,5),
respectivamente. A média + DP da glicose foi 88,6 £ 13,1. A média do escore-z do
IMC/I encontrada foi -0,16 £ 0,78 para meninos e -0,04 + 0,83 para meninas. Foi
encontrada uma correlagdo inversa da grelina total, acilada e desacilada com a
idade [rs= -0,455 (P < 0,001); rs&= -0,313 (P = 0,001); rs= -0,484 (P < 0,001)],
respectivamente. Ocorreu uma relacéo direta da leptina com IMC/I e com a idade
[(rs=0,190 (P = 0,046); rs = 0,429 (P < 0,001)], respectivamente.

Conclusées: Os resultados observados nas dosagens e as correlagdes
encontradas de grelina com faixa etaria e leptina com sexo feminino e paradmetros
antropométricos podem ser Uteis para comparagao com criangas que sao portadoras
de alteragdes de apetite.

Palavras chaves: Criangas; eutrofia; grelina; leptina; insulina; glicose.



ABSTRACT

Objective: Leptin and ghrelin are hormones related to regulation of food intake and
consequently body weight control. Normal values of these hormones are subject to a
great variability as has been described so far. Due to the lack of studies regarding
plasma levels of total and acylated ghrelin and serum levels of leptin, insulin and
glucose in young children, this study aimed to assess these hormones and compare
with body mass index (BMI) in healthy well-nourish children aged 4 months -10 years
old.

Methods: Cross-sectional study evaluated 118 children aged 4-129 months old with
BMI-for-age values were within -2.0 and +2.0 SD z-scores for children under 5 years
and within -2.0 and +1.0 SD for children over five years, according to WHO 2009.
Subjects were enrolled from a population referred to minimal surgeries and routine
medical check up. All subjects were categorized into 3 groups: = 24 months (n = 10);
25-60 months (n = 22); > 60 months (n = 27). Blood samples were collected following
a minimum of 3-hour and a maximum of 14 hours fasting period. Total and acylated
ghrelin and leptin concentrations were assessed by ELISA commercial kit (Linco
Research, St Charles-MI, US). Insulin was assessed by ELISA commercial kit
(Diagnostics System Laboratories, INC Webster-TX, USA) and glucose by ELISA
commercial kit GlicosePAP liquiform® (Labtest Diagnostica — Lagoa Santa-MG,
Brazil). Variables with normal distribution were compared by Student’s ¢ test and
analysis of variance (ANOVA). Variables with asymmetric distribution were analyzed
by Kruskal-Wallis and Mann-Whitney U tests. Correlation between continuous
variables was assessed by Pearson or Spearman correlation coefficient test. The
level of significance used was 0.05.

Results: Total and acyl ghrelin, leptin and glucose were detected in all samples with
a median (P 25-75) concentration in the whole group of 1.374 (949-1.875) pg/mL,
288 (212-450) pg/mL, 1.53 (1.11-2.77) ng/mL and 15.5 (12.1-23.5) pU/mL,
respectively. Glucose media + SD concentration was 88.6 + 13.1 mg/dL.
Conclusions: Ghrelin showed an inverse correlation between and age and leptin a
direct correlation between anthropometric parameters and gender in healthy well-
nourished children. Insulin and glucose didn’t correlate with any variable.

Keywords: Children; healthy; ghrelin; leptin; insulin; glucose.
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1 INTRODUCAO

A ultima década proporcionou descobertas notaveis devido ao crescimento da
obesidade como um problema de saude publica mundial (OGDEN et al., 2006). Foram
realizados grandes avangos no entendimento de como o nosso organismo controla o peso € o
apetite. Muitos trabalhos foram conduzidos e o resultado foi um aumento no entendimento do
complexo, mas fascinante, sistema neuroendocrino no qual hormonios convertem informagoes
sobre o balanco energético para rotas cerebrais que controlam a ingestdo alimentar e o gasto
energético. Apesar de todo o progresso alcangado, ainda se fazem necessarias mais pesquisas
para uma completa elucidagdo destes mecanismos, principalmente na populacao infantil.

Os hormdnios podem ser divididos em dois grandes grupos; os que agem rapidamente
no sentido de controlar as refei¢des individuais e os que agem mais lentamente para promover
a estabilidade dos estoques de tecido adiposo.

A grelina ¢ um horménio com potente efeito orexigeno produzido principalmente no
estomago e que age rapidamente relacionada com o consumo de alimentos. E transportada ao
hipotdlamo através do nervo vago, onde participa de processos neuroendocrinos que
controlam o apetite e a secre¢cdo do hormoénio do crescimento (GH) (em inglés, growth
hormone).

A leptina e a insulina sdo hormdnios de acdo mais lenta e que sdo liberados na corrente
sanguinea em propor¢do a quantidade de tecido adiposo. Estes hormdnios exercem efeitos

inibitdrios na ingestdo alimentar e aumento no gasto energético.
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1 Introducao

Outros hormonios e peptidios interagem em rotas neuroendocrinas proporcionando aos
seres humanos eutréficos um apreciavel equilibrio, mas que infelizmente ainda ndo estd

totalmente esclarecido.

1.1 REGULACAO DO APETITE E SACIEDADE

A infancia ¢ o periodo em que ocorre a formacdo do comportamento alimentar, o
qual engloba trés importantes aspectos: fome, apetite e saciedade. A fome relaciona-se a
mecanismos fisioldgicos, bioldgicos e instintivos; o apetite refere-se ao desejo fisico ou
emocional de ingerir alimentos especificos, e a saciedade vincula-se a sensag¢do de plenitude
em relacdo a necessidade em alimentar-se. Integrando esses trés aspectos, o sistema nervoso
central (SNC) processa informagdes de variedade e complexidade surpreendentes, envolvendo
varias substancias centrais e periféricas. Através de estimulos cognitivo, visual, olfativo e
gustativo, os alimentos sdo avaliados e integrados aos sinais de longa e curta duragdo relativos

ao estado nutricional (figura 1).

PANCREAS TECIDO
ADIPOSO
. EMOGAO VONTADE @
= L_; J . /
OLFATO 25 ap« VISAO

! \ FATORES SINAIS

\.. ] G’ENETICOS METABOLICOS

~ o
TRATO )
GASTROINTESTINAL MUSCULOS

Fonte: Modificado de Friedman, 2009.

Fig. 1 - Variaveis que afetam a homeostase energética.
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1 Introducao

Na década de 1930, Clara Davis, tentando responder a pergunta: 4s criangas “sabem”
o quanto precisam comer? realizou um estudo sobre autosselecdo dietética com criangas de
zero a cinco anos, onde relatou que elas eram capazes de ajustar a ingestdo de alimentos em
fungdo de suas necessidades nutricionais, mantendo assim o crescimento normal associado a
um estado de saude satisfatorio. O estudo pioneiro sugeriu que as criangas possuem uma
capacidade inata de regular a ingestdo de alimentos wisdom of de body (STRAUSS, 2006), o
que foi mais tarde bastante questionado.

Atualmente discutem-se o envolvimento de alguns hormodnios, como a leptina e a
grelina, bem como mecanismos neuroendocrinos e neuromoduladores na regulagdo do apetite.
Em criancas, os dados ainda sdo escassos e controversos, sugerindo a necessidade de maiores
investigagdes. O presente estudo se propde a abordar mais detalhadamente a concentragdo de

grelina, leptina, insulina e glicose em criangas eutréficas.

1.1.1 Grelina

A grelina ¢ um hormdnio peptidio que atua na liberacdo do GH e como modulador da
homeostase energética na regulagdo da ingestdo alimentar (KORBONITS ef al., 2004;
SOARES & MOREIRA, 2008). Kojima et al., em 1999, identificaram e isolaram, em extratos
gastricos de ratos e humanos, o ligante endogeno para o receptor do secretagogo do hormonio
do crescimento (GHS-R) (em inglés, ghrelin hormone secretagogue receptor), até entdo
orfao, denominando-o de grelina. (KOJIMA et al, 1999; HOSODA et al, 2000;
BEDNAREK et al., 2000; KOJIMA et al., 2001). O radical ghre descreve uma das principais

fungdes desse hormonio, a secre¢ao de GH (KOJIMA et al., 2001).
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1 Introducao

O gene da grelina humana esté localizado no cromossomo 3p25-26 e o gene do GHS-
R também se localiza no cromossomo trés, na posicao q26-q27 (SMITH et al., 1997). Os 28
aminodcidos da grelina estdo codificados nos éxons dois e trés (KOJIMA & KANGAWA,
2005). Nao esta esclarecida a relagdo entre a grelina acilada e a desacilada, mas sabe-se que
ambas sdo ativas e estdo presentes no plasma e no estdbmago de humanos. Estudos recentes
mostraram que o gene da grelina pode gerar, além da grelina acilada, outras moléculas

bioativas, como a grelina desacilada e a obestatina (SOARES & MOREIRA, 2008).

1.1.1.1 Estrutura da grelina acilada e descilada

A grelina possui 28 aminodcidos e € o primeiro e unico caso, até entdo, de um peptidio
modificado por um acido graxo (KOJIMA et al., 1999). Existem duas formas principais desse
hormdnio, a desacilada e a acilada, na qual o terceiro aminoacido, que ¢ uma serina (ser3),
sofre acilagdo (figura 2). Essa acilagdo ocorre por um acido graxo n-octanoico na serina que
estd na posicao trés, condicdo que ¢ postulada como essencial para muitas das atividades da
grelina embora a forma desacilada circule em quantidades muito maiores, mas seu papel
fisiolégico ndo estd bem estabelecido (KOJIMA & KANGAWA, 2005; SOARES &

MOREIRA, 2008).
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Fig. 2 - Estrutura da grelina humana.
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No plasma, a grelina desacilada ¢ encontrada predominantemente entre 75-90% ou
mais e a grelina acilada, em aproximadamente 10-25% da grelina total (acilada e desacilada)
(CHEN et al., 2009a). Cassoni et al. (2004) destacaram que a forma desacilada compartilha,
com a forma acilada, algumas a¢gdes nao enddcrinas, como o controle de proliferagdo celular e
a adipogénese.

Ha evidéncias de que a ingestdo de trigliceridios de cadeia média pode aumentar a
producdo da grelina acilada sem alterar o nivel total da grelina. O grupamento acil que se liga
a grelina sintetizada corresponde aos que foram ingeridos, indicando que os acidos graxos
ingeridos sdo usados diretamente para a acilacao da grelina (KOJIMA & KANGAWA, 2005).

A enzima que catalisa a acilacdo da grelina foi identificada em 2008 por dois grupos
independentes (YANG et al., 2008; KIRCHNER et al., 2009) e denominada de grelina
O-aciltransferase (GOAT) (em inglés, ghrelin O-acyltransferase). Recentemente foi
demonstrada a colocalizagdo da GOAT e da grelina na mucosa gastrica de ratos, bem como a
atividade in vitro e as propriedades desta aciltransferase de cadeia média especifica para
grelina. A regulacdo da atividade da GOAT interfere nas atividades e fungdes fisiologicas da
grelina, sugerindo, portanto, que a enzima GOAT seja um alvo terapéutico para doengas
metabolicas e transtornos alimentares (YANG et al., 2008; SAKATA et al., 2009; OHGUSU
et al., 2009). O descobrimento da GOAT forneceu um provavel alvo seletivo através do qual ¢
possivel inibir a agdo bioldgica da grelina no sentido de prevenir sua ativagao pela acilacdo.
Inibidores da GOAT podem prevenir o desenvolvimento da obesidade induzida pela ingestao

alimentar ou ser usados em outros tratamentos clinicos (GUALILLO et al., 2008).
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1.1.1.2 Distribui¢ao no organismo

A grelina ¢ produzida no estdbmago, mais abundantemente nas células do fundo
(corpo) do que no piloro (DATE et al., 2000a). Estudos por hibridizagao in situ e por analises
histoquimicas indicam que as células produtoras de grelina (X/A-/ike) sdo um tipo distinto de
células enddcrinas situadas na mucosa do estdomago (DATE et al., 2000b). Células
imunorreativas para a grelina também sdo encontradas no duodeno, jejuno, ileo e célon
(DATE et al., 2000a). O pancreas ¢ igualmente um O6rgdo produtor de grelina, que foi
localizada nas células das ilhas o junto com o glucagon e/ou nas células €, que sdo um novo
tipo de células recentemente identificadas (KOJIMA & KANGAWA, 2010).

A grelina age no nucleo arqueado (ARC) (em inglés, arcuate nucleos) do hipotalamo,
uma importante regido no controle do apetite (HOWARD et al., 1996; GUAN et al., 1997). A
grelina foi encontrada na glandula hipofise onde pode agir na liberagdo do GH por uma via
autdcrina ou paracrina. Esse padrao de localizagdo sugere ter ela um papel no controle da
ingestdo alimentar com acdo independente de seu efeito na liberacdo de GH (KOJIMA &
KANGAWA, 2005; CHEN et al., 2009a).

A grelina produzida no ARC induz uma pré-sinapse nos neurénios que expressam
neuropeptio Y (NPY) (em inglés, neuropeptide Y) para libera-los, estimulando a ingestao
alimentar. Esses neuronios produtores de grelina no ARC também aumentam a taxa de acido
gama-aminobutirico (GABA) (em inglés, gamma-aminobutyric acid) que pode modular uma
pos-sinapse para liberar pro-opiomelanocortina (POMC) (em inglés, pro-opiomelanocortin).
No nucleo paraventricular (PVN) (em inglés, paraventricular nucleus), a grelina estimula a
liberacdo de NPY que, em resposta, suprime a liberagdo de GABA, resultando na estimulagao

da liberacdao dos neurdnios que expressam o hormonio liberador da corticotropina (CRH) (em
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inglés, corticotropin release hormone), levando a liberagcdo de hormdnio adrenocorticotréfico

(ACTH) (em inglés, adrenocorticotropic hormone) e de cortisol (figura 3).
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Fonte: Modificado de Kojima & Kangawa, 2005.

Fig. 3 - Peptidios hipotalamicos neurais envolvidos na regulagéo do apetite.

1.1.1.3 Receptor da grelina

O GHS-R ¢ um receptor de ligagdo para uma proteina G (GPCR) (em inglés, G

protein-coupled receptor). Dois acidos desoxirribonucleicos complementares (cDNAs) (em

inglés, complementary deoxiribonucleic acid) distintos de receptores da grelina foram

identificados, o GHS-R tipo la, com propriedades de ligacdo e funcionais, € o tipo 1b,

produzido por um mecanismo de recomposi¢ao alternativa (HOWARD et al., 1996). O GHS-

R tem muitos homodlogos, cujos ligantes endogenos sdo peptidios gastrointestinais ou

neuropeptidios. O receptor da grelina ¢ homologo ao receptor da motilina, que ¢ um peptidio

sintetizado pelas células enddcrinas da mucosa duodeno-jejunal e cujo nome refere-se a sua
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capacidade de estimular a motilidade dos 6rgdos digestivos; as formas humanas compartilham
52% de aminoacidos idénticos (FEIGHNER et al., 1999; INUI, 2001; SMITH et al.,2001).

O 4cido ribonucleico mensageiro (mRNA) (em inglés, messenger ribonucleic acid) do
receptor para a grelina ¢ predominantemente expresso no ARC, no ntcleo ventromedial
(VMN) (em inglés, ventromedial nucleos) e no hipocampo (NAKAZATO et al., 2001). O
mRNA do GHS-R também ¢ detectado em multiplos nucleos hipotaldmicos e na hipodfise,
bem como em outras regides (KOJIMA & KANGAWA, 2005). Anélises por reacdo em
cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR) (em inglés, real-time polymerase chain
reaction) demonstraram que o mRNA do GHS-R ¢ expresso em vérios 6rgaos, como coracao,
rim, pulmio, figado, pancreas, estdbmago, intestinos, tecido adiposo e células do sistema
imunologico (GNANAPAVAN et al., 2002).

A grelina acilada, que se liga ao GHS-R, causa aumento na ingestdo alimentar e
diminui¢do no gasto energético; a desacilada ndo se liga a0 mesmo receptor e sua ligagao
provavel ¢ com um receptor ainda ndo identificado (HOSODA, 2003). A obestatina, um
peptidio derivado do gene da grelina (progrelina) (SOARES & MOREIRA, 2008), se liga a
outro receptor fazendo o inverso, ou seja, diminui a ingestdo alimentar e aumenta o gasto
energético. A grelina e a obestatina trabalham no sentido de manter um equilibrio energético

(NOGUEIRAS & TSCHOP, 2005).

1.1.1.4 Concentragdo da grelina

A concentracdo normal da grelina no plasma sanguineo em humanos adultos ¢ de

34-69 pg/ml (10-20 fmol/ml) para a acilada e de 340-519 pg/ml (100-150 fmol/ml) para a

total (acilada e desacilada) (KOJIMA & KANGAWA, 2005).
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A concentragdo de grelina geralmente aumenta em jejum prolongado e imediatamente
antes das refei¢cdes habituais e diminui no periodo pos-prandial, pela ingestdo de nutrientes.
Os carboidratos tém um maior efeito supressor da producdo de grelina do que os lipidios
(SANCHEZ et al., 2004). Segundo Overduin e colaboradores (2005), a supressdo da grelina
ndo ¢ mediada por nutrientes no estbmago e duodeno, pois, quando administrados nutrientes
diretamente no jejuno, ocorre o mesmo efeito. Além do mais, glicose e aminoécidos tém um
efeito supressor mais efetivo na grelina do que lipidios e frutose (TEFF et al., 2004).

Segundo Cummings et al. (2001), a concentracdo plasmatica aumenta em condigdes
de jejum e se reduz apds a alimentagdo, sugerindo assim que a grelina seja um sinal inicial
para o aumento do apetite. A intensidade e a dura¢do da supressdo dos niveis de grelina pos-
prandial estdo relacionadas de forma dose-dependente com a quantidade de calorias das
refeicdes (CALLAHAN et al., 2004). Tannous dit El Khoury et al. (2006) e Foster-Schubert
et al. (2008) descreveram um fendmeno notavel na supressao da grelina, que denominaram de
supressao bifésica, caracterizado por um decréscimo pré-prandial na grelina total e na acilada
e um rebote intenso sobre as mesmas ap6s a ingestdo de carboidratos isolados, sugerindo que
existem mecanismos que contribuem para promover a perda de peso com dieta hiperproteica e
hipoglicemica e o ganho de peso em dietas hiperlipidicas.

O controle da secrecdo de grelina pré-prandial ndo esta completamente esclarecido,
mas a acdo simpatica pode estar envolvida (DE LA COUR et al.,, 2007). A supressdo da
grelina pos-prandial estd bem documentada em animais e em humanos adultos, mas ndo em

criancas (BELLONE et al., 2004).
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1.1.1.5 Fungdes fisiologicas da grelina

Além da sua influéncia sobre o apetite, a grelina acilada interfere no peso corpéreo e

na adiposidade (CHEN et al., 2009b). Suas fungdes consistem em estimular ou inibir

hormdnios e/ou fungdes fisioldgicas (tabela 1).

Tabela 1 - Fungdes fisiologicas da grelina acilada

Secrecao hormonal Funcio gastrica
1 GH 1 Secrecgdo acida
1 ACTH (fraco) 1 Motilidade
1 Cortisol (fraco) 1 Turnover gastrico e motilidade intestinal

1 Prolactina (fraco)

1?| Insulina

Efeitos anabdlicos Funcao cardiovascular
1 Apetite 1 Débito cardiaco
1 Adiposidade | Pressao sanguinea

1 Glicose sanguinea

1Estimula; |Inibe
Fonte: Modificado de Kojima & Kangawa, 2005.

Dentre as agdes periféricas da grelina acilada, destacam-se estimulagdo da secrecdo
acida e alteragdes da motilidade gastrica em ratos e humanos (ASAKAWA et al., 2001;
BALDELLI et al., 2001; CAMILLERI et al., 2009).

Um estudo demonstrou agdes biologicas sutis e as vezes contraditorias da grelina

desacilada no controle nao s6 do metabolismo da ingestao alimentar da glicose e dos lipidios,
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bem como no da motilidade gastrointestinal e da proliferagdo celular. Esses efeitos

normalmente se opdem ou modificam a a¢do da grelina (CAMILLERI et al., 2009).

. Atividade de liberaciao do GH
A grelina estimula a liberagdo do GH, tanto in vivo quanto in vitro, diretamente
proporcional a dose aplicada (ARVAT et al., 2000). A liberacdo do GH atinge seu pico em
aproximadamente cinco a 15 minutos apods a inje¢do intravenosa de grelina e cai ao nivel
basal uma hora apdés a inje¢do. Uma simples administracio de grelina
intracerebroventricularmente também aumenta a concentragdo do GH no plasma de ratos de

uma maneira diretamente proporcional, com uma dose minima de 10 pmol (DATE et al.,

2000b).

« Regulacio da secrecio de grelina e controle de peso

A regulacdo do apetite revela que os mecanismos regulatorios ndo sdo somente do
SNC, mas também mediados por fatores secretados por tecidos periféricos (NEARY et al.,
2004; SMALL & BLOOM, 2004; UKKOLA, 2004; WYNNE et al., 2004) (figura 4). A
leptina, produzida no tecido adiposo, age como um inibidor do apetite que transmite sinal de
saciedade ao cérebro (FRIEDMAN, 2002). O sinal de fome dos tecidos periféricos
permanecia sem identificacdo até a descoberta da grelina.

A distensdo gastrica pela dgua ndo altera a concentragdo de grelina e a distensao
mecanica isolada ndo induz sua secre¢do (KOJIMA & KANGAWA, 2008). Experimentos
recentes com ratos adultos demonstraram que a grelina pode afetar a ingestdo de alimentos e
de 4gua de maneira oposta: estimula a ingestdo alimentar enquanto inibe a ingestdo hidrica
(MIETLICKI et al., 2009).

A concentracdo de grelina, no entanto, ¢ sensivel ao tipo de refeicdo: diminui com

uma refeicdo hiperlipidica e aumenta com uma refeicdo hiperproteica (KOJIMA &
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KANGAWA, 2008). A grelina ¢ produzida primariamente nos o0rgdos gastrointestinais em
resposta a fome e ao apetite, considerado um forte sinal periférico no SNC para estimular a
ingestdo alimentar. Os niveis de grelina no plasma aumentam imediatamente antes de cada
refeicdo programada e se reduzem a niveis basais uma hora apos a ingestdo (CUMMINGS et
al., 2001). H4 aumento pré-prandial e supressdo pos-prandial em humanos que iniciam a
refeicdo voluntariamente, sem horarios fixos (CUMMINGS et al., 2004). O fator mais
importante para a regulacdo da secrecdo da grelina ¢ a alimentagdo. O nivel de glicose no
sangue também pode ser um fator critico; quando a glicose ¢ administrada oral ou
intravenosamente, a concentracdo de grelina no plasma diminui (SHIIYA et al., 2002). A
concentragdo de grelina no plasma ¢ sensivel, entretanto, ao nlimero e horério de refei¢des e
diminui mediante uma refei¢do rica em gordura (ERDMANN et al., 2003; GREENMAN et
al.,2004).

A taxa pela qual a grelina periférica ultrapassa a barreira hematoencefélica parece
ser muito baixa; assim, a grelina deve ativar regides hipotaldmicas proprias via uma rota
indireta. A detecgdo de receptores para grelina em neurdnios aferentes vagais de ratos sugere
que ela ¢ transmitida ao cérebro via nervo vago (DATE et al., 2002; ZHANG et al., 2004).

A concentragdo de grelina no plasma ¢ mais baixa em individuos obesos do que em
ndo obesos (TSCHOP et al., 2001; HAQQ et al., 2005). Relacionado a este fato, o nivel de
grelina no plasma se encontra bastante elevado em portadores de anorexia nervosa e retorna a
niveis normais com ganho de peso e quando o individuo se recupera da doenga (TANAKA et
al., 2003a). As concentragdes de grelina também sdo elevadas em individuos com bulimia
nervosa (TANAKA et al., 2003b).

QI et al. (2003) observaram que uma elevagdo nos niveis circulantes do GH
endogeno causa redugdo na producdo e secrecdo de grelina no estdmago de ratos. Em

contrapartida, a administracdo do GH exo6geno ndo afeta as reservas de grelina do estdmago
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de animais o que pode ser atribuido a ideia de que a ingestdo caldrica também afeta o balango
da grelina no estdmago, tornando dificil separar esse efeito do efeito feedback do GH.

Os neuronios que expressam grelina no ARC possuem fibras aferentes para as duas
classes de neuronios: os orexigenos, que expressam NPY e AgRP (em inglés, agouti-related
protein), € os anorexigenos, que expressam POMC e transcrito e regulado por cocaina e
anfetamina (CART) (em inglés, cocaine and anfetamine regulated transcript). A grelina
estimula a liberagdo de NPY e AgRP. O ARC também ¢ um alvo da leptina, e uma parte dos
efeitos anorexigenos da leptina e orexigenos da grelina funciona por regulacdo dos genes que
codificam esses peptidios (figura 4).

O trabalho de Minokoshi et a/ (2004) mostrou que a quinase ativada por
monofosfato de adenosina (AMPK) (em inglés, adenosine monophosphate-activated protein
kinase) esta envolvida nos processos hipotalamicos de regulacdo do apetite. Quando a grelina
¢ administrada in vivo, a atividade da AMPK se mostra aumentada no hipotdlamo. Em
contraste, quando a leptina ¢ injetada, a atividade da AMPK se mostra diminuida (KOJIMA &

KANGAWA, 2005).
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Fonte: Modificado de Méier & Gressner, 2004.

Fig. 4 - Acdo da grelina no tecido adiposo e no cérebro.
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A grelina acilada, a grelina desacilada, a obestatina, o GHS-R e a GOAT podem fazer
parte de um sistema composto por varios elementos efetores que constituem o centro de um
eixo integrado cérebro-intestino, modulando o apetite, a digestdo, a motilidade intestinal, a

adiposidade e a distribui¢do de energia (CHEN et al., 2009D).

1.1.2 Leptina

Em 1953, Kennedy propdés que um fator humoral supostamente produzido nos
adipdcitos causaria interferéncia negativa na ingestdo energética, agindo de forma direta no
hipotdlamo e modulando o balango energético, e sua propor¢do seria relativa ao grau de
adiposidade corporal. No entanto, essa hipotese ndo foi confirmada até que, em 1994, foi
descoberto o gene ob e sua proteina codificada denominada leptina (ZHANG et al., 1994). A
leptina foi identificada como produto de um gene nomeado ob (obeso) em ratos de
laboratério. O gene ob se encontra no cromossomo 7q31.3 e € constituido por trés éxons
separados por dois introns. A regido que codifica a sintese de leptina localiza-se nos éxons
dois e trés (HERMSDORFF et al., 2004). A leptina constitui-se de 167 aminoécidos, com
peptidio terminal de 21 aminoécidos. Sua estrutura a classifica como da familia das citocinas,
tendo de quatro a cinco segmentos helicoidais (JANECKOVA, 2001). O radical leptos,
oriundo do grego, significa magro. Ela ¢ produzida quase que exclusivamente em adipocitos
diferenciados embora seja encontrada em outros tecidos (MEIER & GRESSNER, 2004).
Movimenta-se através da corrente sanguinea até o cérebro, onde age nos receptores do
hipotalamo para reduzir o apetite. Existe uma homologia de 84% da leptina humana com a de

camundongos e de 83% com a de ratos (HAVEL, 2001).
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Os ratos mutantes (com gendtipo ob/ob, que nao produzem leptina) mostraram o
comportamento e a fisiologia de animais em constante estado de fome. Os seus niveis de
corticosterona eram elevados e eles ndo conseguiam crescer normalmente, manter-se
aquecidos, reproduzir-se ou controlar o apetite. Como conseqiiéncia, tornaram-se gravemente

obesos, pesando trés vezes mais do que um rato normal (ZHANG et al., 1994).

1.1.2.1 Fungdes da leptina

Estudos iniciais com leptina sugeriram que ela seria um indutor de magreza, pois 0s
ratos ob/ob apresentam defeitos na regulacdo da temperatura corporal e obesidade. Efeitos
similares ocorreram no jejum e foram atenuados pela reposi¢@o de leptina in vivo (AHIMA et
al., 1996; AHIMA et al., 1997; FLIER, 2004). Dessa maneira, a leptina ¢ um horménio que
age mais na regulacdo da quantidade de energia do que na perda de peso (FLIER, 1998).

A leptina age no cérebro e em varios tecidos periféricos, como pancreas, figado, tecido
adiposo e sistema imunolégico (BJORBAEK & KAHN, 2004) (figura 5). Sua acdo central no
cérebro, especialmente no hipotdlamo, ¢ bem caracterizada pela homeostase energética e por
sua importancia na fungdo reprodutiva (FLIER, 2004).

Os niveis de leptina refletem o estado nutricional e sdo equiparados com a quantidade
de tecido adiposo. Os niveis diminuem assim que o jejum se instala. A maneira exata pela
qual a expressdo da leptina ¢ controlada ndo estd esclarecida, apesar de o metabolismo
insulino- estimulador da glicose e do receptor proliferador-ativador da peroxima (PPAR) (em
inglés, peroxisome proliferator-activated receptor) e seus antagonistas participarem do
processo (MORENO-ALIAGA et al., 2001). Uma das agdes periféricas mais importantes da

leptina ¢ a redugdo da sintese e secre¢do de insulina, estabelecendo-se, assim, um eixo “adipo-
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insular” (SEUFERT, 2004). Evidéncias recentes sugerem que sinais hipotalamicos regulam a
sensibilidade da insulina no figado via um neurocircuito envolvendo o nervo vago (GERMAN

et al., 2009), o que pode vir a ser um possivel eixo cérebro-figado no controle da homeostase

energética.
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Fonte: Modificado de Méier & Gressner, 2004.

Em animais normais, a leptina encontra-se altamente expressa no ARC do hipotalamo
que contém duas populagdes distintas de neurdnios responsivos a leptina, os que expressam
NPY/AgRP e os que expressam POMC/CART. Os que conttm POMC/CART sao ativados
pela leptina e consequentemente promovem o gasto energético e a perda de peso, enquanto

que os que contém NPY/AgRP promovem ingestao alimentar e ganho de peso e estdo inibidos

Fig. 5 - Acdo da leptina no hipotalamo e 6rgéos periféricos.

(ELIAS et al., 1999; COWLEY et al., 2001; VAN DEN TOP et al., 2004) (figura 6).
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Fig. 6 - Neuronios alvo da leptina no hipotalamo.

Além de funcionar na regulagdao do peso corporeo, a leptina participa da fisiologia da
puberdade e da reprodugado, informando ao cérebro se as reservas energéticas sao suficientes
para sustentar o inicio da puberdade e da reproducdo; ¢ ainda responsavel por estimular a
oxidagdo de acidos graxos e a captagao de glicose, impedindo assim o acumulo de gordura
nos tecidos. A leptina tem também papel fundamental sobre os sistemas imunologico,
hematopoiético e cardiovascular (ROMERO & ZANESCO, 2006).

A leptina ¢ um hormonio que tem relagao direta com a fertilidade. Camundongos com
genotipo ob/ob sao inférteis, situagdo que ¢ revertida apos injegdes de leptina, tornando-os
capazes de procriar com cepas selvagens (CHEHAB et al., 1996). Devido a alta demanda
energética necessaria a gestacao e a lactacdo, a leptina teria o papel de informar ao SNC se as
reservas de tecido adiposo sdo suficientes para manter a reproducao (CUNNINGHAM et al,,
1999).

Frisch & Revelle (1971) sugeriram a existéncia de uma quantidade critica de gordura

corporea necessaria para o desenvolvimento normal do ciclo menstrual: especificamente o
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peso de 48 kg ou o percentual de gordura de 22% para permitir o progresso da puberdade
(APTER et al, 1978; VAN DER SPUY, 1985). Essa hipotese do “peso critico” foi
controversa (CRAWFORD & OSLER, 1975; SCOTT & JOHNSTON, 1982) até que a
descoberta da leptina, em 1994 (ZHANG et al, 1994), que apresentou um hormonio
candidato a sensibilizacdo dos niveis de adiposidade com consequente retorno ao SNC para
ativar a secre¢do de gonadotrofinas. Altos niveis de leptina sdo seguidos de uma infancia
curta, pois o ganho de peso seria o gatilho para uma puberdade precoce. De forma inversa,
baixos niveis de leptina, como ¢ o caso de criancas desnutridas, retardaria o processo

(DUNGER et al., 2006) (figura 7).

@
‘ Perda depeso ‘_ ‘ Eutrofia ‘ ﬂ Ganho depeso j

‘ Leptina diminnida ‘

Gatilho para a
puberdade

Leptina elevada ‘

Fig. 7 - Acdo da leptina na puberdade.

Na infancia e na adolescéncia, ha diferenca nos niveis plasmaticos de leptina entre os
sexos. No feminino, a concentracdo aumenta progressivamente de acordo com a idade, com o
ganho de peso e com a gordura corporal, ao passo que no masculino se verifica uma
diminui¢do progressiva. Isso ocorre devido as diferencas hormonais, tendo a testosterona uma
correlagdo negativa com niveis de leptina. A expressao desse peptidio ¢ duas a trés vezes
maior no tecido subcutdneo do que no visceral, particularmente no sexo feminino, devido a

serem os adipdcitos subcutaneos maiores do que os viscerais (HERMSDORFF et al., 2004).
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Em termos de secrecdo de adipocinas, algumas sdo preferencialmente expressas no tecido
subcutaneo, e outras, no tecido visceral (tabela 2).

A presenca de leptina no leite humano levanta a hipdtese de um importante papel
biologico no metabolismo neonatal, modulando a termogénese e a utilizagdo de energia no
periodo poés-natal imediato (SAVINO, 2008). As concentracdes de leptina poderiam ser
definidas pela alimentacdo recebida nos primeiros anos de vida e este seria um mecanismo
que ligaria a dieta na infancia ao risco de desenvolvimento de doencas na vida adulta

(SAVINO, 2008).

Tabela 2 - Expressdo predominante de diferentes adipocinas nos tecidos visceral e no

subcutaneo
Subcutianeo Visceral

Leptina TNF-a*

Adiponectina Visfatina

RBP-4 Interleucina-6

Proteina estimuladora da acilagao Interleucina-8
Adpisina
PAI-1
Agiotensinogénio
Resistina

Fonte: modificado de Marra & Bertolani, 2009.

RPB-4: proteina ligadora de retinol-4;

TNF-o.: fator de necrose tumoral-o,;

PAI-1: inibidor de ativagao de plasminogénio-1

*Indica prevaléncia ndo esclarecida ou dados conflitantes.



35
1 Introducao

1.1.2.2 Resisténcia a leptina

A descoberta da leptina promoveu expressivo entusiasmo no ambito dos estudos sobre
balango energético, que diminuiu ap6s a compreensdo de que a obesidade ndo ¢ uma condicao
de insuficiéncia, mas, sim, de resisténcia a leptina. Individuos obesos frequentemente
apresentam concentracdo de leptina elevada e sua administragio mostra efeitos muito
limitados (HEYMSFIELD et al, 1999). Varias pesquisas sugerem que, assim como a
insulina, o aumento da leptina no cérebro ¢ facilitado pelos receptores da leptina expressos
nas células endoteliais na barreira hematoencefalica que funcionam como transportadores de
leptina. Nao esta claro se disfung@o nesse processo de transporte pode levar a obesidade,
porém a observacdo de que humanos obesos t€ém niveis baixos de leptina no fluido
cerebroespinhal quando comparados com os niveis plasmaticos ¢ consistente com essa
possibilidade (CARO et al., 1996; BIORBAEK et al., 1998).

Uma area que esta avangando no campo da obesidade ¢ o entendimento do mecanismo
molecular que fundamenta a sinalizag@o da leptina via rota janus quinase-transdutores de sinal
e ativadores da transcricdo (JAK-STAT) (em inglés, janus activating kinase-signal transducer
and activator of transcription). Enquanto a leptina ativa multiplos sinais intracelulares em
cascata, a resisténcia a ela é quase que exclusivamente caracterizada como uma ativacao
reduzida no fator de transcricdo STAT3. Existem seis receptores da leptina (0b-Ra / ob-Rb /
ob-Rc / ob-Rd / ob-Re / 0ob-Rf) (MARRA & BERTOLANI, 2009). O receptor ob-Rb, que
possui a forma longa, ou seja, um numero maior de aminodcidos, sinaliza principalmente via
rota JAK-STAT. Quando ocorre resisténcia a leptina, a exposicdo a ela rapidamente induz a
expressdo do sinalizador da supressdo da citocina-3 (SOCS3) (em inglés, suppressor of
cytokine signaling 3) que inibe a sinalizagdo do receptor de leptina, inibindo,

consequentemente, a estimulacdo da leptina na rota JAK-STAT (HOWARD et al., 2004). Os
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mecanismos de resisténcia a leptina sdo essencialmente centrais, ou seja, ocorrem alteragdes
na sinalizacdo do receptor 0b-Rb no SNC e um transporte ineficiente da mesma através de
uma superexpressao da SOCS3, que ¢ a molécula que inibe a sinaliza¢do da leptina (MARRA

& BERTOLANI, 2009).

1.1.2.3 Outras situagdes que alteram os niveis de leptina

Situacdes de estresse, como jejum prolongado e exercicios fisicos intensos, diminuem
os niveis circulantes de leptina, comprovando, dessa maneira, a atuacdo do SNC na inibi¢ao
da liberacdo de leptina pelos adipdcitos (SANDOVAL & DAVIS, 2003). De forma inversa,
uma dieta rica em lipidios aumenta a expressdo dos receptores de leptina com consequente
elevacdo de seus niveis. Uma dieta rica em lipidios, de alguma maneira, enfraquece a
habilidade da leptina em regular a expressdo do gene 0h-Rb no ARC do cérebro (MITCHELL
et al.,2009).

Disturbios nutricionais e alteragdes do apetite sofrem influéncia do tipo e da
quantidade de nutrientes ingeridos, bem como de varios hormdnios e peptidios. Os dados
ainda sdo conflitantes, mas a grelina com sua fungdo orexigena e a leptina com sua fun¢ao
anorexigena juntamente com outros hormdnios e peptidios estdo envolvidos no delicado

equilibrio que existe em seres humanos eutroficos.
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1.1.3 Insulina e glicose

O termo glicose deriva do grego glykys, que significa “doce”, acrescentado do sufixo —
ose. A glicose ¢ um importante monossacaridio, pois ¢ a fonte de energia mais utilizada. No
metabolismo, a glicose fornece quatro quilocalorias (KCal) de energia por grama. Quando
hidratada, como ¢ o caso do soro glicosado, fornece 3,4 KCal por grama. A degradagao
quimica da glicose durante o processo de respiracdo celular da origem a ligagdes quimicas
que armazenam energia sob a forma de moléculas de adenosina trifosfato (ATP) (em inglés,
adenosin tri-phophate). Niveis normais de glicose, além de proporcionar a quantidade de
energia necessaria ao organismo, também previnem problemas renais, neurologicos e
oftalmologicos. A estrutura da glicose € representada por seis atomos de carbono e um grupo
aldeido (C¢H20g).

A insulina ¢ um hormonio de carater anabodlico, produzido pelas células 3 das ilhotas
de Langerhans no pancreas, em resposta aos niveis plasmaticos dos nutrientes, especialmente
a glicose (FERRANINNI et al., 1999). Desempenha importante papel no controle do peso
corporal, por ser um dos hormonios responsaveis pela regulacao da ingestdo alimentar e do
gasto energético, bem como atua no hipotalamo, interagindo com neurotransmissores

envolvidos no mecanismo de controle da fome e da saciedade (SCHWARTZ, 2000).

1.1.3.1 Estrutura e secre¢ao da insulina

A insulina ¢ o principal hormdnio responsavel pelo controle do metabolismo da

glicose. Seu precursor, a proinsulina (9,6 Kda, 86 aminoacidos), ¢ também metabolizado nas

células B das ilhotas de Langerhans. A glicose € o primeiro sinal de estimulo de secrecao de
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insulina, pois, dentre os nutrientes secretagogos, somente ela pode iniciar a secre¢do de
insulina. Assim, ¢ recomendavel a dosagem de ambas para uma interpretacdo correta da
medida de insulina (CHEVENNE et al., 1999; VOLP et al., 2008).

A secrecdo basal de insulina ¢ constante, porém alguns estimulos provenientes de
nutrientes, da atuacdo de neurotransmissores e de outros hormoénios podem aumentar ou
diminuir esses niveis (CISTERNAS, 2002). A principal rota do metabolismo da glicose ¢ a
glicolise e a subsequente oxida¢do do piruvato via ciclo de Krebs, fundamentais para o
controle da secrecdo insulinica. O transporte da glicose para o interior das células do
organismo ¢ realizado por uma proteina transmembrana homoéloga (HABER et al., 2001). A
partir da oxidacdo da glicose intracelular, ocorre aumento da taxa de produgdao de ATP/
difosfato de adenosina (ADP) (em inglés, adenosin diphophate), resultante da ativacdo da
glicoquinase, que ocasiona o fechamento dos canais de potdssio sensiveis ao ATP, com
consequente despolarizagdo da membrana das células f causando uma abertura no canal de
calcio para que os ions de célcio atravessem-na. Essa melhora no aumento dos niveis de
calcio leva a uma liberagao exocitotica de insulina dos granulos de estoque.

O receptor insulinico ¢ formado por uma subunidade a extracelular e uma subunidade
B intracelular. A ligacdo da insulina a subunidade a estimula a atividade da tirosina quinase
associada a subunidade 3 do receptor insulinico inserido na membrana das células, resultando
na fosforilacdo do substrato do receptor de insulina-1 (IRS-1) (em inglés, insulin receptor
substrate-1). Uma vez fosforilado, o IRS-1 interage com uma série de proteinas intracelulares,
desencadeando uma cascata complexa de reagdes de fosforilagio e defosforilacao

(CARVALHEIRA et al., 2002).
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1.1.3.2 Mecanismo de ac¢do da insulina

A insulina liga-se a receptores de afinidade especifica com a membrana celular da
maioria dos tecidos, como musculo, figado e tecido adiposo, desencadeando uma série de
reacdes em cadeia. No musculo, promove a captacdo de glicose e o estoque de glicogénio. No
figado, inibe a produgdo e liberacdo de glicose, bem como promove o estoque de glicogénio.
E no tecido adiposo, a captacao de glicose ¢ estimulada e a liberacdo de acidos graxos livres ¢
inibida, afetando diretamente o metabolismo de lipidios, reduzindo a oxida¢do de gorduras,
por inibir a acdo da lipase hormdnio-sensivel, e estimulando o deposito de gorduras por

ativacdo da lipase lipoproteica (FRIEDMAN, 1998; HOWARD, 1999) (figura 8).
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Fonte: Modificado de Taubes, 2009.

Fig. 8 - Fungdes da insulina.
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1.1.3.3 Insulina, modulagdo hormonal ¢ homeostase metabolica

A insulina também atua no hipotdlamo, interagindo com neurotransmissores
envolvidos no mecanismo de controle da fome e da saciedade, sendo o NPY o principal deles.
O hipotadlamo possui receptores sensiveis a glicemia plasmadtica, que induzem a uma maior
sensacdo de fome quando os niveis glicémicos apresentam-se baixos (WOODS et al., 1996;
VOLP et al., 2008).

A insulina interage com hormdnios como a leptina, resultando em efeitos indiretos
sobre a ingestdo de alimentos (RABEN & ASTRUP, 2000). E capaz de estimular a expressio
da leptina por meio da metabolizagdo da glicose e de lipidios nesse tecido (glicolise e
lipogénese) (CNOP et al., 2002). Quando hd dimiui¢do da producdo da leptina, ocorre
supressao da func¢ao tireoidiana, em parte pela redugdo da produgdo do hormdnio estimulador
da tire6ide no nucleo hipotalamico paraventricular, e da expressdo de fatores anorexigenos
como POMC, CRH, CART, horménio estimulador do melanécito o (a-MSH) (em inglés,
a-melanocyte stimulating hormone) e pelo aumento da expressao de fatores orexigenos NPY e
AgRP (CISTERNAS, 2002; SUVIOLAHTI et al., 2003).

A insulina atua negativamente na expressdo do NPY, que ¢ sintetizado primeiramente
por neurdnios localizados no ARC e ativados em resposta a um balango energético negativo
(SCHWARTZ, 2001). A ativacdo do NPY traduz-se em agdes metabolicas com depodsito de
gordura corporal devido a seus potentes efeitos orexigenos, promovendo, assim, a lipogénese
nos tecidos hepatico e adiposo. Esse aumento da expressdo promove uma maior secrecao de
insulina e de glicocorticoides na circulacdo, mecanismo que contribui para uma hiperfagia
compensatoria como resposta a perdas de tecido adiposo (SCHWARTZ, 2001).
Contrariamente aos efeitos do NPY, a insulina atua positivamente na expressdo das

melanocortinas como o a-MSH, que sdo peptidios derivados do POMC e possuem efeitos
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catabolicos. Produzidas por neurdnios do ARC, exercem efeitos anorexigenos que resultam na
diminuicdo da ingestdo com consequente perda de peso (SCHWARTZ, 2001). Outras
substancias cerebrais cuja expressdo ¢ estimulada pela insulina, com mesmo efeito catabdlico,
sdo o0 CART e o CRH que suprimem a ingestdo alimentar e estimulam a lipdlise e a
termogénese.

Durante a perda de peso ocorre queda nos niveis de insulina e aumento da atividade
das rotas catabolicas em razdo do aumento dos niveis dos hormoénios contrarreguladores,
resultando na inibi¢do da ingestdo alimentar e aumentando o gasto energético (SCHWARTZ,
2000). Em ratos, ap6s jejum de 48 horas, ocorre redu¢do dos niveis plasmaticos de insulina,
glicose e leptina, além da perda de peso corporal (CARVALHEIRA et al., 2002).

Os humanos possuem dois sistemas reguladores da glicose que se sobrepdem e sdo
ativados pela queda da glicemia: as ilhotas de Langerhans, que liberam glucagon, e os
receptores no hipotdlamo, que respondem em situagdes em que a glicemia estd
excepcionalmente baixa. Os glicorreceptores hipotalamicos podem estimular a secre¢do de
adrenalina, de cortisol e do GH. Esses hormdnios contrarregulatérios tém agdo contraria a da
insulina, estimulando a glicogenolise, a lipdlise e a neoglicogénese, favorecendo a elevacao
da glicemia plasmatica (VOLP et al., 2008).

A ingestdo excessiva de alimentos gera sinais de saciedade que, através de circuitos
neurais e hormonais, regulardo a ingestdo alimentar e o gasto energético (SCHWARTZ et al.,
2000). Em humanos saudaveis, a insulina ndo aumenta proporcionalmente ao aumento da
quantidade de carboidratos ingeridos (LEE et al., 1998; HOLT et al., 1997). Outros fatores,
como transito gastrintestinal, liberacdo hormonal, viscosidade, osmolaridade, dieta habitual do
individuo, frequéncia alimentar e idade, também podem exercer influéncia na resposta

insulinica (JENKINS et al., 1994; PI-SUNYER, 2002).
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A resposta insulinica individual a uma determinada quantidade de carboidrato ingerido
pode ser influenciada pelo nivel de resisténcia a insulina apresentada, o qual ¢ determinado
pelo grau de adiposidade, pela genética, pelo nivel de atividade fisica e pelo tipo de dieta
ingerida (WILLET et al., 2002).

Em individuos eutroficos, os altos niveis de insulina plasmatica induzem a saciedade.
Em obesos, o controle da ingestdo alimentar parece ineficiente, apesar de a maior quantidade
de tecido adiposo favorecer o aumento da insulinemia, que ndo resulta no aumento da
saciedade.

Uma das explicagdes para o desenvolvimento da resisténcia periférica a insulina
relaciona-se a maior ingestdo de lipidios, comumente observada na dieta dos obesos. Os
individuos com obesidade abdominal sdo também mais predispostos a apresentar

dislipidemias (VOLP et al., 2008).

1.1.3.4 Resisténcia a insulina

Resisténcia insulinica (RI) significa diminui¢do da capacidade da insulina endogena
ou exdgena de estimular a utilizacdo celular de glicose devido aos defeitos nos mecanismos
pos-receptores envolvidos em sua utilizagdo ou a deficiéncia no receptor insulinico
(WALKER, 1995). A RI estabelece um ciclo vicioso: o tecido ndo responde a insulina, o
pancreas compensa secretando ainda mais insulina e gradualmente o tecido se torna ainda
mais resistente.

A RI pode ser medida pelo modelo de avaliacdo da homeostase-resisténcia a insulina
(HOMA-IR) (em inglés, homeostasis model assessment-insulin resistence). Huang et al.

(2002) validaram um indice de HOMA para identificacdo da RI em criangas pré-puberes,
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utilizando a formula: HOMA-IR = Insulina (n mU/I) x Glicemia de jejum (mmol/l)/ 22,5. O
critério para diagndstico da RI sdo valores de HOMA-IR acima do percentil 90. Até o
momento, ndo hd uma equacao validada que contemple a determinacdo do HOMA-IR para
criangas ¢ adolescentes de acordo com sexo ¢ idade, em virtude disso o HOMA-IR nao foi
realizado neste estudo.

Soares & Moreira (2008) identificaram indicadores metabolicos (insulinemia, glicemia
e trigliceridemia) e antropométricos (% de gordura, IMC, medida da cintura quadril, indice de
conicidade) que podem ter um bom poder de predigao da RI em criangas de sete a 11 anos a
partir de apenas uma medida. A insulimemia demonstrou o melhor poder de predicao,
sensibilidade e especificidade quando comparada aos outros indicadores. E os indices

antropométricos também mostraram significativo poder de predi¢ao da RI.

1.1.4 Moduladores da homeostase energética

A reserva de energia corporal ¢ ativamente controlada por sistemas complexos que
regulam a fome e o apetite, a divisdo dos substratos € o gasto energético. Varias substancias
estdo envolvidas no balanco energético. A regulacao neuroendodcrina da ingestdo alimentar
consiste em uma interagdo entre impulsos gerados nos neurdnios do SNC e hormonios

produzidos no tecido adiposo e no sistema digestorio.
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1.1.5 Antropometria

Antropometria ¢ a técnica ndo invasiva mais aplicada universalmente para avaliar o
estado nutricional. Em auxologia, o termo padrdo significa que a curva utilizada refere-se a
um crescimento esperado, enquanto que referéncia diz respeito a curvas que mostrem o
padrdo das criangas selecionadas para as mesmas, e nenhuma avaliacdo de dados ¢ imposta
contra o crescimento. Apesar da diferenca, os termos padrao e referéncia frequentemente sao
utilizados como sinénimos (FRISANCHO, 2008).

Em razdo da praticidade e do baixo custo, a avaliagdo do estado nutricional de criangas
e adolescentes ¢ realizada frequentemente levando em consideragdo o peso e a estatura, sendo
complementada por medidas de dobras cutaneas e circunferéncias com o intuito de aumentar a
acuracia da medida.

Um dos primeiros estudos de que se tem noticia de curva de crescimento ¢ o de
Montbeillard, no século 18, que registrou a estatura de seu filho até a idade de 18 anos e que ¢
uma das mais conhecidas ilustragdes da auxologia humana. Ha outro trabalho sobre
crescimento dessa mesma época quando havia uma verdadeira obsessdo por altura no
exército, sendo os mais altos considerados melhores para lutar. Goethe também descreveu a
medida da altura na parede, com um aparelho similar a um antropometro, na selecdo de
soldados. Sdo também do século 18 um estudo longitudinal conduzido com alunos da
instituicdo Calschule no periodo de 1772 a 1794 e um trabalho descoberto nos arquivos da
marinha do Reino Unido com dados de altura de meninos (TANNER et al., 1981).

No século 19, os trabalhos comecaram a ser publicados e foram estabelecidas as
primeiras relagdes entre nutri¢do e crescimento. No final desse século, Saint-Hilaire descreveu
disturbios de crescimento: nanismo, gigantismo, puberdade precoce e anomalias congénitas

(TANNER et al., 1981).
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O século 20 foi marcado pelo trabalho de Tanner, que, na década de 1950, iniciou uma
série de pesquisas sobre crescimento, velocidade de crescimento e puberdade. Até hoje os
graficos e métodos criados por ele sdo utilizados como padrdo e, transcorridos mais de
cinqiienta anos, ndo sdao considerados ultrapassados, o que prova o quanto Tanner estava a
frente de seu tempo (TANNER et al., 1981).

Entre 1929 ¢ 1975, foram coletados dados transversais de criangas de zero a 23 meses
pelo Ohio Fels Research Institute e, entre 1960 e 1975, dados transversais de criangas e
adolescentes de dois a 18 anos pelo National Health and Nutritional Examination Surveys
(NHANES), os quais passaram a ser conhecidos como curvas de “referéncia NCHS”. Em
1975, a Organizagdo Mundial de Satde (OMS) formou um grupo de especialistas para
deliberar sobre o uso de curvas de crescimento. Como ndo havia nenhum conjunto de dados
que preenchesse critérios ideais, foram recomendadas para uso internacional as curvas NCHS,
passando entdo a ser denominada referéncia NCHS-OMS (WHO, 1978).

Em 1993, a OMS formou um novo grupo para avaliar as frequente criticas a referéncia
NCHS-OMS, bem como avaliar as medidas antropométricas desde sua nomenclatura até sua
aplicagao (WHO, 1994). Concluiu-se que novas abordagens seriam necessarias € a conduta
deveria aproximar-se mais de um padrao do que uma referéncia, significando que deveria ser
produzido um novo conjunto de dados para evidenciar como as criangas deveriam crescer. Em
1995, um novo grupo foi formado para desenvolver um protocolo de desenvolvimento das
novas curvas, tendo sido realizada coleta de dados em cinco paises, com avaliagdo
longitudinal (zero a 24 meses) e transversal (25 a 71 meses). Os novos padrdes definem
aleitamento materno como ideal para o crescimento e desenvolvimento infantil, o que
certamente levara a uma identificacdo precoce de criangas com sobrepeso.

O crescimento ¢ considerado o aumento do tamanho corporal. Pode-se dizer que o

crescimento do ser humano ¢ um processo dinamico e continuo que ocorre desde a concepgao
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até o final da vida, levando-se em conta os fenomenos de substituicdo e regeneracdo de
tecidos e o6rgdos. Também ¢ tido como um dos melhores indicadores de satide da crianga,
refletindo suas condigdes de vida, no passado e no presente. O crescimento possui fatores
intrinsecos (genéticos, metabolicos e malformacdes) e fatores extrinsecos (alimentacado,
saude, higiene, habitagcdo e cuidados gerais). As condi¢cdes em que ocorre o desenvolvimento
da crianca (fatores extrinsecos) vao determinar se ela podera atingir seu potencial maximo de
crescimento, determinado por sua carga genética. A avaliacdo periddica do crescimento
permite a identificagdo de possiveis doengas e com isso uma rapida intervencdo, no sentido de

impedir que o crescimento da crianga seja afetado.

« O sistema de escore-z ou desvio padrao (DP)
O escore-z expressa os valores antropométricos em nimeros de DP ou escore-z
abaixo ou acima da média ou mediana de referéncia. Um valor fixo de escore-z em
determinada faixa de tempo implica estatura e/ou peso fixos para criancas de uma

determinada idade, ou seja, ndo estd havendo o crescimento esperado.

« O sistema de percentis
O percentil refere a posicdo de um individuo a uma referéncia dada. A faixa de
percentil 25 significa que até 25% dos individuos da referéncia estdo com os dados nessa
faixa. O percentil 50 representa a mediana e compreende até¢ 50% da populacao de referéncia.
O percentil 75 indica que 75% dessa populacdo encontram-se nessa faixa, e assim
sucessivamente. Logo, os percentis 5 e 95 referem o intervalo de confianca de uma
distribuicdo considerando um P de 0,05. Os valores em percentis sdo comumente utilizados

pela simplicidade de sua interpretacdo. A falta de mudanga em valores de percentis proximos
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aos extremos da distribui¢do de referéncia, quando na realidade ocorre uma mudanga

substancial na classifica¢do de peso e/ou estatura, representa uma desvantagem do sistema.

1.1.5.1 Indicadores de crescimento

. Estatura para a idade
Estatura para a idade refere-se a um crescimento linear adequado em uma
determinada idade. Esse indicador ajuda a identificar se a crianca apresenta baixa estatura
devido a um processo prolongado de desnutricdo ou a episodios repetidos de doencga. Criangas
altas também podem ser identificadas, o que raramente ¢ problema, exceto na presenca de

doengas enddcrinas.

o Peso para a idade
Peso para a idade reflete massa corporal relativa a idade cronologica. Esse
indicador pode ser utilizado para avaliar se a crianga apresenta baixo peso ou baixo peso
grave, mas ndo pode ser utilizado para avaliar sobrepeso e obesidade. E influenciado pela

estatura da crianga, e sua interpretagdo ¢ mais complexa.

o Peso para estatura
Peso para a estatura refere-se ao peso corporal relacionado ao crescimento linear da
crianca. Esse indicador avalia a proporcionalidade da crianga, ou seja, uma crianga pode

apresentar baixa estatura por razdes genéticas ou por doengas sem ser desnutrida.

« IMC para a idade (IMC/idade)
O IMC/idade (kg/m?) também conhecido como indice de Quetelet, ¢ a medida que
expressa o peso (kg) por metro quadrado (m?) de estatura em determinada idade. Em geral

esse indice esta relacionado com a gordura corporal, motivo pelo qual ¢ especialmente util
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para avaliar sobrepeso e obesidade. Em alguns casos, o excesso de massa muscular pode levar
a um aumento do IMC/idade sem indicar sobrepeso; nessas situagdes devem-se associar

outros indicadores para uma avaliacao correta (FRISANCHO, 2008).

« Circunferéncia do braco para a idade
A medida da circunferéncia do braco representa o perimetro ocupado pelos tecidos
Osseos e musculares acrescidos do tecido adiposo. E um indicador que pode ser utilizado em

associacao ou ndo com as dobras cutaneas.

« Dobras cutineas
As dobras cutineas sdo medidas de adiposidade que permitem avaliar a composi¢ao
corporal. A gordura subcutanea constitui grande parte da gordura corporal e tem composi¢ao
variada em funcdo da idade, do sexo e do grau de adiposidade. Para discriminar de forma
mais adequada a composi¢do corporal, necessaria para a definicdo do estado nutricional,
podem-se utilizar outros indicadores antropométricos, como as dobras cutaneas triciptal,
subescapular, suprailiaca e abdominal. Em criancas e adolescentes, as mais utilizadas sdo a

triciptal e a subescapular.
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2 JUSTIFICATIVA

Grelina e leptina sdo hormonios-chave na regulacdo do apetite e da ingestao alimentar.
Existem trabalhos que descreveram a concentragdo destes hormodnios em criangas, mas que
utilizaram amostras heterogéneas no que se refere ao estado nutricional (INIGUES et al.,
2002; WHATMORE et al., 2003; DING et al., 2003; VISO GONZALEZ et al., 2005, PARK
et al., 2005; CAMURDAN et al., 2006; SAVINO et al., 2006). A uniformidade da amostra
aqui analisada, que considerou os pardmetros atuais de eutrofia, difere da das demais
pesquisas por dosar conjuntamente grelina total, grelina acilada, leptina, insulina e glicose.

A importancia deste estudo deve-se principalmente aos critérios com que foi
selecionada a amostra, estando sua relevancia relacionada a formagdo de uma base de dados
para futuras comparagdes com criancas portadoras de distirbios alimentares ou alteracdo do

apetite.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a concentracdo de grelina total, grelina acilada, grelina desacilada, leptina,

insulina e glicose em criangas eutrdficas e higidas.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Avaliar a eventual relagdo entre dados obtidos na andlise da concentracdo de grelina
total, grelina acilada, grelina desacilada, leptina, insulina e glicose com:

« Faixas etarias.

« Sexo.

« Tempo de jejum.

« Indices antropométricos.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 DELINEAMENTO

Foi realizado um estudo transversal prospectivo, considerando-se como fatores em
estudo a idade, o sexo e os parametros antropométricos. Os desfechos analisados foram as

concentragdes de grelina total, grelina acilada, grelina desacilada, leptina, insulina e glicose.

4.2 POPULACAO

A populagdo constituiu-se de criangas de quatro meses a 10 anos, classificadas como
eutroficas de acordo com o padrdo da OMS 2006 e 2007 (WHO 2006; WHO 2007), com
coleta de sangue programada para revisdes de saude ou procedimentos cirurgicos
ambulatorias de pequeno porte, agendadas nos laboratorios do Servigo de Patologia Clinica do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Durante o periodo de coleta, 753 criangas foram triadas, das quais 180 foram
encaminhadas para coleta de sangue. Apos a segunda avaliacdo, 118 integraram o estudo,

conforme o fluxograma a seguir (figura 9).
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753 criancas selecionadas

\ 4

1% avaliagio
573 nio preenchiam os critérios de inclusio na entrevista
« 235 ndo estavam em jejum
« 116 foram excluidas por diagndstico e/ou uso de medicagdo
« 103 fizeram a coleta antes do agendamento
« 79 ndo compareceram no dia do agendamento
« 23 recusaram-se a participar do estudo
« 17 ndo tinham representante legal para assinar o TCLE

180 criangas
coletaram sangue

para o estudo

2% avaliagio
« 33 foram excluidas por hemoglobina < 11 g/dl
o 14 foram excluidas pelos novos critérios de
antropometria para eutrofia
« 8 foram excluidas por falta de hemograma
« 7 tiveram o soro/plasma descartado por hemolise

A 4

118
criangas integraram o 7 amostras tiveram uma

estudo diferenca superior a 15%
entre as duplicatas

111
criangas participaram
da analise estatistica

A 4

Fig. 9 - Fluxograma de triagem.
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4.3 AMOSTRA

4.3.1 Calculo do tamanho da amostra

O calculo do tamanho da amostra foi realizado com base nos estudos de
WHATMORE et al., 2003; DING et al., 2003; BELLONE et al., 2004; PARK et al., 2005;
VISO GONZALEZ et al, 2006 ¢ INIGUEZ et al., 2006, que investigaram os niveis
plasmaticos de grelina, leptina, insulina e glicose por métodos diversificados. O célculo do
tamanho da amostra foi realizado no programa PEPI (Programs for Epidemiologists) versao
4.0. Para que fosse possivel estimar a média de grelina com uma margem de erro de 12 pg/ml
e desvio-padrao (DP) de 63, a de leptina com 0,5 ng/dl e DP de 2,6, a de insulina com
1,0 pU/ml e DP de 5,0 e a de glicose de 0,5 mg/dl com DP de 2,5, considerando-se um nivel
de confianca de 95%, foram necessarias amostras de 110, 107, 97 e 97 criangas

respectivamente.

4.3.2 Critérios de inclusao

Os critérios de elegibilidade para o estudo foram os seguintes:

. Criancas de quatro meses a 10 anos, eutréficas, higidas e com solicitagdo de coleta
de sangue nos laboratdrios do Servigo de Patologia Clinica do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre.

« Jejum minimo de trés horas e maximo de 14 horas.
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4.3.3 Critérios de exclusio

Os critérios de exclusdo foram:

« Idade gestacional < 37 semanas para criancas com até dois anos de idade.

« Idade gestacional < 28 semanas e/ou abaixo 1.000 g de peso, para criangas com até
trés anos de idade.

. Utilizagao de medicagao a excecdo de sulfato ferroso e polivitaminico em doses
profilaticas.

« Dieta para perda de peso nos ultimos 30 dias.

« Processo infeccioso nos ultimos sete dias.

« Impossibilidade de realizagdo da avaliagdao antropométrica.

4.3.4 Coleta de dados

Os dados foram obtidos no periodo compreendido entre dezembro de 2006 e maio de
2009. A coleta de sangue foi solicitada por um dos servigos de Pediatria, Puericultura ou

Cirurgia.

4.4 VARIAVEIS ESTUDADAS

Idade: foi registrada em meses e anos, através da diferencga entre a data da entrevista e
a data de nascimento.

Sexo: masculino ou feminino.
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Idade gestacional (semanas), peso ao nascimento (g) e comprimento ao
nascimento (cm): foram verificados no prontuario on line ou no cartdo da crianga do
Ministério da Saude.

Grupo racial: as criancas foram consideradas caucasoides e ndo caucasoides.

Hemoglobina (g/dl) e hematdcrito (%): foram verificados nos exames de rotina.
Quando nao solicitado hemograma, a hemoglobina e o hematocrito foram verificados no
prontudrio on line com validade maxima de trés meses prévios a coleta.

Tempo de jejum (minutos): durante a entrevista, apos certificar-se de que a crianga
ndo havia ingerido nenhum tipo de alimento liquido ou s6lido, foi solicitado ao responsavel
que informasse o horario da ultima ingestdo de alimento, considerada como Ultima refei¢ao.
Foi realizada a subtragdo do horario da coleta com o da tltima refeigdo.

Medicacdo: como a amostra engloba uma faixa etdria na qual sdo amplamente
utilizados sulfato ferroso e complexo vitaminico em doses profilaticas, foram consideradas
quatro categorias de uso de medicacdo: nenhuma medicagdo, sulfato ferroso, complexo
vitaminico e sulfato ferroso associado a complexo vitaminico.

Peso (g): foi medido, com as criangas sem roupa, em balanca eletronica de marca
Filizola® com carga maxima de 16 kg e variagio de 10g para criangas até 24 meses. Para as
criancas acima de dois anos foi utilizada balanca de marca Filizola® de uso hospitalar com
carga maxima de 120 kg.

Estatura (cm): criangas com até 24 meses de idade foram medidas em decubito
dorsal, em uma prancha com lamina de madeira fixa de um lado e movel do outro (topo da
cabeca na parte fixa), sendo a parte movel colocada de modo a ficar paralela aos pés da
crian¢a, € o comprimento, estabelecido através da mensuragdo com uma régua fixada na
prancha. As criancas com mais de dois anos foram medidas na posi¢dao vertical com régua

antropométrica graduada em centimetros fixa na parede e cursor mével.
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indice de massa corporal (kg/m2): o IMC foi calculculado dividindo-se o peso pela
altura elavada ao quadrado.

Circunferéncia braquial (CB) (cm): a CB foi medida com fita métrica em fibra de
vidro flexivel e retratil, circundando a por¢do média do braco ndo dominante, estando o braco
relaxado. As medidas foram feitas com precisdo de 0,1 mm.

Dobra cutanea tricipital (DCT) (mm): a espessura da DCT foi medida em triplicata
e feita a média das mensuragdes da face posterior do brago ndo dominante, paralelamente ao
eixo longitudinal, no ponto que compreende a metade da distancia entre a borda superolateral
do acrémio e o olécrano (COSTA, 2001), com a utilizacdo de adipdmetro cientifico, marca
Cescorf”.

Dobra cutanea subescapular (DCS) (mm): a espessura da DCS foi medida em
triplicata, realizada a média das mensuragdes, com os bracos relaxados ao longo do corpo,
obliquamente em relagdo ao eixo longitudinal, seguindo a orientagdo dos arcos costais,
localizada a dois centimetros abaixo do angulo inferior da escapula (COSTA, 2001),
utilizando-se um adipdmetro cientifico, marca Cescorf®.

Dosagem de grelina (pg/ml): para a coleta e armazenamento do sangue para
determinar a concentragdo de grelina, os tubos para coleta foram previamente preparados e
esterilizados. Devido a instabilidade desse hormdnio, foram utilizados 50 pl de aprotinina e
15 ul de EDTA-2Na por mililitro de sangue como inibidores de proteases.

Dosagem de leptina (ng/ml), insulina (uU/ml) e glicose (mg/dl): para a coleta e
armazenamento do sangue para determinar a concentracdo de leptina, insulina e glicose, os

tubos foram previamente esterilizados.
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4.5 LOGISTICA

Diariamente, pela manhad e a tarde, a pesquisadora responsavel ou nutricionista
treinada realizava uma pesquisa eletronica nas agendas do laboratorio do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre, para identificar as coletas de sangue programadas de criangas que
preenchessem os critérios de inclusdo. Apos a identificagdo, cada prontudrio era pesquisado
on line, para confirmar o motivo da solicitagdo do exame e o histérico clinico (dados
perinatais, presenca de doenca, uso de medicagdes, acompanhamento nutricional, entre
outros). A partir dos dados obtidos, eram elaboradas listas diarias das coletas programadas
para o turno da manha, com sala e horarios de agendamento.

Pela manha, a pesquisadora responsavel aguardava no laboratorio a chegada das
criangas pré-selecionadas, momento em que era realizada uma abordagem explicativa do
trabalho aos pais e/ou responsaveis, seguida de uma entrevista para confirmar a elegibilidade
e a aceitagdo em participar do estudo.

Na primeira avaliag¢do, ap6s ratificacdo dos critérios de inclusdo e assinatura do termo
de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (ANEXO 1) pelos pais e/ou responsaveis, era
preenchida uma ficha (ANEXO 2) com a avaliagdo clinica e os dados obtidos no prontuério.
Imediatamente a seguir, as criangas eram submetidas a avaliacdo antropométrica, realizada
pela pesquisadora responsavel. Apds avaliadas, as criangas eram encaminhadas a sala de
coleta para realizagdo do exame solicitado e os da pesquisa. Coletava-se sangue venoso no
periodo da manha. Apds a coleta para os exames de rotina, o sangue restante era colocado nos
tubos especificos para obten¢do de soro (leptina, insulina e glicose) e plasma (grelina),
conforme protocolos em anexos (ANEXOS 3 e 4). As amostras eram transportadas até o
Laboratério Experimental de Hepatologia e Gastroenterologia (LEHG) em caixa térmica

refrigerada. Ao chegar ao LEHG, as amostras para obten¢do de plasma (grelina) eram
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imediatamente centrifugadas (centrifuga refrigerada da marca Sigma® Laboratory Centrifuges
3k30) a 3.000 rpm em temperatura de 4° C por 10 minutos. A seguir, o plasma era pipetado
para microtubo devidamente identificado. Adicionavam-se 10% de acido cloridrico (HCl), na
concentragdo de 0,1 molar/ml por mililitro de plasma coletado e procedia-se a
homogeneizagio do plasma no agitador de tubos (marca Phoenix® Ap 56) e armazenava-se o
material em freezer a -80° C. A amostra para obtencdo de soro (leptina, insulina e glicose)
permanecia em temperatura ambiente por 45 minutos. Apds, centrifugava-se a amostra a
3.000 rpm em uma temperatura de 4° C por 15 minutos. O soro era pipetado para microtubo
devidamente identificado e entdo armazenado em freezer a -80° C.

Na segunda avaliagdo, o resultado dos exames de rotina era verificado no prontuério
on line. Todas as criangas com valor de hemoglobina inferior a 11 g/dl, que ndo possuiam
hemograma com data prévia de no maximo trés meses ou que ndo realizaram esse exame,
foram excluidas. Todas as amostras de plasma ou de soro que apresentavam hemolise durante
o preparo foram imediatamente descartadas. Durante o periodo de coleta de amostras, a OMS
(WHO, 2007) alterou o ponto de corte de eutrofia das criangas acima de cinco anos do escore-
z de -2,00 e +2,00 para -2,00 e +1,00. As criancas que ja haviam sido incluidas e
encontravam-se nessa faixa (-2,00 e +2,00) foram excluidas. Assim, nesta etapa foi excluido

um total de 62 criangas.

4.6 AVALIACAO ANTROPOMETRICA

4.6.1 Criancas de zero a cinco anos

Na avaliagao dos dados antropométricos das criangas de zero a cinco anos foi utilizado

o software WHO Antro, 2009, determinando os percentis e escore-z para as relagdes estatura



62
4 Pacientes e Métodos

para idade (E/I), indice de massa corporal para idade (IMC/I), circunferéncia do braco para
idade (CB/I), dobra cutanea triciptal para idade (DCT/I) e dobra cutanea subescapular para
idade (DCS/I). Para classificacdo do estado nutricional foi adotado o padrao da OMS, 2006,
comparando os indices de E/I e IMC/I, confirmados pela CB/I, DCT/I e DCS/I. A eutrofia foi

definida a partir do ponto de corte do escore-z -2,00 e +2,00.

4.6.2 Criancas com mais de cinco anos

Na andlise de dados das criangas acima de cinco anos foi utilizado o software WHO
Anthro Plus, 2009, tendo sido calculados os percentis € o escore-z para as relagoes E/I e
IMC/I. Os dados de CB/I, DCT/I e DCS/I foram avaliados pelo programa Frisancho, 2008
(FRISANCHO 2008). Para classificagao do estado nutricional foi adotado o padrao da OMS,
2007, comparando os indices de E/I e IMC/I, confirmados pela CB/I, DCT/I e DCS/I. A
eutrofia foi definida a partir do ponto de corte do escore-z -2,00 e +2,00 para E/I e -1,00 e

+2,00 para os demais parametros antropométricos (figura 10).

Avaliagdo Antropométrica

A 4 \ 4

Criancas com até cinco anos Criancas com mais de cinco anos

\4 v

E/I, IMC/1, CB/I, DCT/I, DCS/I E/I - Escore-z -2,00 e +2,00

IMC/L, CB/I, DCT/L, DCS/I
Escore-z -2,00 e +1,00

Escore-z entre -2,00 e +2,00

A4
EUTROFIA

E/T: estatura para idade; IMC/I: indice de massa corporal para idade; CB/I: circunferéncia do braco para
idade; DCT/I: dobra cutanea triciptal para idade; DCS/I: dobra cuténea subescapular para idade.

Fig. 10 - Avaliacdo antropométrica.
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4.7 ANALISE DOS HORMONIOS E DA GLICOSE

A andlise da concentragcdo dos hormonios foi realizada no Laboratorio Experimental
de Hepatologia e Gastroenterologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, pela
pesquisadora responsavel e por um pesquisador bidlogo, pelo método ELISA, especifico para
cada hormdnio.

O ensaio imunoenzimatico ELISA (em inglés, enzyme linked imunosorbent assay) foi
proposto em 1971 (ENGVALL et al., 1971; VAN WEEMEN & SCHUURS, 1971). A técnica
utiliza enzimas ligadas a antigenos ou anticorpos para detec¢do de anticorpos ou antigenos,
respectivamente. Sua adaptagdo para o uso em placas de microtitulagao foi descrita em 1976 e
possibilitou seu uso com menores volumes de reagentes, mais estaveis € mais econdmicos
(VOLLER et al., 1978).

Na técnica ELISA para detec¢dao de anticorpo, o antigeno ¢ adsorvido a uma placa de
poliestireno ou polipropileno e a amostra a ser investigada ¢ ai incubada. Lava-se, em seguida,
para eliminar o excesso de elementos do soro que nao tenham reagido com o antigeno (WHO,
1976). Na operagdo seguinte, a antiglobulina (anti-humana, se for o caso de paciente) ligada a
enzima (uma peroxidase ou fosfatase, por exemplo) ¢ incubada no mesmo lugar da placa
(WHO, 1976). Se, na primeira fase do teste, tiver havido formacdo de imunocomplexo, a
antiglobulina serd fixada a ele e ai permanecerd depois de nova lavagem do suporte.
Adiciona-se, entdo, o substrato da enzima para que se produza a hidrdlise e o fendmeno
visivel apare¢a (mudanca de cor, por exemplo), indicando um resultado positivo para a
pesquisa de anticorpos especificos no soro do paciente (WHO, 1976).

Para a deteccdo de antigeno, o anticorpo ¢ adsorvido ao suporte e depois lavado, para a
remog¢ao do excesso. A amostra onde devera encontrar-se o antigeno ¢ colocada e incubada.

Realiza-se uma nova lavagem e adiciona-se o soro contendo anticorpo especifico ligado a
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enzima e incuba-se. Lava-se. Ao juntar-se o substrato, a rea¢do positiva se manifestard, caso
haja antigeno na amostra (WHO, 1976).

 Grelina total (pg/ml) — Foi utilizado o kit comercial Human Ghrelin (Total) ELISA
Kit (Linco Research™, St Charles — MI, USA). Seguiu-se o protocolo conforme recomendado
pelo fabricante (ANEXO 5).

« Grelina acilada (pg/ml) — Foi utilizado o kit comercial Human Ghrelin (Active)
ELISA Kit (Linco Research™, St Charles — MI, USA). Seguiu-se o protocolo conforme
recomendado pelo fabricante (ANEXO 6).

« Grelina desacilada (pg/ml) — Foi realizada a subtracdo entre a grelina total e a
grelina acilada (ANEXO 7).

. Leptina (ng/ml) — Foi utilizado o kit comercial Human Leptin ELISA Kit (Linco
Research™, St Charles — MI, USA). Seguiu-se o protocolo conforme recomendado pelo
fabricante (ANEXO 8).

o Insulina (nU/ml) — Foi utilizado o kit comercial Active Insulin ELISA Kit (DSL-
Diagnostic Systems Laboratories, Inc, Webster-TX, USA). Seguiu-se o protocolo conforme
recomendado pelo fabricante (ANEXO 9).

. Glicose (mg/dl) — Foi utilizado o kit comercial GlicosePAP liquiform® (marca
Labtest Diagnostica — Minas Gerais, BR). Seguiu-se o protocolo conforme recomendado pelo

fabricante (ANEXO 10).

4.8 EQUIPE DE TRABALHO

A equipe de trabalho foi composta de uma nutricionista pesquisadora, duas

nutricionistas clinicas, um bidlogo e dois biomédicos. Foi realizado um treinamento para a
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padronizagdo das técnicas de laboratdrio visando a uniformizagao dos métodos.
A avaliagdo antropométrica foi realizada pelas nutricionistas, todas com pratica

clinica.

4.9 RESPONSABILIDADE NA PESQUISA

A pesquisadora foi responsavel pelo contato com os participantes do estudo e pela
avaliacdo antropométrica. A preparacdo do plasma e do soro foi feita pela propria
pesquisadora e/ou por um membro da equipe previamente treinado, tendo lugar no LEHG do
Centro de Pesquisas do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. A andlise das amostras de
plasma para determinacdo da concentragao de leptina, insulina, glicose, grelina total e grelina
acilada foi supervisionada pelo bidlogo Rafael Lucyck Maurer, do LEHG. Os demais exames
bioquimicos foram realizados conforme as rotinas dos laboratorios do Servico de Patologia

Clinica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

4.10 CONSIDERACOES ETICAS

Durante o estudo, ndo houve interferéncia quanto a coleta de sangue das criangas. Para
participar do estudo, todos assinaram o TCLE (ANEXO 1).

O projeto de pesquisa elaborado para o desenvolvimento deste estudo foi aprovado
pela Comissdo de Pesquisa e Etica em Satde do Grupo de Pesquisa ¢ Pés-Graduagio (GPPG)
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, conforme consta na Resolugdo do Projeto n® 06-458.

A dosagem de insulina e glicose foi realizada ap6s aprovacdo de emenda no projeto pelo
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GPPG do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, conforme previsto no TCLE.
O estudo foi realizado de acordo com as diretrizes sobre pesquisas envolvendo seres

humanos, estabelecida pela Resolugdo n® 196/1996 do Conselho Nacional de Saude

(BRASIL, 1996).

4.11 ANALISE DOS DADOS

Foi realizada dupla digita¢do para assegurar melhor qualidade dos dados armazenados
com a utilizagdo do programa Microsoft Excel, versao 2003. O programa utilizado para
analise estatistica foi o SPSS (em inglés, Statistical Package for the Social Sciences), versao
16.0 (Chicago, IL).

As variaveis continuas foram expressas como média + desvio padrdo ou mediana e
intervalo interquartilico (percentis 25 e 75), conforme apresentassem ou ndo distribui¢do
normal. A normalidade das varidveis foi verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Para
as varidveis categoricas foram utilizadas as freqiiéncias absolutas (n) e relativas (%).

Para a comparacao das varidveis assimétricas foram empregados os testes de Kruskal-
Wallis e de Mann-Whitney. As varidveis com distribuigdo normal foram comparadas pelo
teste ¢ de Student e pela Andlise de Variancias (ANOVA).

As associacdes entre as variaveis continuas foram avaliadas pelo coeficiente de
correlagdo de Pearson ou de Spearman, conforme a distribuicdo apresentada (simétrica ou

assimétrica).
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As variaveis que obtiveram valores de P < 0,20 nas andlises realizadas foram incluidas
no modelo de regressao linear multipla para cada um dos desfechos, sendo que, para aqueles
que ndo apresentavam distribuicdo normal, foi adotada a transformagdo logaritmica total. O
método de estimagao do modelo foi o de stepwise.

Foram construidas curvas dos desfechos em relacdo as faixas etarias e utilizados os
percentis 3, 25, 50, 75 ¢ 97.

O nivel de significancia adotado foi de 0,05.
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5 RESULTADOS

Foram selecionadas para o estudo 118 criangas conforme os critérios de inclusdo.
Destas, sete foram excluidas por haver uma diferenga superior a 15% entre os valores dosados
das duplicatas, permanecendo 111 criangas para andlise final.

Na tabela 3, s@o descritas as caracteristicas gerais das criancas que foram incluidas no
estudo. As faixas etarias foram divididas de forma a contemplar o periodo recomendado de
aleitamento materno (zero a dois anos) e as divisdes dos programas de avaliacdo

antropométrica utilizados (até cinco anos e acima de cinco anos).

Tabela 3 - Caracterizacao da amostra

Variaveis n=111

Idade (meses) 60,0 (35,0 -91,0)
Faixa etaria (meses)

<24 20 (18,0)

25-60 37 (33,3)

> 60 54 (48,6)
Sexo

Masculino 59 (53,2)

Feminino 52 (46,8)
Indicacio da coleta de sangue

Revisdo puericultura 64 (57,7)

Cirurgia eletiva 47 (42,3)
Jejum (minutos) 240 (200 — 605)
Hemoglobina (g/dl) 12,2+ 0,7
Hematécrito (%) —n =110 36,7+ 2,1

Os dados foram expressos como média £ desvio padrao, mediana (P25 - P75) ou
numero absoluto (%) quando indicado.
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A idade minima foi de 4 meses e a maxima de 128 meses. Entre as criangas avaliadas,
71,2% eram caucasoides.

A mediana de jejum antes da coleta foi de quatro horas, sendo a variagdo minima trés
horas e a maxima 14 horas, de forma a contemplar um tempo minimo para estabiliza¢do da
grelina basal (180 minutos) ou o tempo necessario para coleta de sangue para exames de

indicagdo clinica.

5.1 DOSAGENS DOS HORMONIOS E GLICOSE NO GRUPO

As concentragdes plasmaticas de grelina e os demais valores séricos encontrados nas

dosagens do grupo estdo sumarizados na tabela 4.

Tabela 4 - Dosagem de hormonios e glicose

Variaveis n=111
Grelina (pg/ml)
Total 1374 (949 — 1875)
Acilada 288 (212 —450)
Acilada % 245+79
Desacilada 1086 (711 — 1393)
Desacilada % 75,5+79
Leptina (ng/ml) 1,53 (1,11 -2,77)
Insulina (uU/ml) 15,5 (12,1 —23,5)
Glicose (mg/dl) 88,6 + 13,1

Os dados foram expressos como média + desvio padrao ou
mediana (P25 - P75).

®) Calculada a partir da subtragio da grelina total pela
grelina acilada.
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Os valores minimo e maximo para grelina total, grelina acilada e grelina desacilada
encontrados foram de 346 a 3.479, de 71 a 1.098, e de 227 a 2.757 pg/ml, respectivamente.
Entre os valores de grelina total circulante, determinou-se que, em média, 75,5% era
desacilada e 24,5% acilada.

Os valores minimo e maximo para leptina e insulina descritos foram de 0,1 a 9,1 ng/ml
e de 5,0 a 45,0 wU/ml, respectivamente.

A glicose apresentou valores minimo e méaximo de 70 a 130 mg/dl.

5.2 DOSAGEM DE HORMONIOS E GLICOSE POR FAIXA ETARIA E SEXO

A tabela 5 apresenta os valores de grelina total, grelina acilada, grelina desacilada,

leptina, insulina e glicose por faixa etéria.

Tabela S - Dosagem de hormonios e glicose por faixa etaria

Varidveis 0 — 24 meses 25 — 60 meses > 60 meses p
(n =20) (n=37) (n=54)

Grelina (pg/ml)

Total 1919 (1357-2219)° 1450 (1095-2092)° 1153 (852-1525)* < 0,001
Acilada 304 (269-697)° 349 (201-543)° 273 (184-367)" 0,047
Desacilada 1487 (1043-1713)° 1173 (827-1638)° 904 (624-1143)" <0,001"
Leptina (ng/ml) 1,48 (0,93-2,34) 1,50 (1,23-2,38) 1,99 (1,11-3,52) 0,443
Insulina (nU/ml) 18,1 (13,5-28,6) 17,6 (11,0-23,3) 14,1 (10,3-20,3) 0,399
Glicose (mg/dl) 85,8+9,9 88,0 + 14,3 90,2 + 13,2 0,1534"

Qs dados foram expressos como média + desvio padrdo ou mediana (P25 to P75).
) Calculada a partir da subtragio da grelina total pela grelina acilada; " Teste de Kruskal-Wallis; ™ ANOVA-
oneway.

& 1 etras iguais ndo diferem pelo teste de Mann-Whitney.
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As concentracdes de grelina total, acilada e desacilada foram significativamente
menores na faixa etdria acima de 60 meses.

Nao houve diferenca estatisticamente significativa na dosagem de insulina e leptina
entre as diferentes faixas etarias.

A tabela 6 apresenta a comparagdo dos hormonios entre as faixas etarias em ambos os

SE€XO0S.
Tabela 6 - Dosagens entre as faixas etdrias e por sexo
Variaveis 0 — 24 meses 25 — 60 meses > 60 meses P

MASCULINO n=10 n=22 n=27

Grelina (pg/ml)

Total 1950 (1576-2922)° 1432 (1000-2078)*" 1155 (795-1551)" 0,007
Acilada 322 (275-735) 313 (185-617) 280 (179-421) 0,288"
Desacilada ) 1649 (1241-2145)° 1192 (792-1687)*" 913 (515-1231) 0,003
Leptina (ng/ml) 2,15 (0,93-2,64) 1,50 (1,16-1,63) 1,33 (0,91-2,53) 0,657"
Insulina (uU/ml) 23,5 (13,5-33,8) 17,6 (10,4-24,1) 13,5 (5,0-20,6) 0,112®
Glicose (mg/dl) 87+7,9 86,2+ 14,4 92,6+ 15,2 0,262
FEMININO n=10 n=15 n=27

Grelina (pg/ml)

Total 1587 (1003-2167)° 1540 (1184-2160)> 1133 (897-1402)" 0,021
Acilada 304 (246-652) 392 (222-523) 272 (185-336) 0,112
Desacilada 1343 (780-1609)" 1173 (983-1638)° 900 (645-1138)" 0,013
Leptina (ng/ml) 1,37 (0,90-2,15)* 2,34 (1,21-3,32)** 2,77 (1,31-4,79)° 0,039
Insulina (uU/ml) 16,5 (12,3-21,4) 17,7 (13,4-21,1) 14,1 (12,1-19,8) 0,359
Glicose (mg/dl) 84,1+11,8 90,7 + 14,1 87,7+ 10,7 0,4114%"

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo, mediana (P25 - P75) e nimero absoluto (%) quando

indicado. ” Teste de Kruskal-Wallis; ™ ANOV A-oneway.
&0 etras iguais ndo diferem pelo teste de Mann-Whitney.
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Nao houve diferenga na grelina total e desacilada entre os sexos. Nas meninas, a
leptina foi estatisticamente menor nas criancas com menos de dois anos somente quando
comparadas com mais de 60 meses.

A leptina foi maior nas meninas na faixa etdria acima de cinco anos
[2,77 (1,31-4,79) ng/ml versus 1,33 (0,91-2,53) ng/ml, P=0,006]. As dosagens de grelina
total, grelina acilada, grelina desacilada, insulina e glicose ndo apresentaram diferenca

significativa entre os sexos.

5.3 ASSOCIACOES DAS CONCENTRACOES DE GRELINA

A tabela 7 apresenta as associagdes entre as dosagens de grelina total, grelina acilada e

grelina desacilada com o escore-z das varidveis antropométricas e idade.

Tabela 7 - Correlagdes entre as dosagens de grelina, variaveis antropométricas e idade

Idade IMC/1-Z E/1-Z CB/I-Z DCT/I-Z DCS/1-Z
N ALTAYCIS (m=111) (m=111) (m=111) (m=111) (m=111) (m=111)
ry* (P) ry* (P) ry* (P) ry* (P) ry* (P) ry* (P)
Grelina
Total -0,475 (< 0,001) -0,022 (0,822) 0,052 (0,588) 0,178 (0,061) 0,001 (0,993) -0,123 (0,200)
Acilada -0,313 (0,001) -0,014 (0,888) 0,005 (0,959) 0,153 (0,109) -0,057 (0,555) -0,193 (0,042)

Desacilada  -0,484 (< 0,001) -0,026 (0,783) 0,055 (0,567) 0,176 (0,065) 0,011 (0,911) -0,091 (0,341)

E/I-Z: escore-z da estatura para idade; IMC/I-Z: escore-z do indice de massa corporal para idade; CB/I-Z:
escore-z da circunferéncia do brago para idade; DCT/I-Z: escore-z da dobra cutanea triciptal para idade; DCS/I-
Z: escore-z da dobra cutdnea subescapular para idade. © Coeficiente de correlagdo de Spearman.
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A grelina total, a acilada e a desacilada correlacionaram-se inversamente com a idade
e a grelina acilada com o escore-z da DCS/I, mas ndo com as demais varidveis

antropométricas.

A tabela 8 apresenta os valores de regressdo linear multipla para as dosagens de

grelina apos transformacao logaritmica.

Tabela 8 - Regressao linear multipla para os niveis de grelina total, acilada e desacilada

(valores sofreram transformacao logaritmica)

Modelo de regressao

Varidveis linear
B P

Grelina Total*
Idade (meses) -0,442 <0,001
Grelina Acilada**
Idade (meses) -0,471 <0,001
Escore-z (DCS/T) -0,217 0,012
Grelina desacilada***
Idade (meses) -0,442 < 0,001

*F (1,109) = 26,5: P <0,001; R*=19,5%.

#% F (2,108) = 17,2: P<0,001; R*=24,2%.

##% F (1,109) = 26,5: P < 0,001; R*=19,5%.

Foi excluida pelo método de estimacdo stepwise a variavel
circunferéncia do brago para idade em escore-z das trés grelinas.

As associagdes entre as dosagens de grelina total, grelina acilada e grelina desacilada
permaneceram significativas apds a andlise multivariada (figuras 11, 12 e 13,
respectivamente). A grelina acilada apresentou uma relagdo inversa estatisticamente

significativa com o escore-z da DCS.
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Grelina acilada (pg/ml)
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Fig. 11 - Grelina total e idade.
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Fig. 12 - Grelina acilada e idade.
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Fig. 13 - Grelina desacilada e idade.

As curvas de percentis para grelina total, grelina acilada e grelina desacilada vém

apresentadas a seguir (figuras 14, 15 e 16, respectivamente).

Grelina total (pg/ml)

Meninos Meninas
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Fig. 14 - Curvas de percentis da grelina total para meninos e meninas.
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Fig. 15 - Curvas de percentis da grelina acilada para meninos e meninas.
Deninos
IMeninas
2800 -
2600 o
2700
2Dy 2500
= 2200 = 2300
E 2000 4 E 2100
o 1200 A B o -
= 600 A = 1700 1
= 1400 o E L1300
& 1200 A 2 1300 4
e g 1m0
< o 7| & oo ]
2 ol prs| B 700
& ——Pu| E 2007 -/\-
] P23 300 4
Ziy 100 - -
. j j ' it =24 2560 =60
=24 25460 =60
Faixa etaria (meses)
Faixa etiria (meses)

Fig. 16 - Curvas de percentis da grelina desacilada para meninos e meninas.

5.4 ASSOCIACOES DAS CONCENTRACOES DE LEPTINA

Nao houve diferenca entre a concentracdo de leptina nas faixas etarias (P = 0,443)
(tabela 5).
A tabela 9 mostra as associagdes entre as dosagens de leptina com os parametros

antropométricos e idade.
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Tabela 9 - AssociagOes entre as dosagens de leptina, variaveis antropométricas e idade

Idade E/I-Z IMC/I-Z CB/I-Z DCT/I-Z DCS/I-Z
Varidveis (0 =111) (n=111) (n=111) (n=111) (n=111) (n=111)
ry* (P) ry* (P) ry* (P) ry* (P) ry* (P) ry* (P)

Leptina 0,190 (0,046) 0,429 (<0,001) 0,218 (0,022) 0,387 (<0,001) 0,210 (0,027) 0,305 (0,001)

E/I-Z : escore-z da estatura para idade; IMC/I-Z: escore-z do indice de massa corporal para idade;
CB/I-Z: escore-z da circunferéncia do brago para idade; DCT/I-Z: escore-z da dobra cuténea triciptal para
idade; DCS/I-Z: escore-z da dobra cutinea subescapular para idade. ) Coeficiente de correlagio de Spearman.

A leptina correlacionou-se significativamente com a idade e com os escores-z da E/I,
do IMC/1, da CB/I, da DCT/I e da DCS/I.
A tabela 10 apresenta os valores de regressao linear multipla para as dosagens de

leptina apos transformagao logaritmica.

Tabela 10 - Regressdo linear multipla para os niveis de leptina (valores sofreram

transformagao logaritmica)

Modelo de regressao linear

Variaveis
B P
Idade (meses) 0,207 0,012
Escore-z (IMC/I) 0,415 <0,001
Escore-z (E/I) 0,189 0,020
Sexo feminino 0,271 0,001

IMC/I: indice de massa corporal para idade; E/I: Estatura para
aidade. F (4,106) = 13,1: P <0,001; R*=33%

Foram excluidas do modelo as varidveis circunferéncia do
brago para idade, dobra cutanea triciptal para idade e dobra
cutanea subescapular para idade em escore-z, pelo método
Stepwise.
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Na andlise multivariada, observa-se que a leptina permanece estatisticamente
associada com a idade, com o escore z do IMC/I, com o sexo feminino ¢ com o escore-z do
E/I, sendo que niveis mais elevados de leptina sdo encontrados em criangas mais velhas, mais

altas, com IMC mais elevado e no sexo feminino (figuras 17, 18, 19 e 20, respectivamente).

Sexo
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roFEMINIvO = 0,357 (F=0,004)
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Fig. 17 - Leptina e idade.

Sexo

MMasculino
Fernining
Iasculino
Feminino
5.0 Total

10,0

/i/vo

6,01

Leptina (ng/ml)

retoTar= 0,428 (F=0,001)
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Fig. 18 - Leptina e IMC para idade.
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Fig. 19 - Leptina e sexo.
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Fig. 20 - Leptina e estatura para a idade.



Insulina (uU/dl)

5 Resultados

81

As curvas de percentis para leptina estdo apresentadas a seguir (figura 21).

Meninos
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Fig. 21 - Curvas de percentis da leptina para meninos e meninas.

5.5 ASSOCIACOES DAS CONCENTRACOES DE INSULINA E GLICOSE

Nao houve associagdo estatisticamente significativa da insulina e da glicose com

idade, sexo e parametros antropométricos.

As curvas de percentis para insulina e glicose estdo apresentadas a seguir (figuras 22 e

23, respectivamente).
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Fig. 22 - Curvas de percentis da insulina para meninos e meninas.
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Fig. 23 - Curvas de percentis da glicose para meninos e meninas.

5.6 ASSOCIACOES ENTRE AS CONCENTRACOES DOS HORMONIOS E GLICOSE

A tabela 11 apresenta as associagdes entre as dosagens executadas na pesquisa.

Tabela 11 - Associacdo entre as concentracdes dos hormonios e glicose

Grelina Grelina Grelina

Variaveis total acilada desacilada Leptina Insulina Glicose
ry* (P) ry* (P) ry* (P) ry* (P) ry* (P) ry* (P)

Grelina

Total = 0,808 (< 0,001) 0,982 (<0,001) -0,237(0,012) 0,067 (0,486) -0,136 (0,156)
Acilada = = 0,696 (< 0,001) -0,176 (0,065) -0,008 (0,933) -0,174 (0,067)
Desacilada = = = -0,239 (0,012) 0,078 (0,414)  -0,107 (0,265)
Leptina = = = = 0,119 (0,213)  -0,013 (0,895)
Insulina = = = = = -0,033 (0,731)
Glicose - = = - _ —

r,. Correlagdo de Spearman
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Como era esperado houve associagdo entre as grelinas. Houve associa¢do
estatisticamente significativa negativa entre as dosagens de leptina com grelina total
(rs=-0,237; P = 0,012) e desacilada (r; = -0,239; P = 0,012). Entre as demais dosagens, ndo

houve associagdo estatisticamente significativa.
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6 DISCUSSAO

Este estudo dosou a concentracdo de grelina total, grelina acilada, leptina, insulina e
glicose em criangas eutrdficas previamente higidas. Os principais achados foram uma
correlacdo inversa da grelina com a idade e uma correlagdo direta da leptina com parametros
antropométricos e sexo. Nao houve correlagdo da insulina e da glicose com nenhuma das

variaveis analisadas.

6.1 ANTROPOMETRIA

[ndices antropométricos sdo utilizados como critério principal para a avaliagio do
estado nutricional na infancia. A aplicagdo desses critérios, contudo, tornou-se dificil pelo fato
da inexisténcia, nos ultimos 30-50 anos, de um consenso para avaliacdo do crescimento. Isso
pode ser especialmente problemético, quando falhas no entendimento dessas variaveis levam
a decisdes inapropriadas de alimentagdo, que variam desde suplementa¢do do leite materno
até uma demora excessiva na introdu¢ao de outros alimentos.

Com base nessas dificuldades, a OMS percebeu grande necessidade de uma mudanga
nas curvas utilizadas até entdo. Em 2005 foi lancado o padrdo OMS para criancas com até
cinco anos de idade. Em 2006 esse padrao foi complementado com dados de perimetria para
uma avaliacdo mais completa. Em 2007, dada a grande necessidade de padronizar a avaliagdo

antropométrica de criangas com mais de cinco anos e sem dados novos para realizacdo de um



86
6 Discussao

padrao de crescimento, a OMS utilizou os dados do NCHS de 1977, reestruturando-os para
uma avaliagdo mais precisa do crescimento nessa faixa etdria. Essas novas curvas foram
denominadas referéncia OMS. Em seguimento a referéncia para criangas mais velhas, a OMS
determinou que o ponto de corte de eutrofia para criancas acima de cinco anos seria diferente
do adotado para as com menos de 60 meses. Dessa forma, os pontos de corte determinados
pela OMS e utilizados neste trabalho sdo -2,00 a + 2,00 escore-z para criangas com menos de

cinco anos e -2,00 a +1,00 para criancas acima de 60 meses.

6.2 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

A faixa etaria escolhida foi delineada de forma a abranger desde o periodo da
amamentacdo até o final da infincia, sem grandes comprometimentos da amostra com as
mudangas hormonais pertinentes a puberdade. Para uma melhor avaliacdo dos participantes,
eles foram divididos em trés faixas etarias: menores de dois anos, dois a cinco anos, maiores
de cinco anos. Uma possivel limitagdo do estudo pode ser o reduzido tamanho da amostra na
faixa etdria que compreende criancas com menos de dois anos. Isto ocorreu devido a grande

dificuldade em selecionar criangas saudaveis e eutroficas com coleta de sangue programada.

6.2.1 Hemoglobina e hematdcrito

Foram excluidas criangas com hemoglobina < 11,0 g/dl, e as com valores entre 11,0 e

11,5 g/dl tiveram os valores de hematdcrito para idade observados para confirmacdo do

diagnoéstico (WHO, 2001), pois, anemia ¢ uma doenca muito prevalente em criangas. O
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percentual estimado de anemia para criangas de zero a quatro anos ¢ de 20,1% em paises
industrializados e de 39,0% em paises ndo industrializados. Para criangas acima de cinco anos
o percentual estimado ¢ de 5,9% em paises industrializados e de 48,1% em paises nao
industrializados (WHO, 2001). A Unicef estima uma prevaléncia de 45% de anemia nos pré-
escolares brasileiros. Nas criancas que tiveram o sangue coletado para nossa pesquisa 18%
foram excluidas por apresentarem anemia.

Os valores de hemoglobina e hematdcrito ndo apresentaram nenhuma associagdo com
as dosagens realizadas. Akarsu et al. (2007) demonstraram um decréscimo acentuado nos
niveis de grelina em vdrias fases da anemia ferropriva, que pode levar a perda de apetite com
consequente atraso no crescimento e desenvolvimento. As concentragdes sérica de leptina e
insulina ndo apresentaram correlagdo com anemia ferropriva (ISGUVEN et al., 2007). Nossos
achados demonstraram que as criangas eutroficas e higidas ndo apresentam correlacdo dos
niveis dos hormoénios dosados com os valores de hemoglobina e hematocrito, estando

consistentes com os dados da literatura.

6.2.2 Sulfato ferroso e suplemento vitaminico em doses profilaticas

De acordo com o Departamento de Nutrologia da Sociedade Brasileira de Pediatria
(SBP), nos casos de alimentag¢do deficiente, em que hé risco de caréncia, vitaminas e ferro
devem ser utilizados sob a forma medicamentosa, principalmente nos primeiros anos de vida
(WHO, 2001).

Como ja foi referido anteriormente, sulfato ferroso e suplemento vitaminico em doses
profilaticas s3o muito utilizados em criancas pequenas, situacdo que ndo foi prevalente na

nossa amostra onde 89,2% nao utilizam nenhum medicamento profilatico.
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Nao foi encontrada nenhuma associagdo entre o uso desses medicamentos com as

dosagens dos hormoénios e glicose.

6.2.3 Jejum

Ainda ndo estdo totalmente esclarecidos os mecanismos que regulam a secre¢do de
grelina, mas o fator mais importante envolvido em sua secrecdo ¢ a alimentacao (KOJIMA &
KANGAWA, 2008). Segundo Cummings et al. (2001), a concentragdo de grelina duplica
imediatamente antes e retorna aos niveis basais ap6s uma hora das refeicdes habituais. A
insulina mostrou aumento de trés a sete vezes maior 30 a 60 minutos apds o consumo de
alimentos. A leptina ndo apresentou mudangas abruptas antes das refei¢des, mas evidenciou
clara variagdo diurna.

Com base nestes achados, estipulamos um tempo minimo de jejum de trés horas e,
para contemplar as criangas com exames de perfil lipidico agendados, o tempo maximo
estabelecido foi de 14 horas. No entanto, a variacdo de tempo de jejum ndo apresentou
nenhuma associagdo significativa com qualquer dos hormdnios dosados nem com a glicose.

Com base nestes achados, observa-se que o tempo de jejum ndo influencia estes hormonios.

6.3 DOSAGEM DA GRELINA

Evidéncias na literatura atual demonstram que a secrecdo de grelina aumenta em
condi¢des de balanco energético negativo, enquanto diminui no positivo (HOSODA et al.,

2006), fundamentando a importancia deste estudo na populacdo pediatrica para futuras



89
6 Discussao

comparagdes com criancas portadoras de patologias que causam alteragdes de apetite. No
presente estudo, destaca-se a originalidade em avaliar mais de uma isoforma da grelina, pois
as demais pesquisas, em geral, dosam apenas uma, dificultando as comparagdes e
contribuigdes no que se refere as mais novas evidéncias de que mais de uma isoforma de
grelina pode fazer parte de um sistema de multiplos elementos efetores integrantes do eixo
cérebro-intestino que modulam o apetite, a digestdo, a motilidade intestinal, a adiposidade e a

divisdo de energia (CHEN et al., 2009b).

As criancas “sabem” o que e quanto precisam comer?

Muito se discute a respeito da autorregulacio do apetite de criancas. Alguns
profissionais da saude defendem a idéia de que os organismos saudaveis sdo capazes de
controlar a ingestdo caldrica de acordo com o gasto energético. Outros, porém, julgam que
acOes inapropriadas em relagdo a ingestdo caldrica em criangas pode causar desnutri¢do ou
obesidade.

A grelina descrita como o primeiro sinal orexigeno da alimentacdo ¢ um regulador a
curto prazo da ingestdo alimentar e, a longo prazo, do aumento de peso (DE VRIESE et al.,
2010). Foi demonstrado que a ingestdo alimentar inibe a secre¢do de grelina em adultos, mas
ndo em criangas, podendo esse comportamento refletir um perfil funcional peculiar do sistema
grelina na infancia (BELLONE et al., 2004).

O papel da grelina no crescimento neonatal ainda ndo estd totalmente elucidado; a
hipotese mais provavel ¢ que a grelina tenha um efeito anabdlico no inicio da refei¢do seguido
de um balango energético positivo (SAVASTIO et al., 2006).

O presente estudo avaliou a grelina total, acilada e desacilada em criangas de zero a 10
anos, pois a acilagdo através da GOAT confere a grelina acilada seu efeito fisiologico

principal e bem documentado de ativagdo de neurdnios hipotalamicos que expressam NPY e
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AgRP. Ja a grelina desacilada parece desempenhar um papel antagonico, diminuindo o apetite
de camundongos (ASAWAKA et al., 2005) e de ratos (CHEN et al., 2005). As diferencas
entre as dosagens podem ser de grande importancia para fundamentar pesquisas envolvendo o
possivel uso de andlogos da grelina em diferentes condi¢des patoldgicas em criangas. Perda
de peso induzida por restricio caldrica e/ou exercicios a longo prazo aumentam a
concentragdo de grelina (KRAEMER & CASTRACANE, 2007; BECK & RICHY, 2009).

A grelina ¢ responsavel pela liberagdo de GHRH que, por sua vez, libera GH. Foi
relatado que a grelina aumenta o deposito de tecido adiposo branco através de um mecanismo
dependente de GHS-R, o que, na pratica, significa que, em periodos de restricdo energética, a
exposicdo a grelina acilada pode limitar a utilizacdo de energia em depositos especificos de
tecido adiposo branco, poupando a utlilizacdo de lipidios (DAVIES et al., 2009). Esses
achados reforcam o importante papel da grelina tanto no crescimento como no metabolismo
energético.

O tipo de alimenta¢do nos primeiros meses de vida tem um grande impacto, como
obesidade nas faixas etarias subseqiientes, e pode, além disso, ter efeitos a longo prazo. O
aleitamento materno exclusivo melhora o perfil lipidico, diminui a pressado arterial e o risco de
desenvolver obesidade na vida adulta. Dessa maneira, 0 modo como uma crianga se alimenta
altera o eixo cérebro-intestino, gerando diferencas no desenvolvimento a curto e a longo
prazos. A concentragdo de grelina tanto no sangue como no leite materno pode ser de grande
importancia para determinar paralelos entre os fatores que modulam o balanco energético e o
crescimento somatico no primeiro ano de vida (SAVINO et al., 2007).

As concentracdes de grelina encontradas enfatizam a grande variacdo de valores

apontados na literatura.
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Atualmente nds “sabemos” qual a prescricio correta para uma crianca saudavel?

A ingestdo dietética de referéncia (DRIs) (em inglés, dietary reference intake)
preconiza os valores de nutrientes que deverdo ser utilizados nas dietas de criangas saudaveis.
Tais valores sdo baseados em dados populacionais, mas muito frequentemente sdo escassos €
retirados de trabalhos com limitagdes. Além do mais, € discutivel a validade externa das DRIs
uma vez que todas elas foram baseadas em pesquisas dos Estados Unidos e Canada. E
relativamente comum a observacdo de condutas inadequadas em relagdo ao consumo
alimentar de criangas que podem desencadear processos de baixo peso ou sobrepeso. Uma
crianca com crescimento normal e dieta com valores inferiores aos das DRIs necessitaria
complementar a alimentacdo? Talvez interferir na autorregulacdo do apetite altere a
concentragdo de hormonios que sdo importantes no balango energético, e isso, a longo prazo,
poderia causar problemas de peso e at¢é mesmo doencas. Dessa forma, ¢ de indiscutivel
importancia que sejam estabelecidos valores normais de grelina na infancia para servirem de
compara¢cdo com criancas que apresentam alteracdes do apetite e desencadeiam processos
patologicos. As criangas do nosso estudo ja foram utilizadas como controles para comparagao
com criangas cirrfticas em uma tese em elaboracdo realizada neste Programa de Pods-
Graduagao (DORNELLES et al., 2010).

Para comparacdo de nosso estudo, buscamos na literatura trabalhos com 50 criangas
ou mais e que selecionaram criancas presumidamente higidas. Esses trabalhos apresentam
amostras muito heterogéneas, sendo a comparagdo deles com o nosso estudo muito dificil
(tabela 12). Alguns estudos ndo utilizam o escore-z, recomendado pela OMS, para avaliagdo
nutricional das criangas selecionadas (WHO, 1995). Nosso estudo adotou o padrao mais atual
para avalia¢do nutricional: as curvas da OMS, que avaliou os indices atropométricos E/I e
IMC/I. Com esta rigorosa avaliagdo nutricional, podemos afirmar que todos os participantes

da pesquisa sdo classificados como eutroficos (ANEXO 11).
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Tabela 12 - Trabalhos que avaliaram grelina e indices atropométricos em criangas

Autor, ano, pais (RS n Idade Jejum IMC-Z
dosada

Liiogmezs, AL, Total 107 (85 PIG/22AIG) 12 meses Jejum de uma noite ~ N/A

Chile

Whatmore, 2003, 121 (65 meninos/ o

Reino Unido Total 56 meninas) 5-19 anos Sem jejum (Cole et al., 1995)

Soriano-Guillén, Estagios de o (@)

2004, Espanha Uit 22 e O A0S

L, 018, Total 50 7-19anos 12 hde jejum N/AG)

Coreia

Istgil;lo’ 200, Total 62 1-18 meses 1 hora pos-prandial ~ N/AG*)

Nosso estudo, Total 4 meses — -2e+2 (<5 anos)
] 111 — 14h

2010, Brasil acilada 10 anos 3 oras -2 e+1 (> 5 anos)

&) Numero de horas nio especificado. ** Nao avaliado.

Devido a heterogeneidade das amostras dos estudos buscados na literatura, os valores
de grelina apresentam uma ampla variagdo no que se refere a valores, unidade de medida e
método de detecgao (tabela 13).

ApOs a regressao linear multipla, a grelina total, a grelina acilada e a grelina desacilada
permaneceram correlacionadas com a idade. Da mesma maneira, a grelina acilada
permaneceu associada com o escore-z da DCS. Neste modelo foi excluida pelo método
stepwise a variavel CB-Z. Assim, as variaveis idade e DCS-Z podem explicar uma variacao
de 24,2% nos valores de grelina acilada.

Os métodos de analise bioquimica mais importantes desenvolvidos no final do século
passado sdo denominados ensaios de ligagdo e consistem em submeter amostras contendo a
substancia em teste a uma série de processos fisicos e quimicos com finalidade de determinar
o valor encontrado na substancia. O primeiro método desenvolvido, no ano de 1959, foi o

radioimunoensaio (RIA). Paulatinamente, outros métodos foram sendo descobertos, como o
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ensaio imunorradiométrico (IRMA) (em inglés, immunoradiometric assay) e o ELISA, entre
outros (STITES et al., 2000). Os testes ELISA sdo amplamente utilizados no laboratorio
clinico, ndo apenas por sua especificidade e sensibilidade, mas também devido a sua
possibilidade de automagdo e menor custo. Com base na especificidade e na sensibilidade
associada a facilidade de execucdo, escolhemos o ELISA como método para realizar as
dosagens em nosso trabalho.

A tabela 13 apresenta os resultados de grelina dosados de alguns trabalhos com o

método em que foi realizado.

Tabela 13 - Valores dosados de grelina em diversos estudos

Autor, ano, pais Método Grelina total Grelina acilada
Iniguez, 2002, Chile RIA 94,8 pg/ml —
Whatmore, 2003, Reino Unido RIA 162 pg/ml —
Soriano-Guillén, 2004, Espanha RIA 370 a 894 pg/ml™* —

M: 133,2 fmol/ml
. (450 pg/ml)**)
Park, 2005, Coreia RIA F: 189.6 fmol/ml —
(640 pg/ml)‘+*
Savino, 2006, Italia RIA 3026,53 pg/ml —
M: 1436 pg/ml M: 286 pg/ml
Nosso estudo, 2010, Brasil ELISA F: 1331 pg/ml F: 300 pg/ml
T: 1374 pg/ml T: 288 pg/ml

&) Varia conforme o estagio de Tanner; (**) Realizada a conversdo para melhor comparagdo dos valores.

Os valores apresentados mostram grande variacdo independentemente do método
utilizado, o que pode ser explicado pela heterogeneidade das amostras. Whatmore utilizou
amostras de criangas de cinco a 19 anos, sem jejum. Iniguez avaliou criangas de 12 meses,

com jejum de uma noite. Park subdividiu as criangas por estdgios de Tanner e ndo por idade.
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Savino utilizou criangas de 1 a 18 meses, com 1 hora pos-prandial. Como ja foi observado,
nosso estudo planejou coletar amostras com 3-14 horas de jejum e as criangas eram todas
eutroficas, o que ndo esta totalmente eslarecido em outros trabalhos.

Valores tdo discrepantes podem ter sido influenciados pela alimentagdo, idade e
metodologia de coleta. O tipo de nutriente consumido pelo individuo pode alterar os niveis
circulantes de grelina (FOSTER-SCHUBERT et al., 2008). A grelina ¢ um hormoénio muito
instavel, que se degrada facilmente, sendo necessaria a utiliza¢do de inibidores de protease e
acidificacdo da amostra para se obter um resultado confidvel (ARIYASU et al., 2002). Essa
diferenca de valores nos estudos citados pode ser consequéncia da metodologia empregada
pelos autores. Whatmore, Iniguez e Savino utilizaram amostras sem tratamento e

armazenamento adequado para medig¢des confidveis.

6.4 DOSAGEM DA LEPTINA

Muitas variaveis podem afetar a dosagem de leptina: sexo, estagio puberal, peso, tipo
de amostra (plasma ou soro) e dieta (VENNER et al., 2009). Segundo o CLSI (em inglés,
Clinical and Laboratory Standards Institute), a amostra deve ter critérios de inclusdo e
exclusdao bem definidos para que possa gerar valores de referéncia confiaveis (NCCLS, 2000).

O aumento da massa gorda leva a aumento da leptina que inibe o centro da saciedade
no hipotdlamo e infuencia, também, outros sistemas neuroenddcrinos relacionados a

puberdade e fertilidade (LEE, 2009).
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A tabela 14 mostra diferentes estudos que avaliam parametros antropométricos.

Tabela 14 - Trabalhos que avaliaram leptina e indices antropométricos em criangas

Autor, ano, pais n Idade Jejum IMC-Z
Coutant, 1998, Franca 82 5 —13 anos Uma noite N/AGD
Viso-Gonzalez, 2005, Venezuela 166 2 — 15 anos 12 horas N/ATD
Garcia-Mayor, 1997, Espanha 789 5 —15 anos Ge) 0,13+0,01

YOI 0,63 + 0,127
Park, 2005, Coreia 50 7 — 19 anos 12 horas N/ATD
Bjarnason, 1997, Suécia. 107 3 — 15 anos 2,5a+4,8%
-2et2
Nosso estudo, 2010, Brasil 111 4 meses - 10 anos 3 — 14 horas (<5 anos)

-2 e +1 (> 5 anos)

o) Niamero de horas de jejum néo especificado; * Valor de peso para estatura em escore-z; ' Néo avaliado;
™ Valores expressos em média + DP.

Esta claramente demonstrado na literatura que, mesmo sendo o escore-z padrao-ouro
para classificacdo nutricional de criangas, a maioria dos estudos apresentou os valores de IMC
em nimeros absolutos (COUTANT et al., 1998; VISO-GONZALEZ et al., 2005; PARK et

al., 2005), o que prejudica uma avaliagdo precisa devido a variagdo desses em relacdo a idade.

Por que a concentragio elevada de leptina niao inibe o apetite para prevenir a

obesidade?

Como a leptina ¢ um hormonio que exerce fun¢do de aumentar a saciedade e ratos
knockout para leptina sdo gravemente obesos, seria razoavel pensar que humanos com
sobrepeso ou obesidade teriam valores séricos diminuidos. Contudo, como visto

anteriormente, humanos com excesso de peso frequentemente tém a concentracido de leptina
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elevada, situacdo que ¢ conhecida como resisténcia a leptina e, mesmo que esteja melhor
compreendida, ndo ¢ uma condigdo simples. O aumento de tecido adiposo corporal
consequentemente aumentard a produgdo de leptina que rapidamente induz a expressdo do
SOCS3 que inibe a sinaliza¢do do receptor da leptina com consequente supressdo da leptina
na rota JAK-STAT (MYERS et al., 2008). Essa rota, ja conhecida, ¢ um indutor de obesidade
e pode ndo ser o inicio do processo de ganho de peso, mas certamente contribui para a
instalagdo e manuten¢do da obesidade. Em nossa amostra, algumas criangas apresentaram
leptina elevada na auséncia de sobrepeso ou obesidade, o que pode sugerir que essa
programacado da leptina desencadeie um processo de ganho de peso a médio e longo prazos e
que esses valores séricos sejam um fator predisponente, que juntamente com o ambiente
favoravel, acelere o risco de a crianca desenvolver obesidade e patologias a ela relacionadas.

A tabela 15 apresenta os valores de leptina encontrados nos estudos selecionados.

Tabela 15 - Valores dosados de leptina em diversos trabalhos

Autor, ano, pais Método Valores encontrados
Coutant, 1998, Franca RIA® 3,8+ 0,4 pg/1?

Viso-Gonzélez, 2005, Venezuela ~ ELISA%* 3,33 +2,99 jig/1?
3 =438+022 pg/1?

i (%)
Garcia-Mayor, 1997, Espanha RIA™ 0 =547+ 028 ug/l?
3 =4,76 ng/ml
Park, 2005, Coreia riaw  (083-1848)
Q@ =9,09 ng/ml
(2,82-19,31)
Bjarnason, 1997, Suécia RIA® 3.2 (1,5-13,3) pg/1?”
& =1,48 ng/ml
Nosso estudo, 2010, Brasil ELISA%* (TP

Q =2,31 ng/ml
(1,20-3,48)
GIRIA: radioimunoensaio; G#) ELISA: ensaio imunoenzimatico;

M Valorem em pg/l sdo correspondentes aos valores em ng/ml.
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Pequenas variacdes nos valores podem ser esperadas com métodos diferentes, mas as
variagdes maiores podem ser consequéncia de diferentes estagios puberais e IMC/I que foram
incluidos nos estudos selecionados. Alguns trabalhos incluiram criangas com sobrepeso e/ou
obesidade (BJARNASON et al., 1997; COUTANT et al., 1998; VISO GONZALEZ et al.,
2005; PARK et al., 2005), além de idade mais elevada, chegando até ao estdgio puberal.
Valores descritos em criangas eutroficas (GARCIA-MAYOR et al., 1997) sdo mais elevados
do que os nossos, o que pode ser indicativo da presenca de adolescentes com estagio puberal
mais avangado, j& que a idade de inclusdo abrange criangas até 15 anos.

O condicionamento aos alimentos (preferéncias e aversdes) ¢ uma prova de que estas
respostas podem ser aprendidas e modificadas, conforme foi descrito em pacientes com
deficiéncia de leptina ou fome intensa que gostam de todos os tipos de alimento, mesmo os
ndo apreciados por criangas de mesma idade. A administracdo de leptina a tais pacientes
mudou esse comportamento, tornando-os mais seletivos ao escolher os alimentos (FAROOQI
& O’RAHILLY, 2009). Estes achados podem demonstrar que a leptina estd envolvida na
mediacdo de propriedades recompensatérias dos alimentos. Na pratica, isto pode significar
que o apetite tem uma variacdo individual que pode ser associada a uma maior
susceptibilidade para o desenvolvimento da obesidade. O sabor dos alimentos tem duas
fungdes principais através de respostas centrais: promover ou inibir a ingestdo e preparar o
organismo para utilizé-los ou responder metabolicamente aos materiais ingeridos (POWER &
SCHULKIN, 2008). Por exemplo, um sabor amargo pode diminuir a motilidade géstrica
(WICKS et al., 2005).

Alteragdes da concentragdo sérica de leptina no periodo perinatal podem exercer um
papel crucial em determinar a ocorréncia de sequelas metabolicas a longo prazo (VICKERS et
al., 2005). Feto exposto a sobrenutricdo ou subnutricdo tem como resultado aumento de

adiposidade com consequente aumento da concentragdo de leptina na adolescéncia e/ou idade
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adulta. Os niveis de leptina pré ou neonatal podem modificar a plasticidade dos neuronios e
adipdcitos, capacitando o individuo a adaptar-se para resistir a baixa oferta de nutrientes,
contudo, se a oferta aumenta, o individuo pode desenvolver sindrome metabolica. O impacto
da programacao nutricional é emergente e representa um problema de saude publica relevante
(GUILLOTEAU et al., 2009). Neste contexto, podemos especular que em nossa amostra,
formada por criangas exclusivamente eutroficas e previamente higidas, os individuos que
apresentaram valores elevados podem ter sofrido algum tipo de programacdo nutricional

através de obesidade ou desnutrigdo materna.

6.5 DOSAGEM DA INSULINA E GLICOSE

Insulina € o peptidio mais importante que regula o metabolismo da glicose. A insulina
aumenta a reserva de glicose (sob a forma de glicogénio) no figado e nos musculos, diminui a
lipolise e a gliconeogénese e aumenta a sintese de acidos graxos pelo tecido adiposo (PORTE
et al., 2005). O resultado da acdo da insulina ¢ a diminui¢do da concentracao sérica de glicose
através da sua conversdao em outras formas de reserva de energia (glicogénio e gordura) e do
decréscimo da produgao de glicose pelo figado (POWER & SCHULKIN, 2009).

Em um estudo conduzido com criangas de sete a 19 anos, foi demonstrada uma relagio
direta de leptina com insulina [r = 0,71 (P < 0,05); r = 0,44 (P < 0,005)] e uma relagdo inversa
de grelina com insulina [r = -0,59 (P < 0,005); r = -0,24] para meninos € meninas
respectivamente (PARK et al., 2005). Em nosso estudo, ndo foi encontrada nenhuma
correlacdo entre insulina e outros hormonios, o que pode ser devido ao fato de que Park et al.
incluiram criangas com sobrepeso e/ou obesidade e, em nosso estudo, participaram somente

criangas eutroficas (ANEXO 11)
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A glicose ndo apresentou nenhuma associacdo em nosso estudo. A média de glicose
encontrada foi de 88,6 + 13,1, que estd dentro dos limites de normalidade. No entanto,
algumas criangas apresentaram valores mais extremos, o que pode ser um reflexo do nimero

de tempo de jejum e da qualidade da alimentacdo nas refeicdes que antecederam a coleta.
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7 CONCLUSAO

A grelina total, a grelina acilada e a grelina desacilada correlacionaram-se
inversamente com a idade, ou seja, a concentracao de grelina parece diminuir com a idade.

A grelina total, grelina acilada e a grelina desacilada ndo correlacionaram-se
significativamente com o sexo € com o tempo em jejum.

A grelina total e a grelina desacilada ndo correlacionaram-se significativamente com
nenhum indice antropométrico. A grelina acilada apresentou uma correlagdo inversa
significativa com a DCS/I-Z, ou seja, criangas com DCS maior parecem ter a concentracdo de
grelina acilada mais baixa.

A grelina total e a grelina desacilada correlacionaram-se inversamente com a leptina.

A leptina correlacionou-se diretamente com a idade, com o sexo feminino e com todos
os indices antropométricos, ou seja, a concentracdo de leptina ¢ mais elevada nas criancas
mais velhas, que tenham parametros antropométricos mais elevados e meninas.

A insulina e a glicose ndo apresentaram associagdo estatisticamente significativa com

nenhuma das variaveis analisadas.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Em vista dos resultados apresentados, ressalta-se a confiabilidade da analise de dados
para futura utilizagdo em pesquisas com a populagdo pedidtrica. Mais estudos com criangas
eutroficas devem ser conduzidos, no sentido de determinar referéncia de valores levando em

considera¢do a avaliacdo de eventos perinatais e nutricdo materna.
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ABSTRACT

Objective: this study aimed to assess the plasma ghrelin, acyl ghrelin, des-acyl ghrelin, serum
leptin, insulin and glucose; and compare with age groups, gender and anthropometric
parameters in healthy children aged 4-128 months.

Methods: Data from 111 children aged 4 months to 10 years were studied. All participants
underwent a clinical evaluation to rule out any unhealthy condition and all have body mass
index (BMI)-for-age values within -2.0 and +2.0 SD limits for children under 5 years and
within -2.0 and +1.0 SD limits for children over 5 years. Children were separated in 3 age
groups: 0-24 months, 25-60 months and over 60 months. Blood samples were collected to
assay ghrelin, leptin, insulin and glucose.

Results: Total and acyl ghrelin, leptin, insulin were detected in all samples with a median
(25-75 centile) concentration in the whole group of 1.374 (949-1.875) pg/mL, 288 (212-450)
pg/mL, 1.53 (1.11-2.77) ng/mL and 15.5 (12.1-23.5) uU/mL, respectively. Mean (SD) serum
Glucose concentration was 88.6 = 13.1 mg/dL. Ghrelin showed an inverse correlation with
age (r;=-0.475, P < 0.001). Leptin was directly correlated with BMI (rs= 0.429, P < 0.001)
and girls (r;= 0.39; P = 0.004). Insulin and glucose did not correlate with any variable of the
study.

Conclusions: this study showed that plasma ghrelin was negatively correlated with age in
healthy children and leptin was correlated with gender and BMI. This might be useful to
provide data in healthy children to further comparison with children with chronic diseases that

affect appetite and feeding behavior.
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INTRODUCTION

Ghrelin is a peptide hormone with a potent orexigenic effect, mainly produced in the
stomach. It is transported to the hypothalamus via the vagus nerve, where participates in
neuroendocrine processes that control appetite and the secretion of growth hormone and is
part of complex gut-brain axis that modulates appetite, digestion, gut motility, adiposity and
energy partition (1-5). Serum leptin may reflect body fat mass in adults and children (6-9),
and might be considered as a reliable marker of fat, body mass and energy balance (10).
Nutritional programming can be related to alterations of serum leptin due to overnutrition or
undernutrition during the perinatal period and this may determinate metabolic changes during
adolescence and adulthood (11, 12). Insulin is an anabolic hormone produced in the pancreas
and is one of the hormones responsible for regulating food intake and energy expenditure, and
acts in the hypothalamus where interacts with neurotransmitters involved in the mechanisms
that control satiety and hunger (13). Leptin and insulin have inhibitory effects on food intake
and increase energy expenditure (14)

Ghrelin, leptin and insulin are hormones related to regulation of food intake and,
consequently, body weight control. Many hormones are involved in food intake and energy
balance, but only few studies were done in well-nourished children (15, 16). Normal values of
these hormones are subject to a great variability and a standardized database is needed. Thus,
this study aimed to assess the plasma ghrelin, acyl ghrelin, des-acyl ghrelin, serum leptin,
insulin and glucose; and compare with age groups, gender and anthropometric parameters in

healthy children aged 0-10 years.
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SUBJECTS AND METHODS

This study was approved by the Research Ethical Committee of Hospital de Clinicas
de Porto Alegre. Informed and written consent was obtained from all subjects’ parents.

From December 2006 to March 2009, 111 healthy subjects aged 4 months to 10 years
were eligible to participate in this study. Subjects were enrolled from Pediatric outpatient
specialty clinics of Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Southern of Brazil.

Inclusion criteria were healthy patients who had been scheduled for blood sampling as
routine medical check up or as standard assessment prior to eligible minimal surgeries such as
insertion of otologic ventilation tubes, excision of benign nevus, surgery to correct inguinal
hernia and hypospadia. Exclusion criteria were as follows: birth at gestational age lower than
37 weeks for children aged under 2 years; gestational age lower than 28 weeks for children
aged under 3 years; current use of any restricted diet; any chronic or acute disease; use of any
medication except for iron and oral vitamins currently recommended as routine practice;
impossibility to anthropometry assessment; body mass index (BMI)-for-age values out of -2.0
and +2.0 SD limits for children under 5 years (17) and out of -2.0 and +1.0 SD limits for
children over 5 years (18); and lack of appropriate fasting period prior to blood collection.

Children were separated in 3 age groups: 0-24 months, 25-60 months and over 60
months. The first group represents infants who were more likely to be breastfed whereas the
second and the third were conveniently separated to further comparison with anthropometry

reference curves (17, 18).

Anthropometry assessment
Anthropometry was measured by the same researcher following the WHO training

course on child growth assessment (19). The variables were presented as z-scores for height
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for age ratio (H/A), BMI for age ratio (BMI/A), triceps skinfold thickness-for-age ratio
(TSF/A), subscapular skinfold thickness-for-age ratio (SSF/A), mid upper arm circumference-
for-age ratio (MUAC/A) according to WHO standards (17). WHO Antho software version 3.0
was used for children under 5 years of age (20). WHO AnthoPlus software was used for 5 to
19-year growth reference data 2007 (21). Frisancho 2008 (22) was used to calculate

MUAC/A, TSF/A, and SSF/A for children above 5 years.

Blood samples and hormone assays

Peripheral blood samples were collected from all patients following a fasting period of
3-14 hours. Plasma and serum samples were stored at -80° C until measurement. To ghrelin
determinations the blood was taken into tubes containing EDTA-2Na (1.25 mg/mL) and
aprotinin (500 U/mL). The tubes were centrifuged immediately, acified and stored. To leptin,
insulin and glucose determinations the blood was taken into serum tubes, centrifuged and
stored. Total ghrelin, acyl ghrelin and leptin concentrations were assessed by ELISA
commercial kit (Linco Research, St Charles-MI, USA). Insulin were assessed using ELISA
commercial kit (Diagnostics Systems Laboratories, INC Webster-TX, USA) and glucose were
measured using glucose oxidase method GlicosePAP liquiform® (Labtest Diagnostica —

Lagoa Santa-MG, Brazil).

Statistical analysis

The program used for statistical analysis was SPSS (Statistical Package for Social
Sciences) version 16.0 (Chicago, IL). Continuous variables were expressed as mean £ SD or
median and interquartile range (25th and 75th centiles). Normal distribution of variables was
checked by Kolmogorov-Smirnov test. Variables with normal distribution were compared by

Student’s ¢ test and analysis of variance (ANOVA). Variables with asymmetric distribution
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were analyzed by Kruskal-Wallis and Mann-Whitney U tests. Correlation between continuous
variables was assessed by Pearson or Spearman correlation coefficient test. Multiple linear
regretion analisys was used to associate total ghrelin with age, acyl ghrelin with age and
Z-SSF/A, desacyl ghrelin with age, leptin with age, Z-BMI/A, Z-H/A and gender. The
following comparisons were excluded by stepwise model: total ghrelin with Z-MUAC/A, acyl
ghrelin Z-with MUAC/A, des-acyl ghrelin with Z-MUAC/A; leptin with Z-MUAC/A, leptin

with Z-TSF , and leptin with Z-SSF.

RESULTS

Overall median age (25-75" centiles) of subjects was 60.0 (35.0-91.0) months. The
majority of the subjects were over 60 months of age and gender was equally distributed. The
youngest child was 4 months old and the oldest was 128 months old. Only 10% of children
were currently on iron and vitamin medications. Median (25-75" centiles) fasting time was
240 (200-605) min. Mean (= SD) hemoglobin and hematocrit values were 12.2 + 0.7g/dL and
36.7 + 2.1%, respectively. Values of total ghrelin, acyl ghrelin, des-acyl ghrelin, leptin,
insulin and glucose were described on table 1.

In regard of z-score of anthropometry results according to gender distribution, Z-
BMI/A, Z-MUAC/A, Z-TSF/A, Z-SSF/A values were within -2.0 and +2.0 SD for children
under 5 years and within —2.0 and +1.0 SD for children over 5 years. The z-score of Z-H/A
was within -2.0 and +2.0 SD (table 2).

The values of total ghrelin, acyl ghrelin, des-acyl ghrelin, leptin, insulin and glucose in
the 3 age groups separated by gender are presented on table 3. The concentrations of total

ghrelin and des-acyl ghrelin were significantly lower in boys above 60 months when
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compared with boys under 24 months of age. The concentrations of total ghrelin and des-acyl
ghrelin were significantly lower in girls above 60 months when compared with girls from the
other 2 groups. Leptin values were not significantly different among the 3 age groups in
boys. Leptin was higher in girls aged above five years when compared with girls under 2
years [2.77 (1.31-4.79) ng/mL vs 1.37 (0.90-2.15) ng/mL, P = 0.039]. Insulin and glucose
were not significantly different among the 3 age groups in boys and girls.

There was a significant negative correlation between total ghrelin values and age
(rs = -0.475; P < 0.001). There was no correlation between total ghrelin levels and BMI
(rs=-0.02; P = 0.822). There was no correlation between leptin levels and age in the whole
group (rs = 0.190; P = 0.046), but a weak significant positive correlation in girls (r; = 0.39;
P =0.004) and a moderate correlation between leptin and BMI (r; = 0.43; P < 0.001) (figure
1). Values of leptin were significantly lower in boys (1.48 vs 2.31; P = 0,007) (figure 2).

The values of total ghrelin, acyl ghrelin, leptin and insulin in boys and girls separated

in the 3 age groups are presented on table 4 according to percentile distribution.

DISCUSSION

This study assessed fasting concentration of total ghrelin, acyl ghrelin, leptin, insulin
and glucose in 111 well-nourished healthy children. The two main findings of the study were
an inverse correlation between ghrelin and age and a direct correlation between leptin with
anthropometric parameters and gender. Insulin and glucose did not correlate with any variable
of the study.

Ghrelin has already been studied throughout newborn to adulthood; nevertheless only

few studies have shown a range of normal values at different ages (6, 15, 16, 23). Therefore,
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the following points highlight the strength of our study. First, it was made in a very selected
healthy well-nourished population, following a rigorous selection criteria which did not
include overweight and/or obese children as has been done by others (6, 7, 24, 25). Second,
we collected blood samples with a specific fasting period whereas others did without & fasting
period (23). Third, this is the first study to determine more than one ghrelin isoform in
addition simultaneously with leptin, insulin and glucose.

In this study, a significant fall in ghrelin levels was found according to age. A similar
trend has been reported in a group of 121 healthy children aged 5-19 years (23), in whom
samples were taken without fasting. The difference between that study and our data is likely
to be related to the non-fasting conditions under which their samples were taken. In regard of
gender distribution, ghrelin levels have been found higher in boys than girls (6). The
difference between those studies and ours is likely due to the heterogenicity of the samples.
It’s not yet fully clarified the mechanisms that regulate the secretion of ghrelin, but one of the
most important factors that regulate its secretion seems to be related to feeding (2).

It is well known that ghrelin plays a role in the regulation of long-term energy balance
and body weight control. Our observation of a negative correlation between ghrelin
concentration and age could support the hypothesis that in infancy, ghrelin may exert a strong
growth hormone releasing action to promote body growth. It has already been found a
significant ghrelin increase after birth peaking during the first two years of life, then a
decrease until the end of puberty (15).

A recent study showed that during periods of energy insufficiency, exposure to acyl
ghrelin may limit energy utilization in specific white adipose tissue depots by lipid retention
dependent on GH setretagogue receptors (26). In accordance with this finding, ghrelin
concentration has been found low in obese patients (27, 28). In our study, we selected only

subjects with scores under +1.00 for children aged above 5 years and under +2 for children
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under 5 years (17, 18) that means, overweighed and obese subjects were not included in our
study.

Leptin may be affected by many variables including gender, pubertal stage, weight,
diet and the analysis technique (29). A study that recruited well-nourished children has shown
higher leptin values than ours and this might indicate inclusion of advanced pubertal stage in
children up to 15-years (16) whilst our population was under 10 years old. It has been
described that deficient leptin patients like all types of food, even those which are usually not
appreciated by children at the same age. The administration of leptin in these patients changed
this behavior making then more selective to food (30). These findings may indicate that leptin
is involved in the reward properties of food, thus this may mean that appetite has individual
variation and might be associated with a higher susceptibility to obesity.

We identified a positive correlation between serum leptin with gender and
anthropometric parameters (Z-BMI, Z-H/A, Z-MUAC, Z-TSF and Z-SSF). This is in
accordance with other studies where leptin values showed parallel changes in nutritional
status and energy storage across a broad range of nutritional status, from starvation to obesity
(9, 31). Furthermore, a significant correlation between all anthropometric parameters is
consistent with the literature, since these parameters reflect higher adipose tissue. In the
multivariate analisys leptin was significantly associated with age, female gender, Z-BMI/A
and Z-H/A. It means that higher leptin is detected in older, taller, higher BMI and female
children.

Insulin increases glycogen form storage of glucose in liver and muscle, decreases
lipolysis and gluconeogenesis, and increases fatty acid synthesis by adipose tissue (32). The
net result is to lower blood glucose concentration by increasing the conversion of glucose to

glycogen and fat and decreasing the production of glucose from the liver (33).
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Our study had some limitations as we had a small amount of patients aged 0-2 years.
Furthermore, we did not evaluate tanner stages although some might have been started
puberty as maximum age was 10 years old. Nevertheless, we believe this is not a major
limitation to the results we found.

In conclusion, we have shown that plasma ghrelin was negatively correlated with age
in healthy well-nourished children. Leptin was correlated with gender and BMI. This study
could be useful to provide data for database standardization of ghrelin, leptin and insulin in
healthy children. Moreover, this study might be helpful to further comparison with children

with chronic diseases that affect appetite and feeding behavior
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Table 1 - Demographic data of subjects

Variables n=111
Age (months) 60.0 (35.0-91.0)
Age groups (months)

< 24@ 20 (18.0)

25-60 37 (33.3)

61-128 54 (48.6)
Gender

Male 59 (53.2)

Female 52 (46.8)
Indication to blood collection

Medical check up 64 (57.7)

eligible minimal surgery(b) 47 (42.3)
Iron and vitamin prophylaxis

None 99 (89.2)

Iron 10 (9.0)

Iron + vitamin 2(1.2)
Fasting time (min) 240 (200 — 605)
Hemoglobin (mg/dL) 122 +£0.7
Hematocrit (%) —n=110 36.7+2.1
Ghrelin (pg/mL)

Total ghrelin 1374 (949 — 1875)

Acyl ghrelin 288 (212 —450)

Acyl ghrelin % 245+7.9

Des- acyl ghrelin © 1086 (711 — 1393)

Des- acyl ghrelin % 75.5+7.9
Leptin (ng/mL) 1.53 (1.11 -2.77)
Insulin (pU/mL) 15.5 (12.1 —23.5)
Glucose (mg/dL) 88.6 +13.1

Data were expressed as mean £ (SD), median (P25-P75) or total
number (%); “ Minimum age: 4 months; ® Eligible minimal
surgeries: insertion of otologic ventilation tubes, excision of benign
nevus, hypospadia, inguinal hernia; ’Calculated subtracting acyl
ghrelin from total ghrelin.
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Table 2 - Anthropometric features of the sample

Variables Gender H/A-Z BMI/A-Z MUAC/A-Z TSF/A-Z SSF/A-Z
Total M®m=59) 003+1.00 -0.14+0.80 -0.16+0.75 0.07+0.62 -0.08=0.60
n=111 Fm=52) 011+1.00 -0.10+£0.80 0.32+048 0.10£0.66 -0.04=+0.64

<24 months® M@m=10) 0.79+0.89 -0.15+0.75 025+0.68 036+0.81 -0.18+0.93
n=20 F(n=10) 0.16+138 -0.13£0.65 0.31+0.57 0.38+0.83 0.49+0.67

25-60 months M (n=22) -0.34+0.78 0.13+0.73 0.23+0.56 0.19+0.45 0.00+0.58
n=37 F(m=15 -0.04+080 030+0.72 056+044 040=0.74 -0.14+0.85

61-128 months M (n=27) 0.05+1.05 -035+0.84 -0.63+0.65 -0.12+0.62 -0.12+0.48
n=>54 Fm=27) 017+1.06 -030+0.84 0.18+043 -0.17+0.40 -0.18+0.33

H/A-Z: z-scores of height for age; BMI-Z: z-scores of body mass index for age; TSF-Z: z-scores for triceps
skinfold for age; MUAC-Z: z-scores of middle upper arm circumference for age; SSF-Z: z-scores of
subscapular skinfold for age; M: male; F: female; *: Minimum age: 4 months
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Tabela 3 - Hormones and glucose among age groups and gender

Variables <24 months"” 25 - 60 months 61 - 128 months P
MALE n=10 n=22 n=27
Ghrelin (pg/mL)
Total ghrelin 1950 (1576-2922)° 1432 (1000-2078)* 1155 (795-1551)*  0.007"
Acyl ghrelin 322 (275-735) 313 (185-617) 280 (179-421)  0.288"
Des-acyl ghrelin®® 1649 (1241-2145)° 1192 (792-1687)*° 913 (515-1231)*  0.003"
Leptin (ng/mL) 2.15(0.93-2.64) 1.50 (1.16-1.63) 1.33(0.91-2.53)  0.657"
Insulin (uU/mL) 23.5(13.5-33.8) 17.6 (10.4-24.1) 13.5(5.0-20.6)  0.112%
Glucose (mg/dL) 87+7.9 86.2 + 14.4 92.6+15.2 0.262
FEMALE n=10 n=15 n=27
Ghrelin (pg/mL)
Total ghrelin 1587 (1003-2167)° 1540 (1184-2160)° 1133 (897-1402)* 0.0217"
Acyl ghrelin 304 (246-652) 392 (222-523) 272 (185-336)  0.112
Des-acyl ghrelin®” 1343 (780-1609)° 1173 (983-1638)" 900 (645-1138)*  0.013"
Leptin (ng/mL) 1.37 (0.90-2.15)* 234 (1.21-3.32)*  2.77 (1.31-4.79)>  0.039")
Insulin (uU/mL) 16.5 (12.3-21.4) 17.7 (13.4-21.1) 14.1 (12.1-19.8)  0.359"
Glucose (mg/dL) 84.1+11.8 90.7 + 14.1 87.7+10.7 0.4114"

Data were expressed as mean (£ SD) or median (P25 - P75). ) Minimum age: 4 months.

*“Calculated subtracting acyl ghrelin from total ghrelin. ) Kruskal-Wallis test, 7™ ANOVA-oneway.

&P Equal letters mean no significant difference by Mann-Whitney U test.
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Table 4 - Percentile distribution of total ghrelin, acyl ghrelin, leptin and insulin in boys and

girls
Total ghrelin (pg/mL) P3 P25 P50 P75 P97
< 24 months* M 638 1576 1950 2922 1576
F 585 1003 1587 2167 1003
25-60 months M 445 1000 1432 2078 1000
F 669 1184 1540 2160 1184
61 -128 months M 346 795 1155 1551 795
F 418 897 1135 1402 897
Acyl ghrelin (pg/mL) P3 P25 P50 P75 P97
< 24 months* M 108 275 322 735 792
F 71 246 304 652 756
25-60 months M 107 185 313 617 1053
F 117 222 392 523 1098
61-128 months M 90 179 280 421 583
F 98 185 272 336 529
Leptin (ng/mL) P3 P25 P50 P75 P97
< 24 months* M 0.31 0.93 2.15 2.64 4.12
F 0.76 0.90 1.37 2.14 2.36
25-60 months M 0.37 1.17 1.49 1.63 2.98
F 0.65 1.21 2.34 3.32 9.13
61-128 months M 0.05 0.91 1.33 2.53 4.82
F 0.66 1.31 2.77 4.79 8.67

Insulin (nU/mL) P3 P25 PS50 P75 P97
< 24 months* 13.1 13.5 23.5 33.8 45.1
5.0 12.3 16.5 21.4 32.9
5.0 10.4 17.6 24.1 29.8
5.0 13.4 17.6 21.1 29.7
5.0 5.0 13.5 20.6 42.1
5.0 12.1 14.1 19.8 42.6

25-60 months

61-128 months

mZm L

P: percentile ; M: male; F: female; *minimum age: 4 months
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ANEXO 1

Termo de consentimento livre e esclarecido

Nome do estudo
Avaliag@o dos niveis plasmaticos de grelina e leptina em criangas eutroficas.

Instituicdo: Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Pesquisadores responsaveis: Dra. Themis Reverbel da Silveira e Nutricionista Maria Inés de Albuquerque
Wilasco

Telefones para contato: Dra. Themis (51-2101 8350) e Nutricionista Maria Inés (51- 9808 1209)
1. Justificativa e objetivo deste estudo:

A GRELINA ¢ um horménio que aumenta o apetite ¢ a LEPTINA diminui o apetite. Pelo exame de
sangue podemos saber se esses hormonios estdo diminuidos ou ndo no organismo.

A proposta deste estudo ¢ medir no sangue a quantidade dos horménios envolvidos na fome, verificar
peso, comprimento ou estatura, circunferéncia do brago, prega cutanea triciptal e subescapular.

2. Procedimento:

Serd coletado 2 ml de sangue para dosagem dos hormonios das criancas em acompanhamento
ambulatorial do Servico de Pediatria do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, que necessitardo fazer coleta de
sangue para o seu devido tratamento ou revisdo de saude. Nao sera realizada coleta adicional. Também sera
verificado peso, comprimento ou estatura, circunferéncia do brago, prega cutinea triciptal e prega subescapular.
3. Possiveis riscos e desconfortos:

Os riscos ¢ desconfortos sdo aqueles associados a coleta de sangue de rotina: dor ou sintomas locais de
desconforto.

4. Possiveis beneficios deste estudo:

O entendimento dos hormonios que agem no controle da fome podera, no futuro, beneficiar outros
individuos, atuando na prevengdo da desnutricdo e obesidade.
5. Direito de desisténcia:

A participagdo no estudo ¢é inteiramente voluntiria, podendo desistir de participar em qualquer
momento, sem prejuizos no atendimento médico e nutricional.
6. Confidencialidade:

As informacdes e identidade das criangas e dos pais serdo consideradas, confidenciais e utilizadas
apenas com finalidade cientifica.
7. Perguntas:

Uma das pesquisadoras responsavel discutiu as informagdes e ofereceu-se para responder perguntas
e/ou dividas. No decorrer do estudo, poderei contata-la no fone:
2101 7611.

8. Consentimento:

Declaro que fui informado sobre todos os procedimentos da pesquisa.

Autorizo o armazenamento do sangue coletado por até 5 anos.

S6 serdo realizadas outras pesquisas, apos aprovagio da Comissdo de Etica e Pesquisa.

() SIM () NAO
ASSINATURA DO(A) RESPONSAVEL PELA CRIANCA:
Assinatura do(a) participante (acima 7 anos):
Assinatura do investigador responsavel:
Porto Alegre, / /
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ANEXO 2

Ficha com a avaliacio clinica e os dados obtidos no prontuario

1.DADOS DE IDENTIFICACAO:

Nome do paciente:

Ficha n%

G/L:

Nome do responsavel:

Inclusao ()

Endereco:

Bairro:

Cidade:

Telefones de contato:

Estado:

Motivo do exame:

O

Data da avaliacao: / /

REGISTRO:

. Idade:

Grupo racial: () caucasiano () i caucasiano () Data de Nascimento:

Motivo do exame:

. Idade OMS:

. Sexo: () M. () F () Sexo OMS: ()

/ /

0

Hemoglobina: . Hematécrito:

Medicacao:

. Eosinofilo perc:

0

Hora da coleta:

Idade Gestacional:

. Ultima refeigio:
Grelina: Leptina:

. Jejum:

Peso do nascimento:

. Comprimento Nasc:

Peso: . Comprimento: . Estatura:
Percentil Escore-Z
P/E
P/1
E/l
Classificacao estado nutricional:
CB: cm CB_Z: CB_P:
PCT: mm PCT_Z: PCT _P:
PCS: mm PCS_Z: PCS_P:
IMC: Kg/m* _ IMC_Z: IMC_P:
Critérios de exclusiao: Sim Nao
Processo infeccioso agudo nos ultimos 7 dias (1) (2)
Doenga Hepatica ou Doenga Cronica (1) (2)
Dieta para controle do peso nos ultimos 30 dias (1) (2)
Idade gestacional < 37 semanas (1) (2)
Uso de medicamentos (1) (2)
Recebimento de sangue ou hemoderivados nos ultimos 30 dias (1) (2)
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ANEXO 3

Protocolo de coleta e armazenamento soro
(leptina, insulina e glicose)

1° Escrever SORO no tubo de vidro (com a caneta apropriada) e tampa-lo com a tampa branca para
facilitar a identificagdo. Utilizar somente materiais esterilizados em autoclave. Fazer esse
procedimento em varios tubos e com antecedéncia para agilizar as coletas.

2° Identificar o tubo de vidro com nome do paciente, n® do prontuario, data e hora da coleta.

3° Colocar o sangue coletado (= 1,5 ml) e tampar o tubo.

4> Colocar no isopor com gelo reciclavel (gel).

5° Deixar na bancada por 30 — 45 min até reter o codgulo (fica uma massa gelatinosa em cima).

6° Colocar na centrifuga refrigerada (4° C) por 15 min a 1.500 xg ou 3.000 RPM.
*Vai ficar em duas fases:

Em cima SORO

Em baixo elementos figurados (hemacias/leucocitos/plaquetas)

*Cada 1 ml de sangue gera + 500 de soro.

7 Pipetar o sobrenadante (SORO) e transferir para o microtubo.

8 Preencher a etiqueta retangular a lapis. Enrolar com durex.

Maria da Silva Silveira
12345/6 01/02/06

Preencher a etiqueta redonda a lapis com L e o n° seqiiencial do paciente. Colar na parte superior do
microtubo.

9° Colocar o microtubo direto no freezer a — 80° C
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ANEXO 4

Protocolo de coleta e armazenamento do plasma (grelina)

Preparar os tubos de vidro:
Para 1,0 ml de sangue: colocar: 50 ul de Aprotinina + 15 ul de EDTA 2Na

Para 1,5 ml de sangue: colocar: 75 ul de Aprotinina + 22,5 pl de EDTA 2Na

Escrever GRE e 1,0/1,5 (com a caneta apropriada) em cada tubo e tampa-los com a tampa marrom
para facilitar a identificagdo. Levar ao agitador por alguns segundos. Utilizar somente materiais
esterilizados em autoclave. Fazer varios tubos com antecedéncia para agilizar a coleta.

Identificar o tubo com nome do paciente, n® do prontudrio, data e hora da coleta.

Colocar o sangue coletado e tampar o tubo.

Fazer movimentos de inversdo, gentilmente, por oito vezes (para misturar o sangue com O
anticoagulante).

Colocar no isopor com gelo reciclavel (gel).

Colocar na centrifuga refrigerada (4% C) por 10 min a 1.500 xg ou 3.000 RPM.
*Vai ficar em duas fases:

Em cima: PLASMA

Em baixo: elementos figurados (hemacias/leucécitos/plaquetas)

*Cada 1 ml de sangue gera + 500 de plasma.

*Verificar a quantidade de soro e adicionar o HCI ( 1 mol/L ) 100 ul/ml de sangue.
Ex: 500 pl de soro adicionar 50 ul HCI

600 pl de soro adicionar 60 pul HCI1

700 pl de soro adicionar 70 pl HCI

Pipetar o sobrenadante (PLASMA) e transferir para o microtubo.

Adicionar o HCI conforme a quantidade de plasma que foi pipetada.

Agitar ou colocar no Vortex alguns segundos.

10°

Preencher a etiqueta retangular a lapis. Enrolar com durex.

Maria da Silva Silveira
12345/6 01/02/06

Preencher a etiqueta redonda a lapis com G e o n° seqiiencial do paciente. Colar na parte superior do
microtubo.

11

Colocar o microtubo direto no freezer a — 80°C.
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ANEXO 5
Procedimento do teste grelina total

Fazer o desenho da placa, conforme anexo 12.

Diluir os padroes.

Identificar 5 microtubos: 100 pg/ml — 200 pg/ml — 500 pg/ml — 1.000 pg/ml — 2.000 pg/ml

No 100 adicionar 0,980 ml de tamp&o de ensaio (TE) + 0,020 ml de padrao 5 ng/ml, para obter o padrido
100 pg/ml.

No 200 adicionar 0,960 ml de TE + 0,040 ml de padrao 5 ng/ml, para obter o padrdo 200 pg/ml.

No 500 adicionar 0,900 ml de tampao de ensaio (TE) + 0,100 ml de padrdo 5 ng/ml, para obter o padrdo
500 pg/ml.

No 1000 adicionar 0,800 ml de tampao de ensaio (TE) + 0,200 ml de padrdo 5 ng/ml, para obter o padrdo
1.000 pg/ml.

No 2.000 adicionar 0,600 ml de tampao de ensaio (TE) + 0,400 ml de padrdo 5 ng/ml, para obter o padrdo
2.000 pg/ml.

Identificar 2 microtubos: QC1 — QC2

Reconstitua a Grelina Humana QC1 e a Grelina Humana QC2 com 0,5 ml de agua destilada para cada e
inverta vagarosamente até completa dissolugao.

Colocar nos tubos respectivos.

Colocar os microtubos no agitador por 10 segundos cada um.

Misture o contetdo total da Grelina Humana com o Detector de Anticorpo e o antigeno a uma propor¢ao de
1:1. Inverta gentilmente. Deixar em uma temperatura < 20° C até utilizagdo (ndo congelar).

Diluir os dois frascos de tampao de lavagem (TL) em 900 ml de 4gua destilada.

Lavar a placa trés vezes com 300 pL de TL em cada poco da placa. Remover o TL e bater a placa em papel
absorvente.

Adicionar 20 pL de solucdo matriz (SM) aos brancos, controles de qualidade (QC1 e QC2) e Padrdes (100,
200, 500, 1.000, 2.000, 5.000).

Adicional 30 pL de Tampao de Ensaio (TE) em cada pogo de branco e amostras

Adicionar 10 pL de TE em cada Padrao e Controle de Qualidade.

Adicionar 20 pL dos Padrdes Grelina nos pogos especificos.

Adicionar 20 pL do QC1 e QC2 nos pogos especificos.

Adicionar 20 pL de cada amostra em cada pogo previamente determinado no desenho da placa.

Adicionar 50 pL da solugdo previamente preparada com o anticorpo que esta na geladeira.

Colocar papel selante na placa e levar ao shaker por duas horas a uma velocidade de 400 a 500 rpm.

Retirar o papel selante e retirar toda a solucdo que estd na placa batendo-a em papel papel absorvente.

Lavar a placa trés vezes com 300 pL de TL em cada poco da placa. Remover o TL e bater a placa em papel
absorvente.

Adicionar 100 pL de Solugdo de enzima (SE) em cada pogo. Cobrir a placa e levar ao shaker em temperatura
ambiente e velocidade moderada por 30 minutos.

Retirar o selante, bater aplaca em papel absorvente para remover os residuos.

Lavar a placa seis vezes com 300 pL de TL em cada pogo da placa. Remover o TL e bater a placa em papel
absorvente.

Adicionar 100 pL de Solucao de Substrato (SS) em cada poco, cobrir com o selante e levar ao shaker por
aproximadamente 20-25 minutos. Os padroes devem ficar azuis com intensidade proporcional ao aumento da
concentragdo de grelina.

Remova o selante a adicione 100 pL de solu¢do de Parada (SP) e agite manualmente para misturar. A cor
azul deve aparecer no lugar da amarela apds a acidificagdo. Leia em leitora de ELISA a uma absorbancia de
450 a 590 nm em no maximo cinco minutos. Certifique-se que nao haja bolhas de ar nos pogos.

Para determinar a concentragdo da grelina deve-se plotar a média das absorbancias das amostras no eixo Y e
média da leitura dos padrdes no eixo X do grafico. A curva resposta deve ser ajustada em uma sigméide 4-
ou 5-parametros. Calcular os valores usando qualquer programa de computador que tenha fungéo logistica 4-
ou S-parametros.
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ANEXO 6

Procedimento do teste grelina ativa (acilada)

Fazer o desenho da placa, conforme anexo 12.

Diluir os padroes.

Identificar 6 microtubos: 25 pg/ml — 50 pg/ml — 100 pg/ml — 200 pg/ml — 500 pg/ml — 1.000 pg/ml

No 25 adicionar 0,9875 ml de tampao de ensaio (TE) + 0,0125 ml de padrdo 2 ng/ml, para obter o padrdo
25 pg/ml.

No 50 adicionar 0,975 ml de TE + 0,025 ml de padréo 2 ng/ml, para obter o padrdo 50 pg/ml.

No 100 adicionar 0,950 ml de tampédo de ensaio (TE) + 0,050 ml de padrio 2 ng/ml, para obter o padrao
100 pg/ml.

No 200 adicionar 0,900 ml de TE + 0,100 ml de padrao 2 ng/ml, para obter o padrdo 200 pg/ml.

No 500 adicionar 0,750 ml de tampao de ensaio (TE) + 0,250 ml de padréo 2 ng/ml, para obter o padrdo
500 pg/ml.

No 1.000 adicionar 0,500 ml de TE + 0,500 ml de padrao 2 ng/ml, para obter o padrao 1.000 pg/ml.
Identificar 2 microtubos: QC1 — QC2

Reconstitua a Grelina Humana QC1 e a Grelina Humana QC2 com 0,5 ml de 4gua destilada para cada e
inverta vagarosamente até completa dissolucao.

Colocar nos tubos respectivos.

Colocar os microtubos no agitador por 10 segundos cada um.

Misture o contetido total da Grelina Humana com o Detector de Anticorpo e o antigeno a uma proporg¢do de
1:1. Inverta gentilmente. Deixar em uma temperatura < 20 °C até utilizagdo (ndo congelar).

Diluir os dois frascos de tampao de lavagem (TL) em 900 ml de agua destilada.

Lavar a placa trés vezes com 300 uL de TL em cada pogo da placa. Remover o TL e bater a placa em papel
absorvente.

Adicionar 20 pL de solugdo matriz (SM) aos brancos, controles de qualidade (QC1 e QC2) e Padrdes (100,
200, 500, 1.000, 2.000, 5.000).

Adicional 30 pL de Tampao de Ensaio (TE) em cada pogo de branco e amostras

Adicionar 10 pL de TE em cada Padrao e Controle de Qualidade.

Adicionar 20 pL dos Padrdes Grelina nos pogos especificos.

Adicionar 20 pL do QC1 e QC2 nos pogos especificos.

Adicionar 20 pL de cada amostra em cada pogo previamente determinado no desenho da placa.

Adicionar 50 pL da solugdo previamente preparada com o anticorpo que esta na geladeira.

Colocar papel selante na placa e levar ao shaker por duas horas a uma velocidade de 400 a 500 rpm.

Retirar o papel selante e retirar toda a solucdo que estd na placa batendo-a em papel papel absorvente.
Lavar a placa trés vezes com 300 uL de TL em cada pogo da placa. Remover o TL e bater a placa em papel
absorvente.

Adicionar 100 pL de Solucdo de enzima (SE) em cada pogo. Cobrir a placa e levar ao shaker em
temperatura ambiente e velocidade moderada por 30 minutos.

Retirar o selante, bater aplaca em papel absorvente para remover os residuos.

Lavar a placa seis vezes com 300 uL de TL em cada pogo da placa. Remover o TL e bater a placa em papel
absorvente.

Adicionar 100 pL de Solugdo de Substrato (SS) em cada pogo, cobrir com o selante e levar ao shaker por
aproximadamente 12 - 15 minutos. Os padrdes devem ficar azuis com intensidade proporcional ao aumento
da concentragdo de grelina.

Remova o selante a adicione 100 uL de solucdo de Parada (SP) e agite manualmente para misturar. A cor
azul deve aparecer no lugar da amarela ap6s a acidificacdo. Leia em leitora de ELISA a uma absorbancia de
450 a 590 nm em no maximo cinco minutos. Certifique-se que ndo haja bolhas de ar nos pogos.

Para determinar a concentragdo da grelina deve-se plotar a média das absorbancias das amostras no eixo Y
e média da leitura dos padrdes no eixo X do grafico. A curva resposta deve ser ajustada em uma sigmoide
4- ou S-parametros. Calcular os valores usando qualquer programa de computador que tenha fungao
logistica 4- ou 5-parametros.
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ANEXO 7
Cristina Toscani Leal Dornelles
De: mkojima@Isi.kurume-u.ac.jp
Enviado em: quinta-feira, 4 de junho de 2009 20:17
Para: Cristina Toscani Leal Dornelles

Assunto: Re: ENC: Measurement of ghrelin (M Kojima)

Dear Cristina,

Thank you for your mail on ghrelin and | appreciate that you have an interest for ghrelin
research.

1. Can we use the total ghrelin minus acylated ghrelin to obtain desacyl ghrelin?

Yes, you can calculate des-acy! ghrelin concentration from total ghrelin and acyl ghrelin. In
addition, you can measure directly des-acy! ghrelin by using des-acyl ghrelin specific
ELISA, which you can purchase from commercial companies.

2. What is the clinical relevance of desacyl! ghrelin to children?

| doubt the physiological functions of des-acyl ghrelin, because we can not detect any
direct action of des-acyl ghrelin on the ghrelin receptor. Of course, des-acyl ghrelin plays
as a parallel indicator for acyl ghrelin concentration. Thus, | recommend to measure acyl
ghrelin concentration in your clinical studies.

Sincerely,

Masayasu Kojima, M.D., Ph.D.

Professor of Molecular Genetics, Institute of Life Science, Kurume University,
Hyakunen-kohen 1-1, Kurume, Fukuoka 839-0864

Tel: 81-942-37-6313  Fax: 81-942-31-5212

E-mail: mkojima@lsi.kurume-u.ac.jp

25/06/2009
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ANEXO 8

Protocolo Elisa — leptina (0,5 ng/ml — 100 ng/ml)

— Retirar todos os reagentes do freezer e geladeira e deixar a temperatura ambiente antes do ensaio.

#

11.

12.

13.
14.

15.
16.
17.
18.

19.
20.

© F oo o w s

Diluir o tampao concentrado de lavagem (Wash Buffer) em 900 ml de H,O destilada. Diluir os dois frascos.
Adicionar 300 ml do tampao de lavagem em cada pogo da placa. Incubar por 5 minutos em temperatura
ambiente.

Desprezar o tampdo de lavagem na pia e bater com a placa em papel toalha para retirar os residuos. Bater
diversas vezes. Cuidar para ndo deixar secar a placa.

Adicionar 75 pL do tampao de ensaio (4ssay Buffer) em cada poco.

Adicionar, em duplicata, 25 pL do tampao do ensaio nos brancos. Cada branco terd 100 puL. do tamp3o.
Adicionar, em duplicata, 25 pL dos padrdes de leptina humana em ordem crescente de concentragao.
Adicionar 25 pL de QCI e 25 pL de QC2 nos pogos apropriados em duplicata.

Adicionar 25 pL dos soros (amostras) nos pogos restantes.

FAZER TUDO ISTO EM 1 HORA!!! ##

Cobrir a placa com o selador e incubar a temperatura ambiente por 2 horas no shaker em velocidade
moderada. O protocolo fala em 400 a 500 RPM. Eu acho muito.

Remover o selador e bater a placa para retirar o liquido.

Lavar a placa 3 vezes com o tampao de lavagem, 300 pL por poco.

Adicionar 100 pL de detector de anticorpo (Detection Antibody) em cada pogo. Cobrir a placa e incubar por
30 minutos no shaker em temperatura ambiente.

Remover o selador e bater a placa para retirar o liquido.

Adicionar 100 pL de solugdo enzimatica (Enzyme Solution) em cada pogo. Cobrir a placa e incubar por 30
minutos no shaker em temperatura ambiente.

Remover o selador e bater a placa para retirar o liquido.

Lavar 5 vezes com o tampao de lavagem, 300 pL por poco. Bater a placa.

Adicionar 100pL de solugédo substrato (Substrate Solution) em cada pogo, cobrir a placa e agitar no shaker
por 5 minutos.

Remover o selador e adicionar 100 uL de solucdo preparada (Stop Solution) em cada poco e agitar
manualmente até misturar todo produto.

Ler em 450 mm e 590 mm dentro de 5 minutos.

Para determinar a concentragao da leptina deve-se plotar a média das absorbancias das amostras no eixo Y
e a média da leitura dos padrdes no eixo X. A curva resposta deve ser ajustada em uma sigmoide 5-
pardmetros. Calcular os valores usando qualquer programa de computador que tenha fungdo logistica 5-
parametros.
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10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

17.
18.

ANEXO 9
Protocolo insulina — Elisa

Retirar o kit ELISA Active Insulina do refrigerador e deixar até atingir a temperatura ambiente;

Retirar o soro dos pacientes para descongelar;

Reconstituir os padrdes de insulina com agua deionizada. Adicionar 1 mL ao padrdo A e 0,5 mL aos
padrdes B-F;

Reconstituir os controles de insulina com 0,5 mL de 4gua deionizada;

Preparar a solugdo de lavagem diluindo o concentrado de lavagem em 1500 mL de 4gua deionizada;
Preparar a solugdo de conjugado anticorpo-enzima de acordo com o numero de pogos utilizados. Diluir 1
parte de conjugado para 50 partes de tampao de ensaio;

Para a realizar o Ensaio Regular: utilizar 25 pL dos padrdes A-E, controles e amostras em duplicatas nas
cavidades apropriadas;

Para o Ensaio com Limite Estendido: pipetar 10 pL dos padrdes A e C-F, controles e amostras em
duplicatas nas cavidades apropriadas;

Adicionar 100 pL de solugdo conjugado anticorpo-enzima em cada cavidade;

Incubar a placa em agitador orbital a 200 RPM por 1 hora a temperatura ambiente;

Aspirar e lavar 5x a placa com solug@o de lavagem adicionando 400 uL em cada cavidade;

Ap6s o término das lavagens, inverter a placa e bater em papel absorvente;

Pipetar 100 pL de solugdo de TMB a cada cavidade;

Cobrir a placa e incubar em agitador orbital a velocidade de 200 RPM/10 min em temperatura ambiente;
Adicionar 100 pL de solugdo de parada (acido sulfurico 0,2 M) em cada cavidade;

Ler, dentro de 30 minutos, em leitor de microplacas ajustado para 450 nm com filtro de referéncia de 600
ou 620 nm.

Calcular as médias dos padrdes, controles e amostras;

Plotar o log das médias de leitura de absorbéncia no eixo —y versus o log das concentragdes no eixo —x,
usando um ajuste de curva linear.
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ANEXO 10

Protocolo método cinético — glicose

— Retirar o padrdo e a solug@o reagente da geladeira e deixar a temperatura ambiente antes do ensaio.

S B A A A e

A

10.
11.

Retirar as amostras que serdo dosadas do freezer .

Identificar os tubos de vidro com o numero correspondente ao das amostras.
Identificar em triplicata tubos BR para o branco e P para o padréo.

Adicionar 10uL, em triplicata do padrao nos tubos P.

Adicionar 10puL de cada amostra no tubo correspondente.

Adicionar 1 ml da solugdo reagente em todos os tubos (BR, P, e amostras).
Agitar os tubos de vidro, um a um, no agitador por alguns segundos cada.
Colocar as amostras em banho-maria a 37°C por 15 minutos.

Apos a retirada do banho-maria as amostras devem ser lidas em até 30 minutos.
Adicionar o conteudo dos tubos de ensaio nas cubetas, previamente limpas.
Dosar em espectrofotometro no comprimento de onda de 505 nm as absorbancias do teste e padrdo

acertando o zero com o branco.

12.

Apos a leitura devem-se calcular os resultados.

Glicemia (mg/dl) = (Absorbéancia da amostra — Absorbancia do branco)/Absorbéncia do padrao) x 100
ou

Fator de calibragio = 100/Absorbéncia do padrio

Glicemia = Absorbancia da amostra x Fator
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ANEXO 11
Dados antropométricos por faixa etaria e sexo
Varidveis Sexo Peso Estatura IMC/1 CB/1 DCT/I
(kg) (cm) (kg/m?) (cm) (mm)
Total M®m=59) 184+£6,99 107,0£20,1 157+13 169+190 8,3+1,69
n=111 Fm=52) 199+843 110,1+£228 15714 174+2,17 94+1,73
<24meses Mm=10) 9,8+099 76,6+4,.86 16,6 £1,15 14,9+0,79 9,0+ 1,49
n=20 F(m=10) 95+£1,96 76,6=+38,12 159+096 14,7+£0,96 89=+1,31
25-60 meses M (n=22) 155+196 99,4+7,01 156+0,99 16,3+0,67 8,12+0,84
n=37 Fm=15) 159+249 1004+6,22 159+1,07 169+0,88 9,39+ 1,55
>60meses M (m=27) 24,1+£6,05 124,5+11,5 153+1,31 18,1+2,00 8,16+2,20
n=>54 Fm=27) 2594680 1279+12,7 155+1,63 18,7+1,92 9,54+1,96
M: masculino; F: feminino; IMC: indice de massa corporal; CB: circunferéncia do brago; DCT: dobra cutanea
triciptal.
Dados antropométricos em escore-z por sexo e faixa etaria
Variaveis Sexo E/N-Z IMC/-Z CB/1-Z DCT/I-Z DCS/1-Z
Total M®m=59) 0,03+1,00 -0,14+0,80 -0,16+£0,75 0,07+0,62 -0,08 + 0,60
n=111 Fm=52) 0,11+1,00 -0,10+£0,80 0,32+048 0,10+ 0,66 -0,04 + 0,64
< 24 meses M®m=10) 0,79+0,89 -0,15+0,75 0,25+ 0,68 0,36 £ 0,81 -0,18 £ 0,93
n =20 Fm=10) 0,16+1,38 -0,13+£0,65 0,31+0,57 0,38 £ 0,83 0,49 £+ 0,67
25-60 meses M (n=22) -0,34+0,78 0,13+0,73 0,23 £0,56 0,19 +£0,45 0,00 £ 0,58
n=37 Fm=15) -004+080 030+072 056+044 040+074 -0,14=0,85
> 60 meses M®@m=27) 0,05+1,05 -0,35+0,84 -0,63+0,65 -0,12+0,62 -0,12+0,48
n=>54 F(n=27) 017+1,06 -030+0,84 0,18+043 -0,17+0,40 -0,18+0,33

M: masculino; F: feminino; E/I-Z: escore-z-da estatura para idade; IMC/I-Z: escore-z do indice de massa corporal;
CB/I-Z: escore-z da circunferéncia do brago; DCT/I-Z: escore-z da dobra cuténea triciptal;

DCS/I-Z: escore-z da dobra cutanea subescapular.
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ANEXO 12

Quadro ELISA

= QO = = ° O =W »

DATA:

EXECUTORES:

TESTE ELISA:
COMPRIMENTO DE ONDA:
OBSERVACOES



BANCO DE DADOS

GL Idade Sexo G.racial Ind. Col. Hb Ht Medic. Jejum  Gre. Tot. Gre. Acil. Gre. Desac. Lep.
3 89 F Cauc. Cirur. 12,9 38,2 N/U 480 1364,730 211,569 1153,161 4,785
4 107 M Cauc. Cirur. 11,1 34,2 N/U 210 2268,674 365,393 1903,281 1,109
5 67 M N/Cauc. Rev. 11,7 35,8 N/U 200 1515,971 284,867 1231,104 1,109
6 62 F Cauc. Cirur. 11,2 35,0 N/U 180 918,441 271,624 646,817 3,550
9 95 M Cauc. Rev. 13,8 41,4 N/U 480 901,138 213,848 687,290 2,096
10 91 M Cauc. Rev. 12,2 37,6 N/U 390 593,476 152,842 440,634 1,411
11 97 M Cauc. Rev. 11,6 35,0 S.F. 480 1151,360 159,500 991,860 3,590
13 95 F N/Cauc. Cirur. 11,1 33,6 N/U 480 418,072 167,632 250,440 2,338
15 44 F Cauc. Rev. 11,2 34,4 N/U 305 1449,531 221,926 1227,605 1,451
16 100 M Cauc. Cirur. 13,1 39,9 N/U 180 827,267 179,328 647,939 1,089
17 59 M N/Cauc. Rev. 12,5 N/U 270 445,244 107,498 337,746 1,451
18 71 F Cauc. Cirur. 11,2 34,5 N/U 745 859,924 296,337 563,587 4,183
19 79 F Cauc. Rev. 12,2 37,1 N/U 230 1119,497 335,020 784,477 1,209

20 4 F Cauc. Cirur. 11,1 33,6 N/U 220 584,551 70,849 513,702 1,370
21 43 F Cauc. Rev. 12,0 36,4 N/U 720 1581,886 437,451 1144,435 2,418

22 78 F Cauc. Rev. 12,4 37,9 N/U 720 1022,200 133,350 888,850 1,733
23 40 M N/Cauc. Rev. 11,4 35,7 S.F. 245 1812,077 465,404 1346,673 1,370

24 52 M N/Cauc. Rev. 12,2 38,8 N/U 300 1435,83 110,686 1325,144 1,652

31 87 F Cauc. Rev. 13,2 39,5 N/U 180 1353,63 339,673 1013,957 1,411

32 43 M Cauc. Rev. 11,7 36,9 S.F. 240 544,293 139,753 404,540 1,491

34 34 F N/Cauc. Cirur. 11,4 34,6 N/U 840 2499,365 507,196 1992,169 1,209

37 78 F N/Cauc. Cirur. 12,0 36,4 N/U 815 1645,258 336,016 1309,242 1,129

42 53 F Cauc. Rev. 12,1 37,6 N/U 360 669,04 116,883 552,157 5,211

(49!



GL Idade Sexo G.racial Ind. Col. Hb Ht Medic. Jejum Gre. Tot.  Gre. Acil. Gre. Desac. Lep.

47 40 F N/Cauc. Rev. 11,2 35,3 N/U 200 1386,604 402,973 983,631 2,338
52 109 F Cauc. Rev. 12,6 38,9 N/U 840 546,533 268,909 277,624 4,806
55 111 M N/Cauc. Rev. 12,6 37,6 N/U 615 346,160 119,240 226,920 3,914
57 11 F N/Cauc. Rev. 11,2 34,4 N/U 222 2245,163 620,320 1624,843 1,370
59 36 M Cauc. Cirur. 12,1 36,9 N/U 840 2064,499 227,863 1836,636 2,984
65 60 F N/Cauc. Rev. 11,1 33,9 N/U 600 847,235 286,390 560,845 5,780
66 70 M Cauc. Rev. 11,9 35,5 N/U 605 660,179 183,869 476,310 1,330
75 128 M Cauc. Rev. 12,2 36,7 N/U 840 548,773 215,886 332,887 1,491
76 64 M Cauc. Rev. 13,7 40,8 N/U 190 1550,750 194,914 1355,836 1,370
80 56 M Cauc. Cirur. 12,6 38,1 N/U 840 1038,719 219,924 818,795 1,250
81 96 M Cauc. Cirur. 12,3 36,9 N/U 230 1154,630 313,610 841,020 0,336
82 31 F Cauc. Rev. 12,4 37,0 N/U 840 1540,009 367,311 1172,698 1,317
83 117 F N/Cauc. Rev. 12,6 38,3 N/U 230 948,649 247,799 700,850 3,509
86 128 M N/Cauc. Rev. 12,6 38,1 N/U 770 794,987 280,170 514,817 1,021
87 113 F Cauc. Rev. 12,1 36,2 N/U 180 583,780 183,590 400,190 7,034
90 111 F Cauc. Cirur. 13,7 41,4 N/U 190 629,103 221,926 407,177 2,591
93 35 M Cauc. Rev. 12,9 34,3 S.F. 235 1025,902 190,546 835,356 0,592
94 94 F Cauc. Cirur. 11,3 33,7 N/U 200 427,137 97,517 329,620 2,771
926 91 M Cauc. Rev. 11,0 33,5 N/U 240 1835,000 397,317 1437,683 1,880
98 51 M N/Cauc. Cirur. 12,0 35,9 N/U 840 1279,02 348,876 930,144 1,595
99 119 F Cauc. Rev. 11,2 33,7 N/U 775 1312,258 403,070 909,188 5,087
101 58 M N/Cauc. Cirur. 11,9 36,8 N/U 315 1341,242 277,590 1063,652 1,629
103 50 M N/Cauc. Rev. 12,9 38,9 N/U 340 725,666 167,730 557,936 1,477
104 38 F Cauc. Cirur. 12,4 36,6 N/U 350 1928,663 562,740 1365,923 2,673
105 71 F Cauc. Rev. 12,5 37,7 N/U 215 1582,739 475,220 1107,519 3,403
110 24 F Cauc. Rev. 12,0 36,8 N/U 840 2085,263 481,024 1604,239 1,106
111 52 M Cauc. Cirur. 11,5 33,6 N/U 190 1932,52 657,289 1275,231 1,511

€Sl



GL Idade Sexo G.racial Ind. Col. Hb Ht Medic. Jejum Gre. Tot.  Gre. Acil. Gre. Desac. Lep.

113 48 M Cauc. Rev. 11,4 34,0 N/U 225 922,726 211,789 710,937 0,748
116 17 F Cauc. Rev. 11,0 33,5 N/U 270 642,433 314,135 328,298 2,100
119 85 M N/Cauc. Cirur. 12,1 36,8 N/U 310 623,702 224,050 399,652 0,676
122 53 M Cauc. Cirur. 12,3 36,8 N/U 185 476,858 152,842 324,016 1,494
127 114 M Cauc. Cirur. 12,6 37,5 N/U 180 377,189 90,005 287,184 4,824
129 18 M Cauc. Cirur. 12,4 37.4 N/U 185 3478,894 722,247 2756,647 1,376
130 76 F Cauc. Rev. 12,5 38,6 S.F. 285 1349,507 449,844 899,663 0,707
131 114 F Cauc. Rev. 12,3 37,7 N/U 840 1402,316 264,553 1137,763 8,667
134 65 M Cauc. Cirur. 13,7 41,4 N/U 245 1266,524 420,998 845,526 0,525
135 13 M Cauc. Rev. 11,1 35,3 N/U 220 637,991 107,900 530,091 2,03
136 85 M N/Cauc. Cirur. 12,6 37,9 N/U 190 1027,396 105,978 921,418 <0,125
137 25 M N/Cauc. Cirur. 12,1 37,7 N/U 200 1407,365 298,640 1108,725 0,37
138 89 M Cauc. Cirur. 11,9 35,5 N/U 790 1505,104 514,379 990,725 1,241
139 112 F N/Cauc. Rev. 12,0 38,1 N/U 265 1122,196 142,340 979,856 2,41
144 67 M N/Cauc. Cirur. 13,0 38,5 N/U 198 1894,930 492,723 1402,207 1,241
145 59 F N/Cauc. Rev. 12,8 37,4 N/U 190 1240,760 154,904 1085,856 0,645
146 6 F N/Cauc. Cirur. 13,4 41,7 N/U 190 1295,654 293,199 1002,455 1,578
147 18 F N/Cauc. Cirur. 12,1 36,8 N/U 225 1123,73 254,303 869,427 0,902
151 66 F N/Cauc. Cirur. 11,7 37,9 N/U 210 1596,837 372,009 1224,828 1,309
153 68 M Cauc. Cirur. 11,9 37,0 N/U 180 1317,230 281,845 1035,385 2,295
159 80 F N/Cauc. Rev. 13,2 40,8 N/U 840 1272,236 184,923 1087,313 1,174
163 8 M Cauc. Rev. 12,3 38,2 N/U 240 3328,889 792,043 2536,846 0,629
165 58 F Cauc. Rev. 12,4 38,3 N/U 220 2222,544 570,880 1651,664 0,97
166 78 F Cauc. Cirur. 12,2 38,5 N/U 200 1624,809 303,022 1321,787 1,004
167 31 M Cauc. Rev. 12,9 36,9 N/U 240 2871,631 992,743 1878,888 1,528
171 25 M Cauc. Rev. 11,2 33,9 N/U 800 3098,470 1053,250 2045,220 2,34
172 83 M Cauc. Cirur. 13,8 41,5 N/U 205 1496,579 583,410 913,169 3,209

123!



GL Idade Sexo G.racial Ind. Col. Hb Ht Medic. Jejum Gre. Tot.  Gre. Acil. Gre. Desac. Lep.

175 36 M N/Cauc. Cirur. 11,9 34,8 N/U 310 1427,474 327,860 1099,614 1,38
176 42 M Cauc. Rev. 12,0 35,2 N/U 195 1995,210 514,379 1480,831 1,74
182 7 M Cauc. Rev. 11,3 31,9 S.F. 190 1962,107 288,205 1673,902 0,31
183 12 M Cauc. Cirur. 12,2 35,3 S.F. 210 1587,447 422,264 1165,183 3,18
184 6 M Cauc. Rev. 11,1 32,9 SF+PV 180 1899,164 274,790 1624,374 2,46
188 50 F Cauc. Cirur. 12,7 37,7 N/U 200 1150,874 167,700 983,174 9,13
189 16 M Cauc. Rev. 11,9 35,9 N/U 200 2786,960 773,080 2013,880 2,39
191 66 M Cauc. Cirur. 12,3 36,4 N/U 200 1580,430 440,670 1139,760 0,91
194 5 M Cauc. Rev. 11,5 34,2 SFEF+PV 200 1540,009 273,880 1266,129 4,12
196 28 F Cauc. Cirur. 11,5 33,5 N/U 815 3046,742 1098,060 1948,682 1,08
198 20 F Cauc. Rev. 12,2 35,9 N/U 290 1623,010 267,510 1355,500 0,76
200 11 F Cauc. Rev. 11,8 36,4 N/U 420 2140,401 747,680 1392,721 0,88
205 126 F Cauc. Cirur. 12,9 38,2 N/U 180 1134,920 307,670 827,250 2,24
206 18 F Cauc. Cirur. 11,5 36,0 N/U 240 1550,750 220,530 1330,220 2,36
207 45 F Cauc. Rev. 12,7 36,5 N/U 760 1183,790 391,810 791,980 3,07
209 43 M Cauc. Cirur. 12,5 37,7 S.F. 185 2822,670 840,310 1982,360 0,740
210 43 M Cauc. Cirur. 12,4 37,4 S.F. 190 2714,940 697,530 2017,410 2,910
215 100 M Cauc. Rev. 12,5 36,2 N/U 690 975,500 224,050 751,450 4,390
216 77 M Cauc. Cirur. 13,6 40,4 N/U 225 1373,510 283,290 1090,220 2,650
217 14 M N/Cauc. Rev. 11,1 35,4 S.F. 185 1938,240 356,550 1581,690 1,030
218 13 M Cauc. Rev. 11,5 32,9 N/U 200 2006,680 280,170 1726,510 2,270
222 105 F N/Cauc. Cirur. 12,3 37,2 N/U 205 1769,630 529,430 1240,200 5,130
223 124 F Cauc. Rev. 13,5 39,6 N/U 180 1202,970 273,880 929,090 0,660
226 39 F N/Cauc. Cirur. 11,6 34,6 N/U 780 2160,190 522,510 1637,680 2,200
227 34 M Cauc. Rev. 12,1 36,3 N/U 825 2119,530 603,080 1516,450 1,500
228 128 M Cauc. Rev. 11,4 34,5 N/U 180 1892,660 465,490 1427,170 0,460

SSl



GL Idade Sexo G.racial Ind. Col. Hb Ht Medic. Jejum Gre. Tot.  Gre. Acil. Gre. Desac. Lep.

231 60 M Cauc. Rev. 12,2 36,0 N/U 825 1971,440 333,990 1637,450 0,910
233 39 F Cauc. Rev. 13,7 39,2 N/U 700 1739,360 391,810 1347,550 3,320
234 105 F N/Cauc. Rev. 12,1 35,6 N/U 210 964,510 173,610 790,900 2,880
235 122 F N/Cauc. Rev. 12,4 35,6 N/U 215 896,710 252,890 643,820 5,730
237 70 M Cauc. Rev. 12,5 35,9 N/U 230 990,020 175,760 814,260 2,530
238 16 F Cauc. Rev. 11,4 33,8 N/U 185 3042,770 755,570 2287,200 2,290
239 78 M Cauc. Cirur. 14,1 39,3 N/U 720 2204,900 534,020 1670,880 0,590
240 108 F Cauc. Rev. 12,7 36,1 N/U 240 1564,280 331,120 1233,160 3,180

F: feminino; M: masculino; Cauc: caucasoide; N/Cauc: nao caucasoide; Ind.Ex: indicag@o para exames clinicos;
Rev: revisao de saude; Cirur: pequenos procedimentos cirtrgicos; Med: uso de medicagdo profilatica;
N/U: ndo utiliza; S.F.: sulfato ferroso; S.F.+P.V.: sulfato ferroso e polivitaminico; Gre tot: grelina total

Gre Acil: grelina acilada; Gre Desac: grelina desacilada; Lep: leptina.
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Peso

GL Glic. Insu. (kg) CouE (cm) E/N1-Z CB CB-Z DCT DCT-Z DCS DCS-Z IMC IMC-Z
3 94 17,56 25,90 122,0 -0,22 19,0 0,56 8,40 -0,31 7,00 0,17 17,5 0,98
4 98 26,76 26,55 134,5 0,37 17,0 -1,52 4,30 -1,78 4,70 -0,39 14,7 -0,95
5 88 13,50 16,00 107,5 -1,18 15,0 -1,36 5,60 -0,98 4,80 -0,26 13,9 -1,20
6 83 12,13 18,00 110,0 0,00 18,0 1,00 10,50 0,49 6,40 0,09 14,9 -0,25
9 93 14,03 20,80 119,0 -1,42 16,5 -1,47 8,30 0,02 5,20 -0,15 14,7 -0,75
10 129 38,57 20,70 120,0 -0,94 17,0 -1,11 7,30 -0,18 4,80 -0,30 14,4 -0,95
11 87 13,39 27,50 131,0 0,55 19,0 -0,48 8,00 -0,06 5,50 -0,03 16,0 0,17
13 100 12,90 23,35 126,0 -0,04 17,5 -0,15 7,60 -0,59 6,30 -0,05 14,7 -0,58
15 91 20,13 18,05 103,0 0,54 18,0 1,28 11,30 1,18 7,30 0,80 17,0 1,16
16 83 12,90 26,15 132,0 0,51 17,5 -1,20 7,00 -0,44 5,10 -0,20 15,0 -0,58
17 96 14,51 15,90 105,0 -1,05 16,0 -0,37 8,50 0,44 5,10 -0,27 14,4 -0,61
18 92 26,90 17,80 112,5 -0,47 16,5 -0,11 8,30 -0,25 5,20 -0,28 14,1 -0,84
19 96 14,14 20,80 120,0 0,23 17,0 0,01 9,40 0,04 6,70 0,16 14,4 -0,59

20 72 20,25 5,61 60,0 -0,94 12,5 -0,80 7,90 -1,05 6,60 -0,74 15,6 -0,73

21 105 20,25 17,00 103,0 0,65 16,5 0,32 9,50 0,49 5,80 -0,21 16,0 0,52

22 77 19,75 18,10 112,5 -1,04 17,0 0,01 8,20 -0,31 5,50 -0,18 14,3 -0,69

23 106 5,00 14,50 98,5 -0,09 16,0 0,08 8,10 0,17 5,80 0,12 14,9 -0,44

24 133 5,00 19,65 110,5 1,13 17,5 0,86 9,40 0,81 6,10 0,54 16,1 0,62

31 82 5,00 26,30 128,0 0,98 17,5 -0,02 9,00 -0,16 6,10 -0,06 16,1 0,33

32 85 10,64 15,00 98,0 -0,73 16,5 0,37 8,00 0,12 6,50 0,73 15,6 0,17

34 124 17,23 11,50 90,0 -1,07 16,0 0,33 9,70 0,75 5,10 -0,91 14,2 -1,00

37 86 10,64 18,80 120,0 0,36 16,5 -0,21 6,30 -0,95 4,50 -0,51 13,1 -1,68

42 84 12,90 18,60 109,0 0,68 17,0 0,31 10,30 0,67 7,80 0,99 17,7 0,27

47 87 15,47 13,90 97,5 -0,13 17,0 0,80 7,20 -0,66 4,80 -1,22 14,6 -0,55

LST



Peso

GL Glic. Insu. (kg) CouE (cm) E/N1-Z CB CB-Z DCT DCT-Z DCS DCS-Z IMC IMC-Z
52 79 17,23 32,75 139,5 1,04 20,0 0,43 10,00 -0,09 7,10 0,08 16,8 0,34
55 95 20,61 37,30 149,5 2,52 23,0 0,42 13,40 0,63 8,40 0,69 16,7 0,24
57 72 14,14 10,67 81,5 2,91 15,0 0,65 6,80 -0,81 6,50 -0,01 16,5 -0,21
59 97 23,03 16,00 97,0 0,19 17,0 0,95 10,00 1,11 6,80 0,86 17,0 1,08
65 107 13,87 20,50 108,5 -0,32 19,0 1,58 12,00 1,68 8,10 1,75 17,4 1,50
66 138 5,00 20,10 113,0 -0,33 18,0 -0,09 9,50 0,54 6,30 0,44 15,7 0,37
75 94 15,97 30,65 135,0 -0,97 21,0 -0,51 10,00 -0,01 7,80 0,33 16,8 0,02
76 90 28,03 17,45 110,0 -0,40 17,0 -0,3 8,00 0,09 5,80 0,25 14,4 -0,68
80 85 17,56 15,80 104,5 -0,78 15,5 -0,67 8,10 0,24 4,80 -0,90 14,5 -0,60
81 103 19,32 21,65 122,5 -0,87 17,0 -1,26 6,50 -0,53 4,00 -0,76 14,4 -0,98
82 70 5,00 14,50 95,5 1,01 16,0 0,45 9,60 0,77 5,90 -0,15 15,9 0,31
83 81 5,00 30,85 140,5 0,52 19,5 -0,11 11,20 -0,01 6,20 -0,41 15,6 -0,46
86 87 14,19 40,40 147,0 0,80 23,0 0,12 10,50 0,08 8,10 0,39 18,7 0,89
87 77 14,99 30,70 128,5 -1,10 22,0 0,87 13,10 0,41 8,30 0,16 18,5 0,98
920 108 14,51 30,25 136,0 0,26 20,0 0,25 10,50 -0,06 7,30 -0,03 16,4 0,05
93 83 11,40 13,00 92,5 -0,88 15,5 -0,19 7,50 -0,19 5,10 -0,67 15,1 -0,42
94 103 15,31 22,00 122,0 -0,66 18,0 0,04 11,00 0,25 5,80 -0,19 14,8 -0,52
96 108 5,00 21,70 124,5 -0,10 16,8 -1,19 6,20 -0,56 4,40 -0,51 14,0 -1,27
98 81 18,73 15,40 102,5 -0,70 17,0 0,52 9,00 0,64 5,90 0,38 14,7 -0,50
99 80 12,90 35,00 138,5 0,05 22,5 0,82 14,30 0,51 8,60 0,14 18,2 0,73
101 83 26,64 17,40 110,5 0,38 15,5 -0,70 6,90 -0,39 4,90 -0,52 14,3 -0,77
103 101 24,96 15,50 102,0 -0,24 15,0 -0,88 7,90 0,09 4,70 -0,96 14,9 -0,36
104 90 13,39 16,40 101,0 1,03 17,0 0,87 9,80 0,71 6,40 0,25 16,1 0,53
105 96 23,51 23,15 119,0 0,84 18,0 0,61 10,00 0,25 5,80 -0,08 16,3 0,65
110 81 5,00 11,00 83,0 -1,02 14,5 -0,31 9,50 0,92 7,30 0,87 16,0 0,41

8S1



Peso

GL Glic. Insu. (kg) CouE (cm) E/N-Z CB CB-Z DCT DCT-Z DCS DCS-Z IMC IMC-Z
111 72 9,84 16,20 101,0 -0,92 17,0 0,55 8,40 0,36 5,10 -0,41 15,9 0,45
113 82 5,00 16,60 104,0 0,28 17,0 0,64 8,50 0,39 5,20 -0,37 15,3 0,00
116 80 10,86 9,66 82,0 0,89 15,0 0,48 9,50 0,98 7,00 0,57 14,4 -1,15
119 102 5,00 20,00 117,5 -0,73 16,0 -1,4 5,80 -0,69 4,50 -0,42 14,5 -0,61
122 72 23,11 16,80 102,0 -0,95 16,0 -0,22 8,90 0,60 6,10 0,55 16,1 0,66
127 97 42,11 34,45 140,0 0,75 21,0 -0,24 13,00 0,57 7,00 0,37 17,6 0,71
129 87 13,52 10,97 80,0 -0,91 16,0 0,96 9,40 0,99 7,30 0,96 17,1 0,77
130 103 9,39 17,60 109,0 -1,40 16,5 -0,21 8,70 -0,16 6,20 -0,27 14,8 -0,31
131 73 13,77 39,65 146,0 1,69 22,0 0,87 14,20 0,59 11,10 0,69 18,6 0,98
134 89 20,25 17,40 104,5 -1,66 16,5 -0,57 8,10 0,13 4,00 -0,80 16,0 0,56
135 85 23,36 11,25 80,0 1,28 15,5 0,71 9,50 0,87 7,60 0,95 17,6 0,64
136 88 5,00 19,25 116,5 -1,07 16,5 -1,18 6,00 -0,60 4,50 -0,42 14,2 -1,03
137 84 17,60 11,00 84,5 -1,25 16,0 0,67 8,20 0,31 6,70 0,66 15,7 -0,27
138 74 5,00 23,70 127,0 0,53 18,0 -0,70 8,30 0,10 4,30 -0,56 14,7 -0,66
139 104 13,01 35,70 146,0 1,83 21,0 0,57 10,30 -0,10 7,80 0,08 16,7 0,24
144 92 5,00 20,00 122,0 1,77 16,5 -0,57 6,00 -0,76 3,80 -0,96 13,4 -1,58
145 90 10,49 17,60 108,0 -0,22 17,0 0,12 10,40 0,63 5,60 -0,37 15,1 -0,12
146 89 12,78 7,60 66,0 0,20 14,0 0,21 11,00 0,95 8,50 0,89 17,4 0,35
147 96 15,66 11,50 83,0 1,67 15,5 0,81 9,50 1,00 7,50 0,95 15,5 -0,11
151 94 10,49 17,20 115,5 0,70 16,0 -0,26 7,80 -0,39 4,50 -0,55 12,9 -1,84
153 78 13,01 23,00 117,5 0,85 18,0 0,21 11,00 0,89 6,40 0,49 16,7 0,98
159 77 19,79 20,00 120,5 0,33 16,5 -0,21 8,00 -0,37 5,10 -0,31 13,8 -1,09
163 81 32,40 9,33 73,0 0,87 15,6 0,98 10,50 1,00 5,30 -1,54 17,5 0,18
165 78 23,53 14,35 100,0 -1,79 17,0 0,16 8,50 -0,13 5,00 -0,93 14,4 -0,65
166 82 34,86 16,20 110,5 -1,44 17,0 -0,01 8,50 -0,22 4,50 -0,51 13,3 -1,50
167 88 12,21 15,00 94,5 0,73 16,5 0,75 8,70 0,52 6,00 0,17 16,4 0,55

661



Peso

GL Glic. Insu. (kg) CouE (cm) E/N-Z CB CB-Z DCT DCT-Z DCS DCS-Z IMC IMC-Z
171 75 27,63 10,90 83,5 -1,48 15,5 0,23 8,00 0,18 6,60 0,59 15,6 -0,28
172 82 26,73 24,85 125,0 0,65 18,5 -0,31 9,00 0,34 5,00 -0,17 15,9 0,30
175 76 29,81 14,55 97,5 0,39 16,0 0,21 7,50 -0,19 5,10 -0,67 15,3 -0,24
176 71 23,86 17,00 102,0 0,48 17,0 0,77 8,20 0,22 5,80 0,14 16,3 0,70
182 87 23,70 8,80 74,0 1,66 14,0 -0,41 7,30 -0,98 5,90 -0,93 16,1 -0,90
183 85 18,02 8,95 74,5 -0,57 15,0 0,31 8,40 0,19 6,20 -0,23 16,1 -0,51
184 91 29,81 9,00 69,0 0,68 15,5 1,14 11,50 1,22 8,40 0,89 18,9 1,04
188 74 21,09 17,80 103,5 -0,14 17,5 0,74 10,20 0,68 6,00 -0,05 16,6 0,90
189 84 45,10 10,70 83,0 0,94 15,0 0,19 8,00 0,15 5,60 -0,57 15,5 -0,62
191 72 19,79 19,45 114 0,23 17,0 -0,30 8,30 0,19 5,00 -0,15 15,0 -0,23
194 92 38,02 8,44 71,0 1,91 14,0 -0,16 9,50 0,14 7,50 0,22 16,7 -0,42
196 82 29,67 12,40 91,5 0,36 15,5 0,22 7,70 -0,18 5,50 -0,54 15,0 -0,41
198 82 25,01 9,45 79,0 -1,29 15,0 0,32 8,80 0,62 7,20 0,78 15,1 -0,33
200 74 17,40 8,20 72,0 -0,52 14,2 0,01 9,00 0,54 7,20 0,50 15,8 -0,43
205 84 42,55 32,25 140,0 -0,31 21,0 0,17 9,90 -0,35 5,80 -0,62 16,5 -0,24
206 85 32,93 12,00 83,0 0,67 16,0 1,20 9,80 1,14 8,40 1,47 17,4 1,17
207 104 29,52 17,20 106,0 0,20 16,5 0,27 7,50 -0,53 5,00 -0,97 16,5 0,86
209 75 26,27 16,00 95,00 -1,41 16,7 0,53 6,40 -0,89 6,10 0,41 17,7 1,69
210 75 21,37 16,35 96,00 -1,16 17,0 0,75 8,30 0,28 6,20 0,49 17,7 1,70
215 85 9,42 24,70 128,00 -0,23 17,9 -1,05 6,30 -0,69 4,90 -0,29 15,1 -0,54
216 72 5,00 23,00 119,00 0,04 18,8 0,05 9,20 0,44 5,50 0,11 16,2 0,60
217 76 13,16 10,18 82,00 1,24 14,0 -0,66 6,50 -0,98 5,00 -1,35 15,1 -1,08
218 106 13,50 9,89 79,00 0,82 14,0 -0,61 9,70 0,98 6,20 -0,16 15,8 -0,64
222 83 5,00 31,40 138,10 1,16 20,5 0,59 8,90 -0,35 6,40 -0,16 16,5 0,25
223 103 39,16 33,70 150,00 1,43 18,5 -0,65 9,50 -0,56 5,00 -0,85 14,9 -1,01
226 86 17,66 14,20 94,10 -0,79 17,0 0,85 10,50 0,99 6,60 0,39 16,0 0,50

091



Peso

GL Glic. Insu. (kg) CouE (cm) E/N-Z CB CB-Z DCT DCT-Z DCS DCS-Z IMC IMC-Z
227 97 10,64 15,35 98,00 0,81 16,5 0,64 7,20 -0,38 5,20 -0,58 16,0 0,27
228 106 9,84 28,00 141,00 -0,05 18,5 -1,33 6,50 -0,92 4,80 -0,61 14,1 -1,87
231 79 5,00 17,00 108,50 -0,33 16,0 -0,38 6,90 -0,37 5,10 -0,27 14,4 -0,58
233 88 17,66 14,75 94,90 -0,67 16,0 0,12 6,70 -0,99 5,00 -0,99 16,4 0,74
234 76 26,09 25,00 123,30 -1,33 20,0 0,43 7,20 -0,79 6,00 -0,27 16,4 0,22
235 75 14,14 27,30 131,20 -1,28 19,0 -0,28 7,90 -0,73 5,90 -0,48 15,8 -0,48
237 87 33,26 26,50 126,00 2,18 20,3 0,99 9,90 0,63 8,20 0,99 16,7 0,97
238 110 18,20 8,90 76,00 -0,96 15,0 0,52 7,00 -0,51 5,90 -0,36 15,4 -0,36
239 82 12,13 18,60 117,00 -0,42 17,5 -0,54 8,40 0,24 4,70 -0,26 13,6 -1,51
240 81 14,14 29,90 147,00 2,39 18,5 -0,09 9,00 -0,32 4,80 -0,62 13,4 -1,80

Ins.: insulina; Glic.: glicose; C ou E: comprimento ou estatura; E/I-Z: escore-z da estatura para a idade;

CB: circunferéncia do brago; CB-Z: escore-z da CB; DCT: dobra cutanea triciptal: DCT-Z escore-z da DCT;

DCS: dobra cutanea subescapular; DCS-Z: escore-z da DCS; IMC: indice de massa corporal,

IMC-Z: escore-z do IMC.
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