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RESUMO

Introdugao: Apesar dos achados animadores em estudos animais da osteocalcina
nao-carboxilada (ucOC) em melhorar o metabolismo de glicose, estudos em
humanos, especialmente na faixa etaria pediatrica ainda sao limitados e

controversos.

Objetivo: O objetivo do nosso estudo foi investigar os niveis de osteocalcina nao-
carboxilada em adolescentes com obesidade, controles eutroficos magros e diabetes
mellitus tipo 1 (DM1). Além de correlacionar os niveis de ucOC com parédmetros de

adiposidade, adiponectina e metabolismo de glicose.

Sujeitos: Foram incluidos nesse estudo transversal, uma populacdo de 109

adolescentes, com idades entre 11 e 18 anos e puberdade completa.

Métodos: Um estudo de clamp hiperglicémico em uma subamostra da populagéo foi
realizado. Parametros metabdlicos como, indice de massa corporal (IMC), massa
gorda, area de gordura visceral, glicemia de jejum, insulina de jejum, hemoglobina
glicada (HbA1c), HOMA-IR, HOMA-B, adiponectina e osteocalcina ndo-carboxilada

foram avaliados.

Resultados: Nao houve diferengcas nos niveis de ucOC entre os grupos. Nao
encontramos correlagdo entre os niveis de ucOC e IMC, massa gorda, area de
gordura visceral, insulina de jejum, glicemia de jejum, HbA1c, adiponectina, HOMA-
IR e HOMA-B. Também nao houve correlagao entre niveis de ucOC e parametros de

sensibilidade a insulina e fungao de célula beta avaliados pelo clamp hiperglicémico.

Conclusao: N&o conseguimos encontrar diferencas nos niveis de ucOC entre

adolescentes com obesidade, DM1 e controles magros. Mesmo usando um método



direto para avaliar a fungao da célula beta, nés também nao encontramos nenhuma
correlagao entre ucOC e parametros metabdlicos. Ainda é incerto o papel da ucOC
no metabolismo energético de criangas e adolescentes, particularmente no estado

euglicémico.

Palavras chaves: osteocalcina, diabetes mellitus tipo 1, metabolismo energético,

obesidade, pediatria



ABSTRACT

Background: Despite encouraging findings in animal studies of undercarboxylated
osteocalcin (ucOC) in improving glucose metabolism, studies in human, especially in

the pediatric range are scarce and controversial.

Objective: The aim of our study was to investigate levels of undercarboxylated
osteocalcin in adolescents with obesity, lean control and type 1 diabetes (T1D) and
also correlations between ucOC levels and adiposity measures, adiponectin and

parameters of glucose metabolism.

Subjects: A population of 109 adolescents, aged 11-18 years with complete puberty

was enrolled in this cross-sectional study.

Methods: A hyperglycemic clamp in a subsample population was performed and
metabolic parameters, such as, body mass index (BMI), body fat mass, visceral fat
area, fasting glycemia, fasting insulin, glycated hemoglobin (HbA1c), HOMA-IR and

HOMA-B, adiponectin and undercarboxylated osteocalcin were measured.

Results: There were no differences on ucOC levels between the groups. There were
no correlation between ucOC and BMI, fat mass, visceral fat area, fasting insulin,
HbA1c, adiponectin, HOMA-IR and HOMA-B. There was also no correlation between

ucOC and clamp parameters of insulin sensitivity and beta cell function.

Conclusions: We were unable to find difference in ucOC levels in adolescents with
obesity, T1D and lean control. Using a direct method to evaluate beta cell function,
we also did not find any correlation of ucOC and metabolic parameters. It is uncertain
the role of ucOC in children and adolescent energy metabolism, particularly under

euglycemic state.



Key words: osteocalcin, type 1 diabetes, energy metabolism, obesity, pediatric.
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1. INTRODUCAO

1.1 O osso como 6rgao endécrino

Nos ultimos anos, estudos demostraram uma nova via onde o esqueleto
atuaria como 06rgdo enddcrino, através da osteocalcina n&o carboxilada

(ucOC), regulando o metabolismo energético (1,2).

A osteocalcina é uma proteina derivada dos osteoblastos, constituida de
49 aminoacidos, traduzida a partir de um gene localizado no cromossomo 1. A
osteocalcina € sintetizada como um pré-pro-peptideo. Durante sua transicéo
através do reticulo endoplasmatico, a pro-osteocalcina é processada em
osteocalcina madura através de um mecanismo ainda desconhecido. Uma
modificagao pos-traducional leva a carboxilagdo da osteocalcina pela enzima y-
glutamil carboxilase, em um processo dependente de vitamina K, em trés
residuos de &acido y-carboxiglutamico (Gla), nas posi¢coes 13,17 e 20 da
sequéncia proteica. Essa modificagdo confere a proteina a capacidade de ligar
fortemente os ions calcio a hidroxiapatita na matriz 6ssea extracelular, atuando
portanto, na efetiva mineralizagédo do tecido 6sseo. O pH acido gerado durante
a reabsorcao Ossea € suficiente para descarboxilar a osteocalcina, o que
diminui sua afinidade pela matriz extracelular 6ssea e promove sua liberagéo
na corrente sanguinea e esta porgao descarboxilada (ucOC) seria a forma que
atuaria como um hormdnio estimulando células beta pancreaticas e de tecido

adiposo (3,4).

A osteocalcina carboxilada (cOC) compreende a forma totalmente

carboxilada com os 3 residuos de glutamato carboxilados. A ucOC compreende
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todas as formas de osteocalcina com carboxilagdo menor que trés residuos,

desde zero a dois residuos carboxilados (5).

Com o objetivo de testar a hipétese da fungdo endocrina do esqueleto,
Lee et al comegaram a procurar por genes expressos nos osteoblastos que
poderiam afetar o metabolismo energético. Observaram que ratos
geneticamente modificados com falta da proteina tirosina fosfatase (OST-PTP),
apresentavam hipoglicemia e eram protegidos do desenvolvimento de
obesidade e diabetes mellitus tipo 2 (DM2) devido um aumento da proliferagao
das células beta, e consequente melhor secrecao e sensibilidade a insulina,
demonstrando assim, um ganho de fungéo da osteocalcina nestes animais (6).
Em contraste, ratos com deficiéncia de osteocalcina apresentavam diminui¢cao
da proliferacdo de células beta, com o desenvolvimento de obesidade,
intolerancia a glicose e resisténcia insulinica. Em co-culturas de osteoblastos
com células beta pancreaticas de ratos, a osteocalcina in vitro estimulava a
expressao de genes envolvidos na produgéo de insulina e a adiponectina, uma
adipocina que regula a sensibilidade a insulina nos adipécitos, levando a uma
melhora na toleréncia a glicose in vivo, evidenciando que o efeito da
osteocalcina, pelo menos em parte, estaria vinculado ao aumento da secrecao

de adiponectina pelos adipdcitos (6).

ApoOs esta descoberta, varios estudos testaram a relevancia terapéutica
da ucOC em ratos. Em 2008, Ferron et al trataram ratos com ucOC em
diferentes doses através de uma bomba de infusdo continua e demonstraram
diminuicdo da glicemia e concomitante aumento da proliferacdo das células
beta, levando a um aumento da secrecéo de insulina e tolerancia a glicose (7).

Houve ainda aumento da expressdo do gene da adiponectina e de genes
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associados a gasto energético, com consequente diminuigcdo da massa gorda e
diminuigdo do ganho de peso, concluindo que o tratamento com ucOC em ratos

protegia contra o desenvolvimento de obesidade e diabetes mellitus tipo 2 (7).

Estudos testando a administragdo de ucOC através de injegbes
intermitentes diarias, demonstraram aumento na massa de células beta e na
secregdo insulinica, melhorando significativamente a tolerancia a glicose e a
sensibilidade a insulina em ratos tanto alimentados com uma dieta normal,
quanto com uma dieta rica em gordura (8—10). Ocorreu também menor ganho
de peso e menor ganho de gordura comparado com ratos que receberam

placebo (9,10).

Dois estudos sobre o tratamento com ucOC através de administragcao
oral também se provou efetiva em modelos animais, diminuindo a glicemia,
aumentando células beta e produgdo de insulina, levando a uma melhor

tolerancia a glicose (11,12).

Assim, a ucOC poderia ser um tratamento promissor para obesidade e
diabetes, no entanto, até o0 momento ndo temos conhecimento de estudos em
humanos em relagdo ao tratamento de osteocalcina ndo carboxilada. No unico
estudo in vitro com cultura de ilhotas pancreaticas humanas, a osteocalcina
nao carboxilada estimulou a proliferacdo das células beta e de sua funcgao,

aumentando a secrecao de insulina e peptideo C (13).

1.2 Osteocalcina nao carboxilada e metabolismo energético em humanos

Apesar da desregulagdo metabdlica no diabetes mellitus tipo 1 (DM1), os
niveis de ucOC nao aparentam ser diferentes de individuos controles

saudaveis (14-16) (Tabela 1). Thraikill et al estudaram 115 pacientes com
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DM1, com idades entre 14 e 40 anos e encontraram que os niveis de cOC e
ucOC nao eram diferentes da populagéo controle (14). Da mesma forma,
Neumann et al avaliaram 128 pacientes adultos com DM1, de 20 a 70 anos de
idade e também nao mostraram diferencas dos niveis de ucOC em relagcéo aos
controles saudaveis. Nestes pacientes com DM1, a ucOC foi inversamente
correlacionada com a hemoglobina glicada (HbA1c), mostrando estar
associada com um bom controle glicémico (15). Redondo et al também
demostraram que a ucOC era inversamente correlacionada com a HbA1c em
criangas recentemente diagnosticadas com DM1 e DM2 (17). Em contrapartida,
estudando 108 adultos com DM1, Yeap et al ndo encontraram associagao da
osteocalcina total e ucOC com nenhum marcador de homeostase da glicose,

incluindo a HbA1c (16).

Tabela 1. Estudos relacionados a ucOC em pacientes com DM1

Autores Ano n Idade Resultado

Thraikill et al 2012 115 14-40 anos Sem diferenga
com controles

saudaveis

Neumann et al 2016 128 20-70 anos Sem diferenga
com controles

saudaveis

Estudos em adultos confirmaram o importante papel da ucOC no
metabolismo de glicose (Tabela 2). Niveis aumentados de ucOC foram
associado com melhora da tolerancia a glicose e aumento da fung&o da célula
beta (18-20) e inversamente associados com os niveis de glicose, resisténcia

insulinica (21) e risco aumentado de diabetes (22). Em um estudo longitudinal,
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niveis aumentados de ucOC em homens adultos foram associados com

melhora na agéo da insulina (23). Em adultos com pré-diabetes (24) e DM2

(25-27), a ucOC estava diminuida e também inversamente correlacionada com

massa de gordura, glicemia, HbA1c (25,27,28) e niveis de insulina (24,25).

Tabela 2. Estudos relacionados a ucOC em adultos

Autores Ano Método Resultado
Hwang et al 2009 HOMA-B ucOC inversamente
Bullé et al 2012 HOMA-IR, HOMA-B correlacionado com
Iki et al 2012 HOMA-IR resisténcia  insulinica e
Gower et al 2013 FSIVGTT fungéo célula beta
Takashi et al 2017 Resposta peptideo C
(Teste refeicao/glucagon)
Guo et al 2017 HOMA-IR
Diaz-Lopez et al 2013 Prospectivo — 5 anos Menor ucOC associado a
HOMA-IR maior risco desenvolver
DM2
Razny et al 2015 Insulinemia Diminuig&o ucOC em
prediabéticos
Yano et al 2015 Insulinemia Diminui¢gdo ucOC em DM2
Sanchez- 2017 Insulinemia
Enriquez et al
Kanazawa et al 2011 Correlagdo inversa da ucOC
Yano et al 2015 Insulinemia com massa gorda, glicemia,
Sanchez- 2017 Insulinemia Hbgli

Enriquez et al
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Estudos na faixa etaria pediatrica ainda sao limitados e o papel na ucOC
na fungao da célula beta se mantém controverso (Tabela 3). Pratz-Puig et al.
avaliaram 103 criangcas pré-puberes saudaveis, e encontraram que elevados
niveis da razdo de ucOC e cOC, estavam associados com elevados niveis de
adiponectina de alto peso molecular nas criangas com indice de massa
corporal (IMC) acima da mediana (r=0,46, p<0,001), e com a secregéo de
insulina, demonstrada através de maiores valores de HOMA-B (Homeostatic
model assessment para fungao de célula beta) nas criangas magras (p<0,001)
(29). Tubic et al encontraram que os niveis de cOC eram menores nas criangas
com sobrepeso comparadas com as de peso normal, mas nao encontrou
diferenga nos niveis da ucOC entre os grupos (30). Giudici et al também nao
encontraram diferengas nos valores da ucOC entre criangas obesas e nao
obesas de 8 a 13 anos de idade, e nenhuma correlagdo da ucOC com
parametros metabdlicos (31). Quando criangas com pré-diabetes e DM2 foram
avaliadas, menores niveis de ucOC foram descritos em associagdo com

disfuncéo de célula beta e secrecéo insulinica (32-34).

Tabela 3. Estudos relacionados a ucOC em criancas e adolescentes

Autores Ano Método Resultado

Tubic et al 2016 HOMA-IR Sem diferenga ucOC entre o grupo

Insulinemia sobrepeso e eutroéfico

Giudici et al 2017 HOMA-IR Sem diferenga ucOC grupo obeso e
HOMA-B eutrofico

Pratz-Puig et al 2010 HOMA-IR Relagao uc/coc:
HOMA-3 Correlagdo positiva adiponectina nos com

maior IMC e correlagao positiva HOMA-3

nos com menor IMC
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Pollock et al 2011 TOTG Diminuigdo ucOC nos prediabéticos

Associado disfuncao célula B

Takaya et al 2016 Diminui¢gdo ucOC nos DM2

Todos estes estudos utilizaram métodos indiretos de avaliagdo da
homeostase de glicose. Estudos que relacionaram a ucOC com o metabolismo
de glicose usando a técnica do clamp, um método direto e padrao ouro para
avaliar sensibilidade a insulina, sdo escassos e nds encontramos apenas dois
estudos na literatura (Tabela 4). Um deles envolvendo adultos com DM2 (35) e
outro com uma populagao acima de 17 anos de adultos jovens com obesidade,
sobrepeso e eutréficos (36). Os dois estudos ndo mostraram associagao da
ucOC com resisténcia insulinica medida através do clamp euglicémico-
hiperinsulinémico (35,36). Entretanto, € importante notar que neste tipo de
clamp, apenas a sensibilidade a insulina é avaliada, ndo sendo avaliada a

funcdo da célula beta.

Tabela 4. Estudos de ucOC com clamp euglicémico hiperinsulinémico

Autores Ano Populagao Método Resultado

Mori et al 2012 129 Adultos Clamp ucOC nao
DM2 euglicémico correlacionado
54.9+12.3anos hiperinsulinémico | com resisténcia

insulinica

Polgreen et al 2013 N=137 Clamp ucOC nao
17-22 anos euglicémico correlacionado
Obesidade hiperinsulinémico | com resisténcia
Sobrepeso insulinica
Eutroficos
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1.3 A epidemia de obesidade em criangas e adolescentes.

A obesidade em criangas e adolescentes vem aumentado ao redor do
mundo e anormalidades metabdlicas como a resisténcia insulinica e 0o DM2 tem
se tornado mais frequente nessa populacédo, mas as opgoes terapéuticas ainda

sdo limitadas.

Uma analise sistematica avaliando a prevaléncia de sobrepeso e
obesidade global em criangas e adultos, demonstrou um aumento de 47,1% de
sobrepeso e obesidade nas criangas entre os anos de 1980 a 2013 (37). A
prevaléncia de sobrepeso e obesidade nas criangas em paises desenvolvidos
no periodo aumentou de 16,9% para 23,8% nos meninos e de 16,2% para
22,6% nas meninas (37). Nos paises em desenvolvimento, houve um aumento
de 8,1% para 12,9% nos meninos e de 8,4% para 13,4% nas meninas (37). Um
outro estudo analisando a tendéncia global do IMC, sobrepeso e obesidade de
1975 a 2016, com dados de todos paises do mundo, totalizando 1947 estudos
com avaliagdes de 31,5 milhdes de criangas de adolescentes de 5 a 19 anos,
demonstrou que a média de IMC e a prevaléncia de obesidade aumentou em
todo o mundo em criangas e adolescentes (38). Durante os 42 anos de analise,
a prevaléncia da obesidade nessa faixa etaria aumentou de 0,7% para 5,6%
nas meninas e de 0,9% para 7,8% nos meninos (38). Em numeros absolutos, o
numero de meninas com obesidade aumentou de 5 milhdes em 1975 para 50

milhdes em 2016 e nos meninos de 6 milhdes para 74 milhdes (38).

No Brasil, um estudo recente multicéntrico denominado Estudos de

Riscos Cardiovasculares em Adolescentes (ERICA) envolvendo 73.399
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adolescentes, encontrou uma prevaléncia de obesidade de 8,4% (39). Na
Pesquisa Nacional de Saude do Escolar (PeNSE) de 2015, realizada pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) e o Ministério da Saude,
englobando um total de 118.909 adolescentes, frequentadores de 3411 escolas
de todo pais, em uma subamostra de 10.926 adolescentes de 13 a 17 anos, foi
observada uma prevaléncia de 23,7% de excesso de peso (sobrepeso e

obesidade) (40).

A obesidade na faixa etaria pediatrica aumenta o risco de varias
comorbidades, incluindo DMZ2, dislipidemia, hipertensdo, apneia do sono,
esteatose hepatica e aterosclerose subclinica precoce levando a doenca

cardiovascular e mortalidade prematura do adulto (41-48).

Apesar da alta prevaléncia da obesidade na faixa etaria pediatrica e do
risco de comorbidades associadas, ainda temos poucas opg¢des terapéuticas
disponiveis para o tratamento. As medidas de mudanca de estilo de vida,
baseada em dieta e atividade fisica apresentam resultados modestos, variando
de 5 a 20% de perda de peso ou 1 a 3 U de IMC, o que muitas vezes nao é
suficiente para que o adolescente deixe de ser obeso (43). De acordo com o
guideline de Obesidade em Pediatria da Sociedade de Endocrinologia
Europeia, as drogas para emagrecimento atualmente disponiveis para adultos,
somente devem ser utilizadas em adolescentes acima de 16 anos de idade
com obesidade grave, IMC maior que 30kg/m? ou IMC maior que 27kg/m? na
presenca de comorbidades. Nao sendo recomendado o0 uso em menores de 16
anos principalmente devido a falta de estudos de segurancga e eficacia na faixa

etaria pediatrica (49).
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1.4 Obesidade e metabolismo de glicose

A homeostase normal de glicose € o resultado da interagdo entre a
sensibilidade dos tecidos a insulina (figado, musculo e adipdcitos) e a secregao

de insulina pela célula beta.

A resisténcia insulinica é definida como uma diminui¢ao da resposta dos
tecidos as acdes celulares mediadas pela insulina e refere-se a captagao de
glicose diminuida por todo corpo em resposta a niveis fisiolégicos de insulina e

suas consequéncias no metabolismo de glicose e insulina (50).

A obesidade € o estado patolégico mais comum associado a resisténcia
insulinica. Estudos em criancas e adolescentes, mostraram que a sensibilidade
a insulina é inversamente associada ao IMC e a porcentagem de gordura
corporal e os obesos, especialmente os que tinham maior quantidade de tecido

adiposo visceral, apresentavam menor sensibilidade a insulina (51-53)

A resisténcia insulinica e a diminuicdo da funcédo da célula beta séo os
principais componentes da patogénese do DM2 nas criangas e adolescentes
(54-56). Um estudo longitudinal avaliando a historia natural da progresséo de
tolerancia normal a glicose para intoleréncia a glicose em adolescentes obesos,
demonstrou uma faléncia primariamente na fungdo da célula beta, agravado

pela progressiva piora da sensibilidade a insulina (57).

A epidemia da obesidade trouxe o aumento da incidéncia de DM2 em
criangas e adolescentes, uma doencga relativamente rara nessa faixa etaria
(58,59). As opgdes terapéuticas disponiveis para o tratamento do DM2 em

criangas também s&o limitadas. Atualmente, mudangas no estilo de vida,
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metformina e insulina sdo as unicas modalidades terapéuticas aprovadas e

disponiveis (59).

Como a resisténcia insulinica é claramente reconhecida como um dos
fatores de risco para o desenvolvimento do DM2, apesar de n&o ser indicada
na pratica clinica usual, a avaliagao da sensibilidade a insulina e funcdo de
célula beta sdo importantes no ambito da pesquisa (60). Essas medidas de
forma acurada possibilitam um melhor entendimento da fisiopatologia e
prognostico de criangas e adolescentes com obesidade e DM2, podendo-se
avaliar marcadores precoces e preditores de morbidade futura e possiveis

estratégias de prevencgéo e intervengéo (61).

1.5 Métodos de avaliagao da sensibilidade a insulina e funcao de célula

beta

Os métodos podem ser divididos em diretos e indiretos. Os métodos
diretos analisam a resposta a uma quantidade estabelecida de insulina injetada
no individuo, enquanto os métodos indiretos avaliam a ag&o insulinica através

da insulina enddgena (62).

1.5.1 Métodos Indiretos

1.5.1.1 Insulinemia de Jejum

A dosagem de insulina de jejum € um meétodo simples e fornece uma
uma avaliacdo da sensibilidade a insulina no organismo como um todo,
estando aumentada em individuos com resisténcia a insulina. Contudo,
apresenta fraca correlagdo com o clamp euglicémico-hiperinsulinémico em um
estudo com uma grande coorte (r=0.42) (63) e dependendo do ensaio utilizado

pode ocorrer reagao cruzada com a pro-insulina, distorcendo os resultados
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(64). Ainda, em diabéticos, a insulinemia diminuida pode nao indicar uma baixa

resisténcia insulinica, mas uma faléncia da célula beta pancreatica.

1.5.1.2 HOMA (Homeostasis Model Assessment)

Em 1985, Matthews et al. desenvolveram um modelo matematico, onde
foi possivel através das medidas de glicemia e insulina de jejum, extrair dois
indices (HOMA-IR e HOMA-B) que expressam a sensibilidade a insulina e a

fungdo da célula beta respectivamente (65).

Os indices sao definidos pelas seguintes equacgoes:

HOMA-B = (20 x insulina de jejum) / (glicemia de jejum — 3,5)

HOMA-IR = (insulina de jejum x glicemia de jejum) /22,5

Insulina de jejum em mU/L e glicemia de jejum em mmol/L

O indice de HOMA-IR apresenta correlacdo positiva e altamente
significativa com a resisténcia insulinica estimada pelo clamp euglicémico-

hiperinsulinémico (r=0,88, p<0,0001) (65).

Estudos em criangas e adolescentes também confirmaram a correlagao
entre o HOMA-IR e avaliacdo pelo clamp euglicémico-hiperinsulinémico

(63,66—68) e pelo clamp hiperglicémico (66).

Este indice constitui uma valiosa alternativa as técnicas mais
sofisticadas e trabalhosas como o clamp na avaliacdo de resisténcia insulinica
em humanos, sendo um meétodo adequado principalmente para uso em
estudos em larga escala. O método contudo, possui algumas ressalvas, visto
que o indice € baseado em parametros avaliados em jejum onde a glicose esta

sendo captada principalmente nos tecidos insulino-independentes; a quest&o
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da proporgédo entre insulinemia e grau de resisténcia insulinica e a falta de
distincdo entre resisténcia insulinica hepatica e nos tecidos periféricos. Além
disso, ainda ndo ha um consenso na definicdo dos pontos de corte para
classificagao da resisténcia insulinica, dificultando sua utilizagdo especialmente

na pratica clinica (62).

1.5.1.3 Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG)

O teste consiste na ingestdo de 75g de glicose por via oral, com
determinacdes de glicemia e insulinemia a cada 15 ou 30 minutos durante 2 a 3
horas. A raz&o entre a glicemia e a insulinemia em termos absolutos ou
relativos ao basal € calculada para cada ponto da curva e também para toda a
curva. Quanto menor o incremento da glicose por unidade de insulina, mais

sensivel é o individuo.

E um teste pouco reprodutivel, com variacdes de 25 a 30%. Outras
limitagdes incluem a variada absorgcédo de glicose pelo trato digestivo, o efeito
dos hormdnios entero-insulares e a sobrecarga de glicose podendo levar a
supressao na produc¢ao hepatica de glicose e sua metabolizagdo sendo assim,
impossivel estimar com precisdo o consumo de glicose induzido pela insulina

(62).

1.5.1.4 Teste de tolerancia endovenoso a glicose com amostras
frequentes (Frequent Sample IV Glucose Tolerant Test — FSIVGTT)

Em 1979, Bergaman et al. desenvolveram um modelo matematico para
estimar a sensibilidade a insulina a partir do uso de glicose endovenosa (69). O
indice de sensibilidade a insulina representa o clearance de glicose por

unidade de insulinemia plasmatica.
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O exame é realizado apos jejum noturno, sendo coletado amostras
basais e apos a injegdo de glicose por via endovenosa, com duragéo de até 4

horas.

Trata-se de um modelo simples, com baixo de risco de efeitos colaterais,
avalia primeira e segunda fase de secregao a insulina, além de ser eficiente
para extrair um indice de sensibilidade a insulina preciso em individuos
saudaveis, porém apresenta uma grande variabilidade de resposta em
diabéticos (70). Como desvantagens apresenta a impossibilidade de utilizagao
nos pacientes com DM1 ou DM2 com deficiéncia intensa da producdo de
insulina, além de interferéncia da glicose endogenamente produzida, podendo
superestimar a sensibilidade a insulina em 30% (71). Estudos que comparam o

método com o clamp, demonstram correlagdes variaveis (71-73).

1.5.1.5 QUICKI - Quantitative insulin sensitivity check index
Método também baseado na homeostasia da relagdo entre glicemia e

insulina de jejum, de acordo com a férmula (74):

QUICKI= 1 + (Log insulina + Log glicemia)

1.5.2 Métodos diretos

1.5.2.1 Teste de tolerancia a insulina (ITT)

Primeira técnica desenvolvida para avaliar a sensibilidade a insulina de
forma direta in vivo, consiste na injecdo de insulina regular e avaliagdo da taxa
de decaimento da glicose nos 15 minutos seguintes. Esta queda da glicose é
determinada pela supressao da produgao hepatica de glicose e pelo estimulo a
captagao de glicose pelos tecidos insulino-sensiveis. Quanto mais rapida e

intensa for a queda da glicose, maior o indice e mais sensivel o individuo. Este
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método apresenta altas correlagdes tanto com clamp euglicémico-

hiperinsulinémico, quanto hiperglicémico (62).

1.5.2.2 Teste de supressao de insulina

Shen et al. desenvolveram a técnica de infusdo quadrupla, a qual avalia
o consumo de glicose injetada a partir de um nivel fixo de hiperinsulinemia (75).
Utiliza-se epinefrina ou somatostatina (76) para suprimir a secregdo endoégena
de insulina, propranolol para bloquear a produgdo enddgena de glicose e
injecdo de doses fixas de glicose e insulina. A hiperglicemia e hiperinsulinemia
produzem uma inibicdo completa da produgédo hepatica de glicose (77) e da
secrecao de insulina (78), produzindo um nivel estavel de insulina (steady-state
plasma insulin SSPI) e de glicose (steady-state plasma glucose SSPG). O
SSPG fornece uma medida da capacidade da insulina em estimular o consumo
de glicose infundida. Assim, quanto maior o SSPG mais resistente a insulina é

o individuo (77,78)

1.5.2.3 Técnica do clamp
Esta técnica possibilita examinar a sensibilidade tecidual a insulina e
também a resposta da célula beta a glicose, em situagdes de constancia de

glicemia e insulinemia.

Em 1979, DeFronzo et al desenvolveram a técnica do clamp de glicose

em suas duas principais variagdes (79).

1.5.2.3.1 Clamp Euglicémico-hiperinsulinémico

Esta variante € considerada o padrao ouro para avaliacdo da acédo da
insulina, pois permite a medida mais pura da sensibilidade a insulina dos

tecidos. O objetivo do exame & aumentar agudamente e manter os niveis de



32

insulinemia nos niveis desejados, enquanto a glicemia € mantida constante no
nivel basal. Assim, tanto a glicose quanto a insulina estdo “clampeadas”

durante o procedimento (61).

Ele permite a medida da captagao total de glicose em resposta a uma
hiperinsulinemia fixa, baseado no conceito de que em condi¢gdes constante de
glicemia e hiperinsulinemia, a quantidade de glicose consumida pelos tecidos
seria igual a quantidade de glicose infundida (62). Quando um individuo é
sensivel a insulina, uma maior quantidade de glicose € necessaria para manter
a euglicemia, ocorrendo o inverso em individuos com resisténcia insulinica

(80).

Apresenta algumas desvantagens como necessidade de equipamentos
e materiais de alto custo e pessoal altamente especializado e treinado, além da

dificil aplicagdo em investigacdes de larga escala (61,62)

1.5.2.3.2 Clamp Hiperglicémico

Este método é primariamente utilizado para medir a fungdo da célula
beta, mas uma medida indireta da sensibilidade a insulina pode ser calculada
utilizando esta técnica (60). Possibilita avaliar a resposta secretéria de insulina
da célula beta a glicose e quantifica o consumo de glicose do organismo como
um todo durante uma condi¢do de hiperglicemia controlada (62). Durante o
clamp hiperglicémico, a concentracdo de glicose plasmatica é agudamente
elevada e mantida em uma dada hiperglicemia (225mg/dl £10%) por 2 horas. A
hiperglicemia é conseguida através da infusdo em bolo de uma solugdo de
glicose a 25-50% durante 2 minutos, seguido por uma infusdo variavel de

glicose a 20%. O clamp hiperglicémico estimula ao maximo a secregédo de
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insulina endoégena, sendo esta resposta da insulina a glicose bifasica, com uma
rapida primeira fase de secrec¢ao nos primeiros 10 minutos apds a infusdo em

bolo, seguido por um aumento gradual na segunda fase de secregao (61).

Quando comparados com a avaliacdo de sensibilidade a insulina do
clamp euglicémico-hiperinsulinémico, o clamp hiperglicémico mostrou ter uma
boa correlacéo, possibilitando seu uso também para avaliar a sensibilidade a
insulina. Sjaarda et al realizaram as duas variacbes de clamp em 330
adolescentes: 73 eutrofico, 168 obesos com tolerancia normal a glicose, 57
obesos com intolerancia a glicose e 32 obesos com DM2 e encontraram que o
indice de sensibilidade a insulina do clamp hiperglicémico foi fortemente
correlacionado com o indice de sensibilidade a insulina derivado do clamp
euglicémico-hiperinsulinémico no grupo total (r=0.90, p<0.001) e nos quatro

grupos separadamente (r 2 0.66, p<0.001) (81).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar as concentragdes séricas da ucOC em adolescentes pds

puberes eutroficos, em portadores de DM1 e nos com obesidade.

2.2 Objetivos especificos
* Avaliar a correlagcédo entre a concentragao sérica de ucOC e parametros
de medidas de adiposidade, como IMC, porcentagem de gordura

corporal total e visceral e adiponectina.

* Avaliar a correlagdo entre as concentragdes séricas de ucOC e
parametros de metabolismo de glicose: glicemia de jejum, insulinemia de

jejum e HbA1c.

* Avaliar a correlagdo entre as concentracdes séricas de ucOC e funcao
de célula beta e sensibilidade a insulina em adolescentes eutréficos e

com obesidade.
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3. MATERIAIS E METODO

3.1 Caracterizagao da populagao

Realizou-se um estudo transversal, onde foram avaliados 109

adolescentes de ambos os sexos com idades entre 11 e 18 anos.

Os critérios de inclusao foram adolescentes com obesidade, eutroficos
ou com DM1. Como os niveis de ucOC podem variar de acordo com o
desenvolvimento puberal, a autora principal, que é meédica endocrinologista
pediatrica, avaliou o estadio puberal dos adolescentes e foram incluidos
apenas aqueles com puberdade completa avaliados por meio do método de

Tanner.

Os critérios de exclusdo foram: pacientes com obesidade de causa
geneética, presenga de doenga crénica ou uso de medicagbes que pudessem
influenciar o metabolismo 6sseo e de glicose, especialmente o uso de

corticosteroides.

3.2 Avaliagao antropométrica

3.2.1 Peso

O peso foi avaliado por meio de uma balancga digital com capacidade de
200 kg e sensibilidade de 100 gramas, da marca Welmy®. A pesagem foi
realizada com o voluntario descalgo, vestindo roupas leves, posicionado em pé
no centro da plataforma da balanga, com os bragos ao longo do corpo e com

olhar em um ponto fixo a sua frente (82).
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3.2.2. Altura

A altura foi aferida com o auxilio de um estadidbmetro fixado na parede
com capacidade de 2.20 metros, da marca Sanny®. O voluntario foi medido em
posicéo ortostatica, com os pés unidos e com os calcanhares, a regido occipital
e as cinturas pélvica e escapular em contato com a escala do estadidmetro. A

cabeca foi orientada no plano de Frankfurt (82).

3.3 Avaliagcao de composig¢ao corporal

3.3.1 indice de massa corporal (IMC)

Para avaliagdo do IMC para a idade dos individuos foi utilizada a curva
de crescimento da Organizagdao Mundial de Saude (OMS) para cada sexo,
onde a classificacdo do estado nutricional é obtida por meio dos valores de
percentis (83). O percentil menor ou igual a 3 corresponde ao adolescente com
baixo IMC, o percentil entre 3 e 85 corresponde ao adolescente eutréfico (com
IMC adequado para sua altura), o percentil entre 85 e 97 refere-se ao
adolescente com sobrepeso e o percentil maior ou igual a 95 a adolescentes

obesos.
3.3.2 Porcentagem de gordura corporal

A porcentagem de gordura corporal foi aferida por meio do Teste de
Bioimpedancia Elétrica Tetrapolar (BIA), que se baseia na condugéo de uma
corrente elétrica de baixa intensidade pelo corpo do individuo, e por isso tem a
capacidade de definir a massa magra (0ssos, musculos e 6rgaos vitais), massa

de gordura e agua corporal total.
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O equipamento utilizado para o teste foi da marca Bioimpedance

Analyzer - BIA 310®, seguindo os critérios de Lukaski et al e Biodynamics

Corporation (84).

Para a realizacdo do exame foram retirados todos adornos de metal. O
adolescente permaneceu deitado em decubito dorsal sobre uma superficie ndo
condutora, com os bragos e pernas estendidos e separados, sem contato entre
pernas e coxas e entre bragos e tronco. Foram posicionados dois conjuntos de
eletrodos, sendo um na méo direita (eletrodo distal na base do dedo médio e
eletrodo proximal um pouco acima da linha da articulagdo do punho,
coincidindo com o processo estiloide) e outro no pé direito (eletrodo distal na
base do dedo médio e eletrodo proximal um pouco acima da linha da
articulagado do tornozelo, entre os maléolos medial e lateral). Conectou-se o
cabo sensor no monitor e suas extremidades nos eletrodos. Os clips pretos do
cabo sensor foram colocados nos eletrodos distais e os vermelhos nos

proximais. O adolescente permaneceu em siléncio durante a avaliacao.

Antes da realizagdo do teste, os adolescentes receberam as seguintes
orientagdes baseadas em protocolo ja proposto: jejum de alimentos, bebidas e
agua por 4 horas para a realizagdo do exame, nao utilizar diuréticos 7 dias
antes, nao consumir bebidas alcoodlicas nas 48 horas precedentes, néo realizar
atividades fisicas extenuantes 24 horas antes, urinar pelo menos 30 minutos
antes, nao estar menstruada no dia do teste e permanecer deitado em decubito

dorsal por 5 minutos antes da execugao do mesmo (84).

Foram excluidos do teste individuos portadores de marcapasso e

gestantes, nos quais a BIA é totalmente contraindicada.
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3.3.3 Quantificacao da gordura visceral

A distribuicdo de gordura abdominal (visceral e subcutanea) foi medida
com o aparelho de Densitometria por emissdo de raios x de dupla energia
(DXA) da marca CORESCAN (GE), e utilizou-se um software especifico para

quantificagdo da gordura visceral.

3.4 Avaliagao bioquimica

As amostras foram coletadas apos jejum noturno de 12 horas. Glicemia
de jejum, HbA1c, peptideo C e insulinemia de jejum foram analisadas no
mesmo dia, enquanto para avaliacdo de adiponectina e ucOC o soro foi

separado em até uma hora apds a coleta e armazenado a -20°.

A glicemia de jejum foi determinada pela técnica de oxidagdo da glicose.
Insulinemia de jejum e peptideo C foram determinados por ensaios de
quimioluminescéncia. HbA1c foi mensurada pelo método de cromatografia

liquida de alta performance (HPLC).

Os niveis da ucOC foram dosados por método imunoenzimatico
(GenWay hOST-EASIA Kit), com coeficientes de variagao (CV) intra e inter-

ensaios menores que 5,5%.

A adiponectina sérica foi mensurada pelo meétodo imunoenzimatico
(ELISA — Human Total Adiponectin/Acrp30 Quantikine Kit), sendo o CV intra e

inter-ensaios menores que 6,9%.

3.5 Avaliagao da fungao das células beta e sensibilidade a insulina

A fungdo da célula beta e a sensibilidade a insulina foram avaliadas

pelos indices do modelo matematico HOMA e pela técnica de clamp
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hiperglicémico nos individuos obesos e controles. N&o realizou-se esta

avaliacao funcional em individuos com DM 1.

Como a ucOC pode estar relacionada mais especificamente com a
funcdo da célula beta, optamos por incluir uma avaliagdo com o clamp
hiperglicémico, um método primariamente utilizado para medir diretamente a
funcdo da célula beta, mas com uma medida indireta da sensibilidade a

insulina.

3.5.1 indices HOMA

Os indices do HOMA foram calculados a partir das férmulas descritas
previamente (65). O HOMA-B avaliou fungao de célula beta e 0 HOMA-IR

avaliou a resisténcia insulinica.

3.5.2 Clamp hiperglicémico

Realizou-se o estudo de clamp hiperglicémico de 2 horas em uma
subamostra de 49 adolescentes (44,95% da amostra total), sendo 27 com
obesidade (55,1%) e 22 controles magros e saudaveis (44,9%) com técnica

previamente descrita (61) (Figura 1).
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109 ADOLESCENTES

49 60
CLAMP NAO CLAMP

27

OBESOS 22 EUTROFICOS

Figura 1. Fluxograma de pacientes submetidos ao clamp hiperglicémico

A técnica consiste na infusdo endovenosa de glicose com o objetivo de
aumentar a glicemia agudamente a um platé hiperglicémico fixo de 225mg/dL

por 120 minutos.

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Investigacdo em
Metabolismo e Diabetes (LIMED), com inicio as 8 horas da manha apoés jejum
de 12 horas. Os pacientes permaneciam deitados em decubito dorsal e com
duas puncgdes venosas com cateter tipo venocan. Uma puncgao retrégrada em
veia superficial do braco para coleta de sangue, mantida aquecida por uma
manta térmica (com temperatura aproximada de 50° a 55°) para arterializacéo
do sangue venoso. No braco contralateral, um outro cateter venoso para

infusdo de solucao glicosada a 20%.
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Por 30 minutos, antes do inicio da infusdo da solugdo glicosada, colheu-
se trés amostras basais, a cada 15 minutos, para dosagem de glicose, insulina

e peptideo C plasmaticos.

A infusdo de glicose foi dividida em duas fases. A “primeira dose”, que
compreende uma quantidade suficiente de glicose para elevar a glicemia
agudamente ao platé desejado de 225mg/dL. Esta foi infundida em bolo, sendo
a quantidade de glicose baseada no peso corporal e na glicemia inicial de cada

adolescente, segundo a formula:

Bolo inicial de glicose = (225 [mg/dl] — Glicemia de jejum [mg/dl]) * Peso

corporal [kg] * Fator de distribuicao de glicose [dI/kg]

- Glicemia de jejum = meédia da glicemia de jejum obtida nas trés amostras

basais.

- Fator de distribuicdo de glicose = 1,5 para adolescentes com peso normal e

1,1 para adolescentes com sobrepeso ou obesidade.

Imediatamente apds a infusdo por até 2 minutos da primeira dose, a
segunda fase correspondeu a “dose de manutencao”, através de infus&o
variavel de glicose, ajustada de acordo com os resultados das medidas de
glicemia, dosadas a intervalos de 5 minutos ao longo das duas horas de

duracéo do teste com objetivo de manter hiperglicemia em 225mg/dL £10%.

Utilizou-se para o teste, uma bomba de infusdo (Optima MS Fresenius
Kabi®), uma mini centrifuga (Star plus® - Labtrade do Brasil Ltda) para o
processamento do sangue e posterior dosagem da glicemia no bioanalisador

(Glucose Analyzer® YSI 2700 — YSI Life Sciences, Yellow Spring, OH, USA).
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Durante os primeiros 15 minutos do clamp, coletamos amostras de
sangue a cada 2,5 minutos, para a determinagdo de glicose, insulina e
peptideo C. A partir do minuto 15 até os 120 minutos do clamp, as amostras
foram coletadas a cada 5 minutos para a determinagao da glicemia e a cada 15

minutos para a determinacéo da insulina e do peptideo C.

Ao final do clamp, oferecemos uma refeicdo ao participante do estudo. O
acompanhamento se estendeu por pelo menos 1 hora apds o periodo do teste,

quando entdo retirou-se as vias de acesso venoso.

Calculou-se a primeira fase de secreg¢ao de insulina como a média das
cinco dosagens de insulina nos tempos 2,5; 5; 7,5; 10 e 12,5 do clamp, e a
segunda fase como a média das dosagens realizadas entre os tempos 15 e
120 minutos. A sensibilidade a insulina foi avaliada pelo indice de sensibilidade
a insulina (ISI), calculado dividindo-se a média da taxa de infusdo de glicose
durante a ultima hora do clamp menos a excregao urinaria de glicose, pela
meédia da insulinemia durante 0 mesmo periodo. Sob condigdes de equilibrio
hiperglicémico, a taxa média de infusdo de glicose (TIG) fornece uma
estimativa da quantidade de glicose metabolizada pelos tecidos, uma vez que a
producdo endogena de glicose esta suprimida. Esse valor, dividido pela
resposta insulinémica plasmatica proporciona uma estimativa da sensibilidade

tecidual a insulina endogena secretada pelo pancreas.

Calculou-se o Disposition Index (DI) como o produto do indice de

sensibilidade a insulina e a primeira fase de secregao de insulina.
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3.6 Analise estatistica

Os dados foram processados com o programa SPSS® (versdo 21.0;
SPSS, Inc. Chicago, IL, USA) e valores de p<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.

Os dados foram apresentados como média + desvio padrao (DP). Teste
T de Student para amostras independentes e ANOVA foram usados para
determinar as diferencgas entre as médias. Teste do Qui-Quadrado foi utilizado
para comparagao de variaveis categoéricas. Quando os parametros investigados
nao apresentavam distribuicdo normal, a comparagdo das variaveis foram
realizadas usando os testes de Mann-Whitney e Kruskall-Wallis. Como a ucOC
nao apresentava distribuicdo normal, utilizou-se o coeficiente de correlagao de

Spearman para determinar a relagédo entre a ucOC e outras variaveis.

3.7 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas com Seres
Humanos da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp, sob parecer numero

14906).

Apresentou-se aos pais ou responsaveis o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (Apéndice), no qual foi informado os objetivos e métodos da

pesquisa, € 0s mesmos o0 assinaram antes do adolescente entrar no estudo.
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As caracteristicas gerais dos adolescentes participantes no estudo estéao

apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5. Caracteristicas dos participantes de acordo com o grupo

Eutréfico (n=42) Obesidade (n=47) DM1 (n=20)
Sexo, M/F 17/25 21/26 10/10
Idade, anos 15.62+1.78 14.26+1.8* 14.65+1.63
Peso, kg 56.3+10 93.7+21.6** 61.5£12.6
Altura, cm 163.919.3 165.817.1 162.618.2
IMC, kg/m* 20.9+2.4 33.9+6.8** 23.2+3.96
Gordura Corporal (BIA), % 227 6.7 36.8+5.4** 258+7.2
Gordura Corporal (DXA),% 256+9.5 43.7 £ 7* 28.8+9.6
Gordura visceral, cm® 164.66 + 100.5 946.37 + 650.3* 246.3 £ 285.9

HbA1c, % (mmol/mol)
Glicemia de jejum, mg/dl
Insulina de jejum, mUl/mL
HOMA-IR

HOMA-B

Peptideo C, ng/ml
Adiponectina, pg/mL

ucOC, ng/mL

5.2+ 0.4 (33.14.5)
76.7 8.5
6.9+2.8
1.3+06

216.98 + 467.8
0.91+0.8
32+1.8

233+26.7

5.3+ 0.4 (33.9+4.2)
79.6 £6.7
17.2 +12.6*

34 125"
487.3 +488.2*
1.39 +0.6*
29+17

33.8+35.7

9.6+ 1.7 (81.5£18.4)**

223.7 £ 122.6™**

3.6 £3.1

42 +34.9

Todos os valores estdo expressos em média £ DP. M: masculino, F: feminino, IMC: indice de
massa corporal, BIA: bioimpedancia, DXA: Densitometria por emissao de raios x de dupla
energia, HbA1c: hemoglobina glicada, HOMA-IR: homeostasis model assessment para
resisténcia insulinica, HOMA-B: homeostasis model assessment para fungao de célula 3,
ucOC: osteocalcina ndo carboxilada. *P<0.05 grupo obesidade diferente do grupo eutréfico **
P<0,05 grupo obesidade diferente do grupo eutréfico e DM1. *** P<0,05 grupo DM1 diferente

do grupo obesidade e eutrdéfico
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Apesar da idade entre os adolescentes do grupo com obesidade ser
significativamente menor que dos adolescentes eutroficos, os dois grupos
apresentaram altura final semelhantes, mostrando uma maturagdo Ossea
semelhante. Os adolescentes com obesidade apresentaram maiores valores de
peso, IMC, tecido adiposo visceral e massa gorda tanto pela avaliagdo da
bioimpedancia quanto pelo DXA em relagdo aos adolescentes eutréficos e com
DM1. Como esperado, o grupo com DM1 apresentou valores de glicemia de
jejum e HbA1c maiores que o grupo com obesidade e eutroficos. Em relagéo
aos niveis de insulina de jejum e peptideo C os obesos apresentaram valores
significativamente maiores que o grupo eutrofico. Em relagdo a resisténcia
insulinica e fungcdo de célula beta avaliados pelo método de HOMA-IR e
HOMA-B respectivamente, os obesos apresentaram valores também

significativamente maiores que os eutroficos.

Nao houve diferengas entre os grupos nos niveis de adiponectina
(p=0,064) e de ucOC (p=0,120) (Figura 2). Como a composi¢ao corporal e
consequentemente a ucOC podem variar de acordo com o sexo, realizamos a
analise de acordo com o sexo, e também n&o encontramos diferengas nos

niveis de ucOC entre os grupos.

Ao avaliarmos os parametros metabdlicos, os niveis de ucOC nao foram
correlacionados com marcadores de adiposidade como peso, IMC, massa
gorda e tecido adiposo visceral. Para avaliagdo dos marcadores de
homeostase de glicose, o grupo com DM1 foi excluido devido a valores muito
discrepantes de glicemia e HbA1c. Também ndo encontramos correlagcéo da
ucOC com parametros de metabolismo de glicose como HbA1c, glicemia,

insulina, HOMA-IR e HOMA-(3 (Tabela 6).
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Figura 2. Distribuicéo da osteocalcina nao carboxilada entre os grupos.

Tabela 6. Correlagdo de Spearman entre ucOC e parametros metabdlicos
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o] P
Adiponectina -0.18 .067
Peso 0.03 .735
IMC 0.15 .873
Gordura Corporal (%BIA) 0.02 .822
Gordura Corporal (%DXA) -0.02 .842
Gordura visceral (cm®) 0.08 454
HbA1c¢* -0.003 .980
Insulina de jejum® 0.05 666
HOMA-IR* 0.08 489
HOMA-B* -0.02 .835
Glicemia de jejum” -0.11 649

" Andlise excluindo o grupo DM1. ucOC: osteocalcina nado carboxilada, IMC: indice de massa
corporal, BIA: bioimpedancia, DXA: densitometria por emissao de raios x de dupla energia,
HOMA-IR: homeostasis model assessment para resisténcia insulinica, HOMA-B: homeostasis
model assessment para fungao de célula B, HbA1c: hemoglobina glicada.
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Como esperado, os parametros do clamp hiperglicémico foram
diferentes para o grupo com obesidade e eutrofico, com os pacientes com
obesidade apresentando maiores primeira e segunda fases de secregéo
insulinica e menor indice de sensibilidade a insulina. Nao houve diferenca nos

valores do disposition index (Tabela 7).

Tabela 7. Pardmetros do clamp hiperglicémico de acordo com o grupo

Obesidade (n=27) Eutréfico (n=22) P
1% fase de secregéo insulina 122,55 £ 79,04 78,65 + 52,93 0.018
2° fase de secregio de insulina 171,24 + 131,03 82,69 + 45,96 0.004
ISl 0,05 + 0,05 0,13+ 0,1 0.000
DI 5,24 + 3,56 7,13+ 3,71 0.7

ISI: indice de sensibilidade a insulina, DI: indice de disposi¢cao

Os niveis de osteocalcina ndo carboxilada ndo se correlacionaram com o
indice de sensibilidade a insulina (p=0,394) que avalia resisténcia insulinica
pelo clamp hiperglicémico e nem com parametros de avaliagdo de fungao de
célula beta derivados do clamp, como primeira fase de secrecao insulinica
(p=0,690), segunda fase de secregao insulinica (p=0,862) ou o disposition

index (p=0,508) (Tabela 8).



Tabela 8. Correlagdo de Spearman entre ucOC e paradmetros do clamp de sensibilidade a

insulina e funcao de célula 3

o] P
indice de sensibilidade a insulina (ISI) 0.13 .394
1% fase de secregéo insulina -0.06 .690
2° fase de secregio insulina 0.03 .862

Disposition index (DI) 0.1 .508
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5. DISCUSSAO

Confirmando os achados descritos em outros estudos, ndo encontramos
nenhuma diferengca nos niveis de ucOC em adolescentes pds puberes com
obesidade, DM1 e controles eutréficos (14,15,30,31). Os niveis de ucOC
também n&o foram correlacionados com marcadores de adiposidade e
metabolismo de glicose. Achados estes, em concordancia com os resultados
publicados por Tubic et al (30) e Giudici et al (31) que também néao
encontraram diferengas nos niveis de ucOC entre criancas n&o obesas e
criangas com sobrepeso ou obesidade, respectivamente. Os estudos citados
também ndo encontraram nenhuma correlacdo da ucOC e parametros
metabdlicos, como glicemia de jejum, insulina, IMC e peso (30,31). No caso
dos pacientes com DM1, os estudos ndao mostraram diferengas nos niveis de
ucOC quando comparados a controles saudaveis (14,15). Enquanto Yeap et al
demonstrou que a ucOC nao estava associada com nenhum marcador de
homeostase de glicose (16), Neumann et al encontrou a ucOC inversamente
correlacionada com valores de HbA1c (15) e Thraikill et al uma correlagao
positiva com marcadores de exposi¢ao a insulina (14). Menores niveis de ucOC
foram descritos na populagéo pediatrica com pré-diabetes (32) e DM2 (34).
Possivelmente, o papel da ucOC no metabolismo de glicose possa ser
relevante apenas nos pacientes ja com a regulagdo anormal da glicose. Assim,
a falta de hiperglicemia nos nossos pacientes com obesidade pode ser uma
das razdes pelas quais nés ndo encontramos uma relacdo da ucOC com o

metabolismo energético.
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Em criancas com sobrepeso e pré-diabetes, Pollock et al encontrou
menores niveis de ucOC e uma correlacdo positiva com os indices
insulinogénico e de disposicdo derivados de um teste de toleréncia oral a
glicose, sugerindo que menores niveis da ucOC poderiam contribuir com a
disfungcdo da célula beta (32). Maiores valores da razdo ucOC:cOC foram
correlacionados com maiores valores do HOMA-B em criangas saudaveis
magras, demonstrando o papel da ucOC em regular a secre¢do de insulina
(29). Em adultos com glicemia de jejum alterada, os niveis de ucOC refletiram a
capacidade de reserva da fungao da célula beta e a habilidade da secrecio de
insulina (19). Entretanto, todos estes estudos utilizaram métodos indiretos de
avaliacdo da homeostase glicémica. O presente estudo teve como foco a
relacdo da ucOC com a fungado da célula beta avaliada através de um clamp
hiperglicémico. Nao encontramos correlagdo da ucOC com a fungao da célula
beta, quando avaliamos através de um método indireto como o HOMA-B, nem
através de medidas diretas de secrecdo insulinica derivadas de um clamp
hiperglicémico, como primeira e segunda fase de secrecdo insulinica e o

disposition index.

Em relagédo a resisténcia insulinica, um estudo com uma grande coorte
de 1597 homens japoneses mostrou que a ucOC estava inversamente
associada com o HOMA-IR (21). Em outro estudo longitudinal com adultos com
sobrepeso e obesidade, apds 2 anos de seguimento, um aumento nos niveis
de ucOC foi associado com uma diminuicdo no HOMA-IR, mostrando uma
melhora na sensibilidade a insulina (23). Em criangas, esta associagdao da

ucOC com resisténcia insulinica nado foi demonstrada (29-32). Quando um

meétodo direto foi utilizado para determinar a sensibilidade a insulina, como o
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meétodo padrao ouro do clamp hiperinsulinémico-euglicémico, a relagdo entre
ucOC e resisténcia insulinica nao foi encontrada (35,36). Mori et al nao
encontrou correlagdo entre niveis de ucOC e a média da taxa de infusdo de
glicose (M) e indice de resisténcia insulinica (valor de M/l) em uma populagéo
de 129 adultos com DM2 (35). Em um outro estudo com adultos jovens de 17 a
22 anos, Polgreen et al ndo encontrou associagao significativa entre ucOC e a
média da taxa de infusdo de glicose (M) ajustada para a massa magra (36).
Confirmando os achados desses estudos com clamp e outros estudos em
criangas, nosso estudo também nao encontrou nenhuma relagao entre ucOC e
marcadores de sensibilidade a insulina, tanto medidos por métodos indiretos
como o HOMA-IR como por métodos diretos como um indice derivado do

clamp hiperglicémico, o indice de sensibilidade a insulina (ISI).

N&o se sabe ainda se o papel da ucOC na regulagdo do metabolismo de
glicose é mediado pela adiponectina nos humanos. Estudos em ratos
modificados geneticamente demonstraram que a ucOC teria um efeito direto no
tecido adiposo induzindo a produgao de adiponectina (1,6) e o tratamento com
a ucOC recombinante aumentou a expressédo génica da adiponectina no rato
selvagem (7). Em criancas saudaveis com excesso de peso, ucOC foi
positivamente correlacionada com a adiponectina de alto peso molecular (29).
Nosso estudo, em concordancia com outros (14-16,30), ndo péde apoiar este
achado, visto que nao encontramos nenhuma correlagdo entre ucOC e
adiponectina. Entretanto, é importante notar que em todos estes estudos

incluindo o nosso, foi medida adiponectina total e ndo a de alto peso molecular.

Existem algumas potenciais limitagdes em nosso estudo. Primeiro, foi

um estudo transversal, o qual ndo fornece informacdo de causalidade. Um
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estudo longitudinal com homens idosos reportou um aumento nos niveis de
ucOC apos 2 anos de seguimento, o qual foi associado com uma melhora no
metabolismo de glicose (23). Uma segunda potencial limitacdo foi a amostra
pequena, particularmente daqueles que realizaram o clamp hiperglicémico, o
que pode ter limitado o poder de detectar uma correlagao significativa da ucOC
com os parametros de sensibilidade a insulina e fungao de célula beta. /ki et al
avaliou um grande numero de adultos (n=1597) e encontrou niveis de ucOC
inversamente correlacionados com indices de metabolismo de glicose como
hemoglobina glicada, glicemia e insulina de jejum e resisténcia insulinica
avaliado pelo HOMA-IR (21). Finalmente, n6s dosamos apenas a ucOC, nao
sendo medida osteocalcina total ou cOC. Apesar dos modelos animais
demonstrarem que a forma n&o carboxilada foi a forma de osteocalcina
metabolicamente ativa envolvida no metabolismo de glicose, novos dados
mostrando o envolvimento de outras formas da osteocalcina no metabolismo
energético tem surgido. Tubic et al encontrou que a forma carboxilada da
osteocalcina e ndo a ucOC, era menor nas criangas com sobrepeso comparado
com as de peso normal (30). Pollock et al demonstrou que a cOC era
associada com a sensibilidade a insulina em criangas com glicemia normal e
pré-diabetes (32). Pratz-Puig et al reportou que cOC era relacionada com
adiponectina de alto peso molecular e IMC em criangcas saudaveis (29).
Garanty-Bogacka et al mediram osteocalcina total e esta foi associada com
parametros de obesidade abdominal e resisténcia insulinica em criancas e
adolescentes com obesidade (85). Polgreen et al demonstrou uma relagao

inversa significante entre osteocalcina total e resisténcia insulinica, usando um
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método direto e padrdo ouro para avaliar sensibilidade a insulina, como o

clamp hiperinsulinémico-euglicémico (36).

Algumas importantes consideragbes em relacédo a dosagem da ucOC
devem ser levadas em conta ao avaliarmos e compararmos os diversos
estudos. Primeiro, diferentes estudos utilizam diferentes métodos para
dosagem de ucOC em humanos, sendo que a acuracia desses diferentes
métodos ainda ndo sado bem definidas e a falta de um método padrao para
dosagem dificulta a comparagao entre os estudos. Segundo, a vitamina K € um
importante determinante dos niveis de ucOC, pois funciona como co-fator da
enzima y-glutamil carboxilase responsavel pela sua formagdo. Assim, alteragcéo
de niveis de vitamina K poderiam interferir nos valores da ucOC. Ainda, os
niveis de ucOC podem variar de acordo com o sexo, etnia, ritmo circadiano,
coleta em jejum ou pés prandial, fungéo renal e nivel de atividade fisica (86).
Em nosso estudo, os niveis de ucOC n&o variaram de acordo com o0 sexo e
todos apresentavam fungdo renal normal e foram avaliados em jejum no
periodo da manha, possibilitando minimizar algumas interferéncias. Porém, o
grupo era composto por varias etnias e ndo foram avaliados os niveis de
atividade fisica e vitamina K. Uma possivel explicacdo para as diferencas de
achados entre os estudos em ratos e humanos esta na diferenca estrutural da
osteocalcina entre os dois. O tamanho e alguns aminoacidos da sequencia da
osteocalcina sao diferentes entre ratos e humanos, além de ser codificada por
apenas um gene nos humanos enquanto nos ratos existem trés genes

responsaveis (87).

A maior forca de nosso estudo € que foi o primeiro estudo a avaliar a

funcdo da célula beta usando a técnica do clamp hiperglicémico em uma
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populagao pediatrica para avaliar o papel da ucOC no metabolismo de glicose.
Nés também usamos uma populagdo de adolescentes pos-puberes restrita,
permitindo minimizar uma potencial confusdo dos efeitos da puberdade no

metabolismo de glicose.

Portanto, apesar da maioria dos estudos em adultos mostrarem um
papel da ucOC no metabolismo energético, na populagdo pediatrica este
achado n&o pode ser confirmado, mantendo-se controverso. Possiveis
explicacdes para a falta de correlacdo entre a ucOC e a fungao da célula beta
nos adolescentes seria a falta de hiperglicemia na populacdo de obesos
estudada e que o papel da ucOC em regular o metabolismo de glicose poderia
ser apenas importante em um estagio mais tardio da vida. Mais estudos com o
clamp hiperglicémico em adolescentes com DM2 poderiam fornecer mais
informacgdes sobre o papel da ucOC na disfungédo precoce do metabolismo de

glicose.
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6. CONCLUSAO
. Nao encontramos diferencas nos niveis de ucOC em

adolescentes com DM1, obesidade e controles eutroéficos.

. Nao encontramos correlacdo dos niveis de ucOC com nenhum

parametro metabdlico de adiposidade.

. Nao encontramos correlagcédo dos niveis de ucOC com nenhum

parédmetro de metabolismo de glicose.

. Nao encontramos correlacédo dos niveis de ucOC com parametros
de sensibilidade a insulina e funcdo de célula beta, mesmo quando avaliado

por um clamp hiperglicémico.
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Apéndice 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO: Investigacdo do papel da osteocalcina nao carboxilada na funcdo de células beta

pancreaticas em adolescentes saudaveis, portadores de diabetes mellitus tipo 1 e de obesidade

PESQUISADORA RESPONSAVEL: Dra. Lilia Freire Rodrigues de Souza Li — Depto. de Pediatria - CIPED —

FCM — UNICAMP

ENDERECO:

Centro de investigacdo em Pediatria - CIPED

Departamento de Pediatria — FCM — UNICAMP

Cidade Universitaria Zeferino Vaz

Campinas — SP — CEP 13081-970

Fone: (19) 3521-8966

Fax: (19) 3521-8972

e-mail: Idesouza@fcm.unicamp.br

IDENTIFICACAO DO PACIENTE:

Nome: Registro do Hospital:
Nome do pai: Nome da mae:
Endereco:
Bairro: Cidade: UF:
CEP: Fone:
IDENTIFICACAO DO RESPONSAVEL:
Nome: Grau de parentesco:
Endereco:
Bairro: Cidade: UF:
CEP: Fone:
OBJETIVOS DA PESQUISA
Eu, , R.G.: , entendo que o paciente

(

), o qual se encontra sob minha responsabilidade,

foi convidado a participar de um

projeto de pesquisa, aprovado pelo Comité de Etica da FCM —
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UNICAMP. O objetivo da pesquisa é avaliar a concentracdo sérica de fatores reguladores do
metabolismo de células beta pancredticas em adolescentes portadores de diabetes mellitus tipo 1 e
obesidade e compara-la a concentragdo dos mesmos em individuos saudaveis, a fim de estabelecer uma
possivel associacdo, mediada pelas concentra¢des de tais fatores, entre obesidade e diabetes e as

alteragdes metabdlicas que ambas acarretam.

JUSTIFICATIVA DA PESQUISA

Eu entendo que a importancia dessa pesquisa consiste no fato de existirem, até o momento, poucos
estudos relacionados a esse assunto, o que limita o conhecimento acerca da secrecdo, a¢do e influéncia
de fatores reguladores do metabolismo de células beta pancreaticas tanto em adolescentes saudaveis
guanto em portadores de diabetes e obesidade. Todavia, existem evidéncias de que alguns desses
fatores possam ser utilizados no tratamento e prevencdo de diabetes, especialmente a do tipo 2 e,
também, da obesidade. Assim, ao trazer esclarecimentos sobre o assunto, esse estudo podera trazer
maiores conclusdGes quanto ao efeito dessas substancias sobre o diabetes, agora do tipo 1, e da

obesidade em adolescentes.
PROCEDIMENTOS

Eu entendo que este estudo inclui pacientes portadores de diabetes mellitus tipo 1 e obesidade, além
de um grupo controle contendo individuos saudaveis, podendo o paciente pelo qual sou responsdvel
integrar qualquer e apenas um desses trés grupos. Dessa forma, ao permitir que participe dessa
pesquisa, o paciente sob minha responsabilidade participard de uma avaliacdo clinica, incluindo idade,
peso, altura e IMC, além de coleta sanguinea apds jejum noturno de 8 horas, ndo sendo necessaria a
hospitalizagdo. Posteriormente, havera uma avalia¢cdo bioquimica, por meio de exames laboratoriais que
poderdo ser realizados por tempo indeterminado apds a coleta, sendo o material biolégico destruido

apds a pesquisa.

Além disso, entendo que sera realizado o teste de clamp hiperglicémico com uma parcela dos
participantes desse estudo: nesse teste, o paciente ficara em repouso em um leito durante uma manha,
com soro instalado em uma veia do brago por um periodo para infundir glicose (“agucar”) no sangue.
Durante o teste uma veia sera usada para colher sangue algumas vezes, sem necessidade de perfurar
outras veias, sendo este o melhor teste para medir a secre¢do de insulina (um dos principais problemas

do diabetes).
RISCOS E DESCONFORTOS

Para a realizacdo dos exames, serdo feitas coletas de sangue venoso. Os riscos vinculados a esse
procedimento sdo minimos, podendo ocorrer dor e/ou manchas roxas (equimoses) no local da coleta,
além de sangramento no local, no caso do clamp hiperglicEmico. O mesmo pode se dizer sobre possiveis
desconfortos, ja que, em geral, essas coletas serdo realizadas de veia do bracgo, por profissional treinado

e devidamente habilitado para realiza-la.
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BENEFICIOS ESPERADOS

Eu entendo que, com a realizacdo dessa pesquisa, que contara com a participa¢do do paciente pelo qual
sou responsavel, poderdo surgir novas perspectivas de tratamento para o diabetes tipo 1 e obesidade,

gue acometem parte significativa e crescente da populac¢do de criancas e adolescentes.

Entendo, também, que ndo haverd nenhum tipo de remuneracdo pela participa¢do do paciente sob
minha responsabilidade nesse estudo. Apenas serdo integralmente ressarcidas eventuais despesas

decorrentes exclusivamente de sua participagdo na pesquisa.
SIGILO

Eu entendo que todo o material e dados obtidos nessa pesquisa fardo parte do prontudrio médico do
paciente e tornar-se-do andénimos, de acordo com os regulamentos do Hospital referentes ao sigilo da
informacdo médica. Se os resultados ou informacgdes fornecidas forem utilizados para fins de publicacdo
cientifica, nenhum nome sera utilizado. Assim, entendo que é garantido o sigilo de dados confidenciais

OU gque possam causar constrangimento ou prejuizos.
FORNECIMENTO DE INFORMACOES ADICIONAIS

Eu entendo que posso requisitar informagGes adicionais e esclarecimentos relativos ao estudo a
gualquer momento — antes, durante e apods a realizacdo da pesquisa. A médica responsavel, Dra. Lilia
Freire Rodrigues de Souza Li, fone (019)3521-8966 ou (019)3521-8986, estara disponivel para responder
as minhas duvidas e preocupagdes. No caso de duvidas sobre questdes éticas do estudo, poderei ligar
para a secretaria da Comissdo de Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas - UNICAMP, Rua: Tessdlia
Vieira de Camargo, 126, CEP: 13083-887, Campinas, SP, Tel.: (19) 3521-8936 ou (19) 3521- 7187. e-mail:

cep@fcm.unicamp.br

RECUSA OU DESCONTINUAGCAO DA PARTICIPAGAO

Eu entendo que a participacdo do paciente pelo qual sou responsdvel nessa pesquisa é totalmente
voluntdria e que eu posso recusar ou retirar meu consentimento, a qualquer momento, incluindo a
retirada da amostra de sangue, sem que isso comprometa os cuidados médicos que o paciente recebe
atualmente ou recebera no futuro ou que acarrete penalidade, prejuizo e/ou represalias de qualquer
natureza. Eu reconhego, também, que a Dra. Lilia Freire Rodrigues de Souza Li pode interromper a

participagdo do paciente nesse estudo a qualquer momento que julgar apropriado.

Nome do participante ou responsavel:

Assinatura do participante ou responsavel:

Nome da testemunha:

Assinatura da testemunha:

Local e data:
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RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR

Foi explicado ao responsavel por 0 objetivo e a

justificativa do estudo, os procedimentos requeridos e os possiveis riscos, desconfortos e vantagens que
poderdo advir do estudo. Eu me comprometo a fornecer uma cépia desse formuldrio de consentimento

ao responsavel pelo participante.

Nome do pesquisador:

Assinatura do pesquisador:

Local e data:
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9. ANEXOS

ANEXO 1 — Parecer de aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Estadual de Campinas

Plataforma Brasil - Ministério da Saude

Faculdade de Ciencias Medicas - UNICAMP

PROJETO DE PESQUISA

Titulo: IN)/ESTIGAQ[\O DO PAPEL DA OSTEOCALCINA NAO CARBOXILADA NA FUNGAO DE
CELULAS BETA PANCREATICAS EM ADOLESCENTES SAUDAVEIS, PORTADORES DE
DIABETES MELLITUS TIPO 1 E DE OBESIDADE

Pesquisador: Lilia Freire Rodrigues de Souza Li Versao: 1
Instituicdo: Faculdade de Ciéncias Medicas - UNICAMP CAAE: 01543712.7.0000.5404

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Numero do Parecer: 14906
Data da Relatoria:27/03/2012

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de um projeto de investigagdo da oesteocalcina (BGP, uma proteina ndo colagénica mais abundante
na matriz éssea, sintetizada por osteocitos e osteoblastos maduros. Estudos feitos com camundongos
mostraram que essa proteina também atua como horménio, influenciando positivamente a produgéo de insulina
pelas células beta do pancreas. Nos seres humanos essa proteina pode estar relacionada ao desenvolvimento
do diabetes mellitus, especialmente a DM2 e com o metabolismo

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar a concentragéo sérica de fatores reguladores do metabolismo de células beta pancreéticas em
adolescentes portadores de diabetes mellitus tipo 1 e obesidade e compara-la a concentragdo dos mesmos em
individuos saudaveis, a fim de estabelecer uma possivel associa¢céo, mediada pelas concentracdes de tais
fatores, entre obesidade e diabetes e as alteragcdes metabdlicas que ambas acarretam.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Nao ha beneficios diretos aos sujeitos de pesquisa, podendo o estudo trazer beneficios sociais. Os maiores
riscos se referem a coleta de amostras de sangue, incluindo e/ou manchas roxas (equimoses) no local da coleta,
além de sangramento no local, no caso do clamp hiperglicémico. Para minimizar tais riscos, as coletas serao
realizadas por profissionais treinados.

Comentarios e Consideragcdes sobre a Pesquisa:

Analitico experimental com dosagem sérica de osteocalcina, glicemia, adiponectica, insulina basal. Em uma
parte dos individuos sera realizado clamp hiperglicémico para avaliagdo da funcdo de células beta. Os pacientes
portadores de Diabetes mellitus tipo 1 ndo serdo submetidos a clamp hiperglicémico, uma vez que estes
pacientes ndo apresentam

secregao de insulina. Apenas uma parcela dos pacientes obesos (20) e de controles saudaveis (20) serao
submetidos ao clamp. Participardo do estudo adolescentes plberes em acompanhamento nos ambulatérios de
Pediatria do Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp). Estas serdo divididas em
trés grupos: 20 pacientes contendo diabetes mellitus tipo 1; 40 pacientes portadores de obesidade; e um grupo
controle de 40 individuos saudaveis. Serdo incluidos no estudo apenas aqueles individuos cujos responsaveis
assinarem um termo de consentimento livre e esclarecido, por meio do qual tomam conhecimento e concordam
em participar da pesquisa.excluidos do estudo pacientes com outras co-morbidades, em uso de outras
medicacgdes, pacientes com doenca osteometabdlica.Sera feita uma avaliagdo clinica do paciente incluindo
estadio puberal, peso, estatura e avaliagdo de IMC, enquadrado nos pardmetros por idade. Serdo mensuradas
as concentragdes plasmaticas de osteocalcina néo carboxilada, adiponectina, insulina e glicose em amostras de
sangue coletadas apds jejum noturno de 8 horas. As concentra¢des de osteocalcina e de adiponectina serdo
avaliadas por meio do método ELISA. A fungéo da célula-B e a sensibilidade a insulina serdo avaliadas pelos
indices do modelo matematico HOMA (Homeostasis Model Assessment) ¢ modelo para avaliagédo da
homeostase ¢, e pela técnica

de clamp hiperglicémico.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacéo obrigatdria:

Além do relatério de pesquisa, foi anexada folha de rosto da CONEP assinada pela pesquisadora responsavel e
complementada por autorizagéo do superintendente do HC/Unicamp. Também foi anexado modelo de TCLE,
adequado.

Recomendacoées:

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacbes:



Aprovado.
Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:

CAMPINAS, 24 de Abril de 2012

Assinado por:
Carlos Eduardo Steiner
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