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RESUMO

INTRODUCAO: A doenga hepética gordurosa nio alcodlica (DHGNA) tem se tornando um
desafio na saude publica, a medida que a prevaléncia da obesidade e sobrepeso vem
aumentando em niveis endémicos nos ultimos anos. Diversos estudos estdo sendo
desenvolvidos na busca de métodos ndo invasivos e acessiveis para diagnosticar, estadiar e
acompanhar a progressdo da DHGNA. Os niveis de ferritina sérica (FS) estdo comumente
elevados em pacientes com DHGNA. O objetivo deste estudo foi avaliar a relagdo entre os
niveis de FS e a gravidade da DHGNA, explorando o papel da FS como marcador nao
invasivo de DHGNA. METODOLOGIA: Foram analisados os dados clinicos,
antropométricos, laboratoriais e histologicos de 431 pacientes adultos portadores de
obesidade, submetidos a cirurgia baridtrica. Os dados foram coletados no periodo pré-
operatorio e apos o primeiro ano da cirurgia. RESULTADOS: A prevaléncia de
hiperferritinemia no periodo pré-operatdrio foi de 18%. Na andlise univariada, niveis de FS
acima do limite superior da normalidade (LSN) foram significativamente associados ao
aumento dos niveis de glicemia de jejum (GJ), aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT) bilirrubinas totais (BT) e uma menor contagem de plaquetas. Estes
pacientes apresentaram também significativamente maior peso, prevaléncia em homens,
diabetes mellitus tipo 2 (DM2), hipertensdo arterial sistémica (HAS) e graus histolégicos mais
avancados de DHGNA, em comparagdo com o grupo que possuia FS normal. Entretanto, a
acuracia dos niveis de FS foi relativamente baixa, com indices de sensibilidade variando de 3-
36%, e especificidade de 83-100%. Apos andlise de regressao multipla, valores elevados de
FS ndo foram preditores independentes de esteatose, esteatohepatite ndo-alcodlica (EHNA) ou
fibrose hepatica, e seus respectivos graus. Observou-se uma redugdo significativa dos niveis
de FS apés o primeiro ano da cirurgia bariatrica. CONCLUSAO: Niveis de FS aumentados
sdo comuns em pacientes com DHGNA, e estdo associados a graus histologicos mais
avancados; contudo, ndo foram considerados fatores preditores independentes de esteatose,
EHNA ou fibrose. A FS ¢ um exame de baixo custo e amplamente disponivel, que apesar de
apresentar uma baixa sensibilidade, possui uma especificidade de 83-100% para identificar as
caracteristicas histologicas da DHGNA (esteatose, EHNA e fibrose), podendo auxiliar no
seguimento dos pacientes portadores de obesidade com DHGNA.

PALAVRAS-CHAVE: ferritina sérica; obesidade; doenca hepatica gordurosa nao alcoolica;

fibrose hepatica; esteatohepatite ndo alcoodlica.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) has become a challenge in
public health, as the prevalence of obesity and overweight has been increasing in endemic
levels in recent years. Several studies are being developed in the search for non-invasive and
available methods to diagnose, stage and follow the progression of NAFLD. Serum ferritin
(SF) levels are commonly elevated in NAFLD patients. The aim of this study was to assess
the relationship between SF levels and NAFLD severity, exploring the role of SF as a non-
invasive marker of NAFLD. METHODOLOGY: Clinical, anthropometric, laboratory and
histological data of 431 adult patients with obesity, who underwent bariatric surgery, were
analyzed. Data were collected in the preoperative period and after the first year of surgery.
RESULTS: The prevalence of hyperferritinemia was 18% in the preoperative period. In the
univariate analysis, SF levels above the upper limit of normal (ULN) were significantly
associated with increased levels of fasting plasma glucose (FPG), aspartate aminotranferase
(AST), alanine aminotransferase (ALT) total bilirubins (TB) and a lower platelet count. These
patients are also associated with higher weight, prevalence in men, diabetes melittus type 2
(DM2), systemic arterial hypertension (SAH) and more advanced histological degrees of
NAFLD, compared to the group that had normal SF. However, the accuracy of the SF levels
was relatively low, with sensitivity indices ranging from 3-36%, and specificity of 83-100%.
After multiple regression analysis, elevated SF values were not independent predictors of
steatosis, steatohepatitis (SH) or liver fibrosis, and their respective degrees. There was a
significant reduction in FS levels after the first year of bariatric surgery (P <0.001).
CONCLUSION: Increased ferritin levels are common in patients with NAFLD, and are
associated with more worse histological grades; however, were not considered independent
predictors of steatosis, NASH or fibrosis. SF is a low-cost and widely available test, which
despite having a low sensitivity, has a specificity of 83-100% to identify the histological
characteristics of NAFLD (steatosis, NASH and fibrosis), and can assist in the follow up of
obese patients with NAFLD.

KEYWORDS: serum ferritin; obesity; non-alcoholic fatty liver disease; hepatic fibrosis;

non-alcoholic steatohepatitis.
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1. INTRODUCAO

A doenga hepatica gordurosa ndo alcoolica (DHGNA) é uma das causas mais
importantes de doenga hepatica no mundo, com uma prevaléncia global de aproximadamente
25%!, e provavelmente, ird emergir como a principal causa de doenga hepética terminal nas

proximas décadas??

. A DHGNA ¢ uma doenga complexa, que ¢ afetada por fatores
ambientais inter-relacionados e predisposi¢do genética®.

A sindrome metabdlica (SM) tem intima relacdo com a DHGNA. As estimativas
globais de prevaléncia da SM em pacientes com DHGNA e com esteatohepatite ndo-alcoolica
(EHNA) sdo de 42,54% e 70,65%, respectivamente!. A obesidade é o fator de risco mais
comum e bem documentado para o desenvolvimento de DHGNA®*>. Entre os pacientes com
obesidade severa submetidos a cirurgia bariatrica, a prevaléncia de DHGNA pode exceder
90%, € até 5% desses pacientes podem ter cirrose®’.

A biopsia hepatica ¢ considerada o exame padrio ouro para o diagndstico e
classificagdo da DHGNA, sendo capaz de avaliar o progndstico e orientar seu tratamento*>%,
Como ndo ¢ plausivel realizar uma bidpsia hepatica em todos os pacientes, inumeras
modalidades ndo invasivas estdo sendo desenvolvidas para diagnosticar e estadiar a EHNA e
a fibrose hepatica. Isso inclui modelos preditivos como escores, biomarcadores séricos e
métodos baseados em técnicas de imagem!'?.

O tratamento bem-sucedido da EHNA deve melhorar os desfechos, ou seja, deve
reduzir a mortalidade associada & EHNA e a progressdo para cirrose ou carcinoma
hepatocelular (CHC)®. Nos doentes que nio respondem as alteragdes do estilo de vida e a
farmacoterapia, a cirurgia baridtrica ¢ uma op¢do para perda ponderal e controle das
complicagdes metabolicas, com resultados estaveis a longo prazo'®. Uma série de trabalhos
indica que a cirurgia bariatrica ¢ eficaz na melhoria das lesdes hepaticas associadas a

DHGNA, inclusive na necroinflamag¢io e fibrose®!%:11:16

, com desaparecimento das lesdes de
EHNA em até 85% dos pacientes um ano apds o procedimento!®.

A caracteristica histologica mais importante da DHGNA associada a mortalidade a
longo prazo ¢ a fibrose*. A fibrose hepatica esta associada ao aumento da mortalidade geral e
relacionada ao figado, e a maior probabilidade de desenvolver complicagdes hepaticas!®. O
estagio histologico é, portanto, crucial para o prognostico a longo prazo'!.

A ferritina sérica (FS) ¢ utilizada em pacientes com DHGNA como parte da

investigagdo laboratorial para descartar outras causas de doenga hepatica'®. Os niveis de FS
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sdo frequentemente elevados em pacientes com DHGNA, acometendo entre 20% a 40% dos

15,16

pacientes Entretanto, ndo estd claro se a hiperferritinemia ¢ simplesmente uma

consequéncia da gravidade da DHGNA ou contribui ativamente para a progressao da
doenga!+1517
Estudos anteriores que examinaram a relacdo entre o nivel de FS e a gravidade
histologica na DHGNA encontraram resultados conflitantes, sendo descrita a associagao

entre os niveis de FS e o aumento da gravidade histologica e da presenca de EHNA e

15,16,18,19,20,21,22,23,24,25,26 9,14,27,28

fibrose , enquanto outros autores ndo observam esta associacao
Nesse contexto, a FS foi proposta como um marcador de EHNA e fibrose hepatica, sendo
incorporada em painéis para avaliagdo da fibrose hepatica?®-%3!. Mais recentemente, a FS foi
proposta como um preditor independente de mortalidade a longo prazo na DHGNA'®,

O objetivo do presente estudo foi de estudar a relagcdo entre os niveis de FS e os
achados clinicos, antropométricos, laboratoriais e histologicos em pacientes adultos,
portadores de obesidade, em acompanhamento no Centro de Tratamento da Obesidade do

Hospital Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre, com o intuito de identificar se os niveis

aumentados de FS poderiam se correlacionar com graus mais avancados de DHGNA.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. DOENCA HEPATICA GORDUROSA NAO ALCOOLICA

A doenga hepética gordurosa nao alcodlica (DHGNA) ¢ definida como o acumulo de
gordura nos hepatocitos, através de exames de imagem ou histologia, na auséncia de causas
secunddrias como o consumo de &lcool, uso de medicagdes esteatogénicas ou doencas
hereditarias*. A DHNA inclui um espectro com diferentes prognosticos: esteatose simples
(ES) e esteatohepatite ndo alcodlica (EHNA); esta ultima pode evoluir para cirrose e
carcinoma hepatocelular (CHC)*>,

A ES ¢ definida como a presenga de esteatose hepatica igual ou superior a 5%, sem
evidéncia de lesdo hepatocelular na forma de balonizacdo de hepatocitos. A EHNA ¢ definida
como a presenca de esteatose hepatica e inflamacdo igual ou superior a 5%, com lesdo de
hepatdcitos (por exemplo, balonizagdo), com ou sem fibrose*.

Recentemente, uma nova nomenclatura para a DHGNA foi proposta. Utilizando um
conjunto de critérios diagnosticos positivos, evitando que uma doenga tdo prevalente tenha

seu diagnodstico baseado em critérios de exclusdo, originou-se o termo doenca hepatica
12



gordurosa associada a disfungdo metabodlica (Metabolic-dysfunction-associated fatty liver
disease - MAFLD). O diagndstico ¢ baseado no reconhecimento de anormalidades
subjacentes na saude metabdlica, com a aceitagdo de que a MAFLD pode comumente
coexistir com outras condigdes, como hepatites virais e doenga hepatica alcodlica (DHA)?>33,
A definicdo de consumo significativo de alcool nos estudos sobre DHGNA varia na
literatura. O consumo didrio de 4lcool acima de 30 g para o sexo masculino e 20 g para o sexo
feminino indica doenga hepatica alcodlica®>**. Outra forma de avaliar corresponde ao niimero
de doses: superior a 21 doses padrao em média por semana para homens e superior a 14 doses

padrdo em média por semana para mulheres ¢ um limiar razoavel para consumo significativo

de alcool ao avaliar pacientes com suspeita de DHGNA®,
2.1.1. Epidemiologia

A DHGNA ¢ uma das causas mais importantes de doenga hepatica no mundo, e
provavelmente, irda emergir como a principal causa de doenca hepatica terminal nas proximas
décadas®?. Isso ¢ confirmado pelo numero crescente de pacientes com DHGNA que
apresentam CHC ou que necessitam de transplante hepatico. De fato, a EHNA atualmente ¢
classificada como a segunda causa mais comum de transplante hepatico nos Estados Unidos
da América (EUA), e provavelmente, ultrapassard as hepatites virais como a causa niimero
um de transplante no futuro®, a medida que mais pacientes com virus da hepatite C (VHC)
forem tratados com regimes antivirais altamente curativos e devido a vacinagao eficaz contra
o virus da hepatite B (VHB)?"-3¢,

A prevaléncia da DHGNA pode variar de acordo com a populagdo estudada e com o

método diagnostico utilizado®!!

. Pesquisas baseadas na elevacdo de enzimas hepaticas
subestimam a prevaléncia real da doenca. Através de metandlise de estudos utilizando
ultrassonografia (USG) ou ressonancia magnética (RM) por espectroscopia de prétons estima-
se uma prevaléncia global de DHGNA de aproximadamente 25%. Os indices mais elevados
encontram-se na América do Sul (31%) e Oriente Médio (32%), seguidos pela Asia (27%),
EUA (24%) e Europa (23%), enquanto o local menos comum é a Africa (14%)!. Embora
escassos, a maioria dos estudos que relatam a prevaléncia de DHGNA na América do Sul
foram realizados no Brasil®. A prevaléncia estimada de DHGNA no Brasil em dois estudos foi
similar, correspondendo a 32% e 36% da populagdo estudada®®*. Ja a prevaléncia de EHNA
na populacdo geral varia entre 1,5% e 6,45%, e pode chegar a 59% nos pacientes com

DHGNA com indica¢do de bidpsia hepatica.
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Os dados sobre a incidéncia de DHGNA sdo bastante escassos. Dos dados disponiveis,
a incidéncia estimada de DHGNA ¢ relatada entre 28 ¢ 52/1000 pessoas/ano!. No entanto,
essas taxas de incidéncia provavelmente sdo subestimadas, dada a crescente incidéncia de
obesidade e diabetes, dois dos principais fatores de risco associados 8 DHGNAS,

A DHGNA tornou-se um problema de satide publica desafiador, uma vez que as
prevaléncias de obesidade e excesso de peso tém aumentado em niveis epidémicos nas
ultimas décadas''*°, Em 2016, a Organizagdio Mundial da Saude (OMS) informou que as
taxas mundiais de sobrepeso e obesidade quase triplicaram desde 1975; mais de 1,9 bilhdo de
adultos (18 anos ou mais) estavam acima do peso, dos quais 650 milhdes eram obesos (13%
da popula¢io adulta mundial)*!. Dados da OMS indicam que os EUA tém o maior nimero de
adultos obesos (109.342.839), seguidos pela China (97.256.700), india (65,619,826), ¢ em
quarto lugar, o Brasil, com 41,857,656 adultos obesos em 201737,

Embora a DHGNA tenha sido inicialmente relatada como mais prevalente entre os
hispanicos, atualmente é observada em todas as regides do mundo'®. Uma menor
suscetibilidade ¢ observada em individuos negros. Uma revisdo sistemdtica sugeriu que a
menor incidéncia e prevaléncia de DHGNA e EHNA em afro-americanos nos EUA estaria
relacionada a diferengas genéticas no metabolismo lipidico; ou seja, esse grupo apresentou
niveis séricos mais baixos de triglicerideos e niveis séricos mais altos de colesterol das
lipoproteinas de alta densidade (HDL- High Density Lipoprotein) do que pacientes com
DHGNA hispanicos ou brancos*?.

Pacientes com DHGNA, especialmente aqueles com EHNA tém maior mortalidade
por causas hepéticas e, possivelmente, mortalidade geral'. Embora o risco de mortalidade
relacionada ao figado seja aumentado em pacientes com DHGNA e estagios de fibrose
hepatica F3 ou F4, a principal causa de morte nestes individuos ¢ a doenga cardiovascular
(DCV)>4,

O CHC associado a DHGNA pode ser diagnosticado nos estadios mais avangados pela
vigilancia menos sistematica e por menores indices de tratamento’. Ao diagndstico, os
pacientes com CHC associado a DHGNA costumam ser mais velhos e tém mais
comorbidades extra-hepaticas do que aqueles com CHC sem DHGNA; no entanto,
apresentam uma menor prevaléncia de cirrose (apenas 2/3 dos casos). Em um estudo
americano com 1.550 pacientes com diagnostico de CHC, aproximadamente 13% ndo
possuiam cirrose, constatando que a presenca de DHGNA ¢ um fator independentemente

associado ao CHC na auséncia de cirrose*. Apesar de ser considerada um fator de risco para
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o CHC, atualmente ndo existem recomendacdes sobre plano de vigilancia da DHGNA e sua
efetividade’.

Embora o VHC continue sendo a principal etiologia de doenga hepdtica cronica, a
DHGNA ¢ a etiologia que mais cresce nos ultimos anos. Em 2013, a DHGNA tornou-se a
segunda etiologia mais comum de transplante hepatico nos EUA®. A sobrevida dos pacientes
com e sem DHGNA apos 1, 3 e 5 anos do transplante hepatico ¢ semelhante. No entanto, os
pacientes com DHGNA tém maior probabilidade de morrer de complicagdes cardiovasculares

ou sepse®.

2.1.2. Etiologia

A DHGNA ¢ uma doenga complexa, que ¢ afetada por fatores ambientais inter-
relacionados e predisposicdo genética. A contribui¢do exata de cada um dos componentes
genéticos ou ambientais no desenvolvimento da DHGNA ainda ndo estd bem clara, e pode
variar em diferentes regides?. Alguns fatores de risco ja foram bem estabelecidos. O aumento
da idade apresenta correlacdo direta com a prevaléncia de DHGNA, possivelmente devido ao
aumento da resisténcia insulinica e da incidéncia de sindrome metabolica (SM) que ocorre ao
longo dos anos'. Embora seja varidvel, a DHGNA geralmente ocorre em uma taxa mais
elevada entre os homens do que entre as mulheres®!3:43:4647

A SM tem intima relagdo com a DHGNA. As estimativas globais de prevaléncia da
SM em pacientes com DHGNA e com EHNA séo de 42,54% e 70,65%, respectivamente!. A
DHGNA ¢ considerada a manifestagdo hepatica da SM*, que é definida pela presenga de trés
dos cinco critérios: glicemia em jejum alterada (maior ou igual a 100 mg/dl) ou tratamento
para diabetes mellitus tipo 2 (DM2), pressdo arterial maior ou igual a 130/85mmHg ou
tratamento para a hipertensdo, hipertrigliceridemia (triglicerideos superior a 150mg/dl),
diminui¢do do colesterol das lipoproteinas de alta densidade (HDL menor que 40/50 mg/dl
para homens/mulheres) e aumento da circunferéncia abdominal (maior ou igual a 94/ 80cm
para homens/mulheres caucasianos)*.

Devido a essa associagdo bidirecional entre DHGNA e SM, todos os individuos com
DHGNA devem fazer rastreio para as caracteristicas da SM, independentemente dos niveis de
enzima hepaticas; e de igual modo, a presenca de SM em qualquer doente deve levar a uma
avaliagdo do risco de DHGNA”.

A obesidade é o fator de risco mais comum e bem documentado para DHGNA*>,

Viérios estudos revelaram altas taxas de DHGNA entre populacdes obesas submetidas a
15



cirurgia bariatrica''*8, nos quais a prevaléncia de DHGNA pode exceder 90%, e até 5%
podem apresentar cirrose inesperada®. A obesidade deve levar a inclusdo dos doentes em um
programa estruturado de perda ponderal e/ou a referenciacdo a um especialista em obesidade.
Todos os casos devem fazer rastreio completo de DCV?>,

A DM2 ¢ um importante fator de risco para a DHGNA. A prevaléncia global de
DHGNA entre pacientes com DM2 ¢ de 55,5%. A DM2 parece acelerar a progressdo da
doenga hepatica na DHGNA*2, ¢ o controle glicémico deficiente aumenta o risco de fibrose
na EHNA!

A dislipidemia pode estar presente em 69% dos pacientes com DHGNA e 72% dos
pacientes com EHNA. A alta prevaléncia de SM e hiperlipidemia em pacientes com DHGNA
sugere que estratificacdo de risco e tratamento agressivo sdo necessarios para controlar o risco

de DCV nesses pacientes’.
2.1.3. Histopatologia

A DHGNA ndo era reconhecida como uma causa de elevacdo de enzimas hepaticas
antes da década de 80%. Historicamente, a terminologia e os conceitos das caracteristicas
histopatoldgicas da DHGNA foram derivados da doenga hepatica alcodlica™.

O termo EHNA foi utilizado pela primeira vez em 1980 por Ludwig et all, na Clinica
Mayo, para descrever 20 pacientes com alteracdes na bidpsia hepatica compativeis com
hepatite alcoolica, no entanto, na auséncia de consumo excessivo de alcool. O estudo
caracterizou as amostras de tecido hepatico pela presenca de alteragdes gordurosas marcantes,
com evidéncias de hepatite lobular, necrose focal com infiltrado inflamatorio misto e, na
maioria dos casos, corpos de Mallory. Evidéncias de fibrose foram encontradas na maioria
das amostras e cirrose foi diagnosticada em trés pacientes. A doenga era mais comum em
mulheres. A maioria dos pacientes era obeso e muitos apresentavam doengas associadas a
obesidade, como DM2 e colelitiase. Presenga de hepatomegalia e anormalidades leves da
fungdo hepatica foram achados clinicos comuns no estudo®.

Embora possa haver diferencas de grau, as caracteristicas histologicas da hepatite
gordurosa alcoolica e da hepatite gordurosa ndo alcoolica sdao suficientemente semelhantes
para impedir um diagnostico etiologico baseado apenas na histologia. As caracteristicas
histopatologicas que sdo investigadas incluem: acumulo de triglicerideos hepatocelulares;
lesdo hepatocelular em localizagdo centrolobular, que ¢ mais grave na zona acinar; dano

citoesquelético mostrado como balonizacdo hepatocelular, com ou sem corpos de Mallory-
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Denk; inflamagdo parenquimatosa com predominio de linfocitos e macrofagos, embora
neutrofilos possam estar presentes em casos graves; € fibrose perisinusoidal, vista como
deposicdo de colageno no espago de Disse®.

Os objetivos da avaliagdo histopatologica em um individuo com suspeita de DHGNA
incluem a confirmacdo ou exclusdo do diagnostico e identificar a gravidade da doenga. O
laudo da patologia deve incluir uma distingao entre ES ¢ EHNA (esteatose com inflamagao
lobular e portal e balonizacdo hepatocelular). Um comentario sobre a gravidade (leve,
moderada ou grave) pode ser util. A presenca ou auséncia de fibrose deve ser descrita. Se
presente, uma declaracdo adicional relacionada a localizag¢do, quantidade e remodelacdo do
parénquima € necessaria®.

Sistemas de pontuacdo especificos podem ser utilizados conforme apropriado®.
Existem trés sistemas atualmente em uso: o escore de Brunt*®, o escore NASH CRN*7 e o
escore SAF (esteatose, atividade e fibrose)®.

O escore de Brunt foi proposto como um método para graduar a gravidade da EHNA,
e ndo se destinava a ser aplicado a casos que ndo atendiam aos critérios minimos para
esteatohepatite. A classificagdo da esteatohepatite em leve, moderada e grave foi baseada em
uma impressao geral da gravidade da esteatose, inflamagdo e principalmente da balonizagao
de hepatocitos™®.

O sistema NASH CRN foi desenvolvido especificamente para uso em ensaios clinicos
e estudos de histéria natural da doenga como um método detalhado para rastrear alteracdes
histologicas. Ele foi projetado para cobrir o espectro de mudancas desde as formas mais leves
de esteatose até as formas mais graves de esteatohepatite®. O escore desenvolvido foi o
NAFLD Activity Score (escore NAS), que atribuiu um grau numérico a cada item, de modo
que a gravidade da esteatose fosse classificada de 0 a 3, a balonizagdo hepatocelular de 0 a 2,
e a inflamag@o lobular de 0 a 3°7. A pontuagdo do escore NAS equivale a soma ndo ponderada
desses trés numeros, variando de 0 a 8. A melhora na gravidade histologica ¢ acompanhada
por uma diminui¢do no escore NAS!?. Entretanto, este escore nio deve ser utilizado para o
diagnéstico da EHNA, mas sim para a avaliacdo da gravidade da doenga, quando o
diagnostico ja foi estabelecido pela avaliagio histologica global>®

O sistema SAF ¢ o mais recente e ainda ndo foi amplamente utilizado em ensaios
clinicos®. Foi publicado em 2012, como um algoritmo histopatologico e sistema de
pontuacdo para avaliacdo de lesdes hepaticas em pacientes com obesidade morbida. Embora,

aparentemente, o SAF pareca ser um sistema muito semelhante, este escore separa o grau de
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esteatose (S) do grau de atividade necroinflamatoria (A) e, portanto, pode fornecer maior
particularidade em termos de atividade da doenga e ajudar a distinguir a esteatose da ENHAS3.

O estadiamento da fibrose ¢ pontuado separadamente, por ser considerado um sinal do
estagio da doenca, e ndo um grau de lesdo. No sistema NASH CRN, ¢ classificada como:
fibrose estdgio 0 (sem fibrose); estagio 1 (fibrose pericelular centrolobular ou fibrose
periportal em criangas); estagio 2 (fibrose centrolobular e periportal); estdgio 3 (fibrose em
ponte); e estagio 4 (cirrose)>”.

Finalmente, nenhum sistema de pontuacdo histoldgica pretende substituir a descri¢ao
analitica da bidpsia hepatica’®. Embora sejam confidveis e uteis, ndo resumem todas as
informagdes veiculadas por uma bidpsia hepdtica, e devem servir como ferramentas
adicionais na compreensdo das lesdes hepaticas®!.

Apesar de sua alta prevaléncia, apenas uma pequena minoria de pacientes com
DHGNA desenvolve inflamagdo e subsequentemente fibrose e doenga hepéatica cronica,
enquanto a maioria deles exibe apenas esteatose simples®>. Embora a maioria dos pacientes
apresente um curso relativamente benigno, ¢ vital diferenciar os 25% a 30% dos pacientes
com EHNA, daqueles com DHGNA sem EHNA®,

O conhecimento da patogénese da DHGNA ¢ de extrema importancia. A hipdtese de
"dois hits" ou “dois gatilhos”, atribui o acumulo hepatico de lipidios ao estilo de vida
sedentario, dieta rica em gordura, obesidade e resisténcia a insulina, que atuaria como o
“primeiro hit”, sensibilizando o figado a novas injlrias, que por sua vez, levariam ao
“segundo hir”, ativando cascatas inflamatorias e a fibrogénese®. Atualmente esta hipdtese €
inadequada para explicar as varias mudangas moleculares e metabdlicas que ocorrem na
DHGNA. Sendo assim, a hipdtese de “multiplos Aits” considera multiplas injurias agindo em
conjunto, em individuos geneticamente predispostos para induzir DHGNA. Esses hits incluem
resisténcia a insulina, hormodnios secretados pelo tecido adiposo, fatores nutricionais,
microbiota intestinal e fatores genéticos e epigenéticos®>%6.

A caracteristica histologica mais importante da DHGNA associada a mortalidade a
longo prazo ¢ a fibrose*. A fibrose hepatica esta associada ao aumento da mortalidade geral e
relacionada ao figado, a maior probabilidade de desenvolver complicagdes hepaticas e ao
transplante hepatico'®. Essa associa¢do de fibrose hepatica com resultados a longo prazo
independe da presenga ou gravidade de outras caracteristicas histologicas e do escore de

atividade NAS; ou seja, a presenca e a gravidade da fibrose, independentemente do
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diagnostico de EHNA, é que ditam o prognodstico dos pacientes com DHGNA®-67:68.69.70
estagio histologico é, portanto, crucial para o prognostico a longo prazo'!.

Em estudo publicado por Ekstedt e colaboradores, o estagio de fibrose foi o preditor
mais significativo para mortalidade especifica por doenca na DHGNA, apo6s até 33 anos de
acompanhamento. A mortalidade geral ndo aumentou em pacientes com escore NAS 5a § e
fibrose estagio 0 a 2, enquanto os pacientes com fibrose estagio 3 e 4, independentemente de
escore NAS, tiveram mortalidade aumentada. O escore NAS ndo foi capaz de prever a
mortalidade geral, ao passo que o estagio da fibrose previu a mortalidade geral e especifica da
doenga'?.

Acredita-se que a progressao da fibrose e da remodelagdo arquitetonica se desenvolva
em 10% a 15% dos pacientes com EHNA e a cirrose em 15% a 25%’!. Em geral, a DHNA
progride lentamente tanto nos adultos como nas criangas, mas a fibrose progride rapidamente
em 20% dos casos. A taxa de progressao corresponde a um estadio de fibrose a cada 14 anos
na ES e a cada 7 anos na EHNA, e pode duplicar quando ha hipertensio arterial associada. E
importante reconhecer que os fatores mais fortemente associados a progressdo da DHGNA
incluem idade avancgada (embora isso possa estar mais relacionado ao tempo de exposicao do
que a idade real), presenca de obesidade visceral, presenga de DM2 ou resisténcia a insulina’.
Nesse contexto, o foco principal do atendimento clinico ¢ discernir pacientes com DHGNA

com maior risco de complicagdes relacionadas ao figado?.
2.1.4. Diagnostico

O diagnoéstico da DHGNA requer habitualmente a presenca de esteatose hepatica,
através de exame de imagem ou histologia, auséncia de consumo significativo de alcool,
auséncia de outras etiologias para a esteatose, e a exclusdo de causas coexistentes de doenca
hepatica cronica. As causas mais comuns de esteatose hepdatica que devem ser investigadas
sd0 o consumo significativo de alcool, hepatite C, uso de medicamentos, nutri¢do parenteral,
doenca de Wilson e desnutrigio grave. E importante excluir também as demais causas de
doenca hepatica cronica, como hemocromatose, doenga hepatica auto-imune, hepatite viral
cronica, deficiéncia de alfa-1 antitripsina, doenga de Wilson e lesdo hepdtica induzida por
drogas*. Uma vez descartadas outras causas de esteatose, o diagnostico de DHGNA deve ser
considerado. Nesse contexto, deve ser determinada a presenca de comorbidades comumente
associadas, como obesidade, dislipidemia, resisténcia a insulina ou diabetes, hipotireoidismo,

sindrome dos ovarios policisticos e apneia do sono®.
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Recentemente, um grupo internacional de pesquisadores sugeriu a modificagdo na
nomenclatura e nos critérios diagnodsticos. Sendo assim, a DHGNA passa a ser denominada de
MAFLD (metabolic associated fatty liver disease — ainda sem equivaléncia para o portugués),
e os novos critérios propdem um um diagndstico positivo de MAFLD, baseados em
evidéncias histologicas, de imagem ou de biomarcadores sanguineos de esteatose hepatica,
além de um dos seguintes trés critérios: sobrepeso/obesidade, presenca de DM2 ou evidéncia
de desregulacdo metabodlica. A desregulagdo metabolica ¢ definida pela presenca de pelo
menos duas anormalidades de risco metabolico: circunferéncia abdominal > 102/88 cm em
homens/mulheres caucasianos ¢ > 90/80 cm em homens/mulheres asidticos; pressdo arterial
maior ou igual a 130/85 mmHg ou uso de anti-hipertensivo; triglicerideos igual ou superior
150 mg/dL ou tratamento medicamentoso especifico; colesterol HDL plasmatico inferior a 40
mg/dL para homens e inferior a 50 mg/dL para mulheres ou tratamento medicamentoso
especifico; pré-diabetes (glicemia jejum 100-125 mg/dL, ou glicemia 2 horas pos-dextrosol
140-199 mg/dL) ou hemoglobina glicada de 5,7% a 6,4%; modelo de avaliagdo da
homeostase (HOMA) escore > 2,5; proteina C reativa ultrassensivel superior a 2 mg/L*. Esta
proposta ainda necessita valida¢do para ampla implementacao.

A biopsia hepatica permanece sendo o exame padrdo ouro para o diagnostico e
classificagdo da DHGNA; ela ¢ essencial para diferenciar esteatose simples de EHNA e para o
estadiamento da fibrose, e assim, ¢ capaz de avaliar o prognostico da doenca e orientar seu
tratamento*’-%%73,

Como ndo ¢ plausivel realizar uma biopsia hepatica em todos os pacientes, esta deve
ser considerada em pacientes com DHGNA que apresentam maior risco de doenga
avangada’. Segundo a Sociedade Brasileira de Hepatologia (SBH), a biopsia hepatica deve
ser recomendada nas seguintes situagdes: pacientes com suspeita de EHNA e no diagnostico
diferencial com outras doencas cronicas do figado; pacientes com DHGNA com risco elevado
de ter EHNA e/ou fibrose avangada sugerida pelos marcadores sorologicos e/ou elastografia
hepatica; pacientes com enzimas hepaticas (alanina aminotransferase [ALT] /aspartato
aminotransferase [AST]) elevadas por mais de trés meses e pacientes portadores de SM nao
controlada com medidas comportamentais depois de seis meses. A biopsia hepatica também
pode ser recomendada em pacientes com niveis persistentemente elevados de FS aumento da
saturagdo de ferro, especialmente em pacientes com mutagdes do gene HFE”.

Embora a bidpsia hepatica seja a modalidade mais precisa para diagnosticar e

especificar a gravidade da EHNA, trata-se de um método invasivo, dispendioso, associada a
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complicag¢des potenciais e influenciada pela variabilidade interobservador das caracteristicas
patologicas individuais. Um nimero de modalidades ndo invasivas para diagnosticar e
estadiar EHNA e fibrose hepdtica estd sendo desenvolvido. Isso inclui modelos preditivos
como escores, biomarcadores séricos e testes baseados em técnicas radiologicas®’37677,

No contexto da DHGNA, o primeiro desafio diagndstico ¢ mostrar com precisdo a
presencga de gordura no figado. Atualmente, 20% a 33% ¢ considerado um nivel confidvel no
qual a esteatose ¢ detectada por métodos de imagem convencionais; no entanto, a presenca de
gordura superior a 5% ja é considerada anormal’®. Deste modo, pode-se dizer que a
ultrassonografia (USG), a tomografia computadorizada (TC) ou a ressonancia magnética
(RM) de abdome diagnosticam adequadamente a esteatose moderada a grave e fornecem
informagdes hepatobiliares adicionais, e por isso, devem ser realizadas como exames
diagnosticos de primeira linha.

Devido, em parte, as limitacdes de outros testes ndo invasivos, a USG continua sendo
a modalidade de imagem mais utilizada para diagnosticar e classificar a esteatose
hepatica’”. A USG é amplamente disponivel, segura, bem tolerada e relativamente barata, e
pode ser executada em scanners de qualquer fabricante™7°,

Em contraste com outras técnicas de imagem, como USG e TC, que avaliam a
esteatose hepatica através de pardmetros como atenuacdo e ecogenicidade, a RM quantifica a
esteatose hepatica medindo a fracdo de gordura da densidade de protons (FGDP), que ¢ a
fracdo de protons visiveis a RM, ligada a gordura, dividida por todos os prétons no figado
(ligados & gordura e a agua)®’. Dessa forma, a espectroscopia por RM quantifica a FGDP,
sendo considerado o teste com melhor acuracia para quantificar a esteatose hepatica’. No
entanto, as limitacdes deste método incluem: disponibilidade restrita, necessidade de
conhecimento em prescri¢do de protocolo, coleta de dados e andlise espectral®. Esta técnica é
muito util nos ensaios clinicos e nos estudos experimentais, mas ¢ dispendiosa e ndo ¢
recomendada no contexo clinico’.

Além dos testes ndo invasivos baseados nas modalidades de imagem, ha uma tentativa
de definir biomarcadores nao-invasivos usando modelos preditivos ou biomarcadores séricos.
Esses marcadores ndo-invasivos incluem aqueles baseados nos niveis de ALT, FS, aqueles
que incluem componentes da sindrome metabdlica, dosagem de niveis de fragmentos
circulantes de citoqueratina-18, bem como testes baseados em marcadores soluveis, como

Fibrometer, painéis de microRNA e painéis lipidomicos®®°.
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Devido a modesta acuracia dos marcadores individuais de EHNA, combinagdes de
marcadores foram examinadas para aumentar a utilidade diagndstica’”. As melhores
pontuacdes validadas de esteatose sdo o indice do figado gordo (FLI), o SteatoTest® e o
NAFLD-liver fat score (NAFLD-LFS). Todas estas foram validadas externamente na
populacdo geral ou nos individuos com obesidade de grau III, e preveem os desfechos e
mortalidade metabolicos, hepaticos e cardiovasculares. Estas pontuacdes estdo associadas a
resisténcia insulinica e preveem adequadamente a presenga, mas ndo a gravidade, da
esteatose”.

Os biomarcadores séricos sdo a melhor opgao para estudos de rastreio em larga escala,
visto que a disponibilidade e o custo dos exames de imagem afeta consideravelmente a
viabilidade®. Utilizando biopsias hepaticas para diagnosticar EHNA, um estudo determinou
que a frequéncia de EHNA em individuos com ALT normal (inferior a 35 U/L) era de 11%,
enquanto naqueles com ALT elevada (maior ou igual a 35 U/L) era de 29%, e se o ALT fosse
aumentado duas vezes o limite superior do normal (superior a 70 U/L), apresentava
sensibilidade de 50% e especificidade de 61% para EHNAS3!. Paradoxalmente, em meta-
andlise recente, foi investigada a propor¢do de pacientes com DHGNA com valor normal de
ALT no total de pacientes com DHGNA. Observou-se que 25% dos pacientes com DHGNA e
19% pacientes com EHNA tinham os valores normais de ALT no total de pacientes com
DHGNA e EHNA. O valor da ALT como indicador metabolico significativo ndo possui
precisdo suficiente para diagnosticar a DHGNA e a EHNA3%#2 mas pode servir de alerta e
indicar o rastreio da DHGNA3®* pois esta doenga é a principal causa do aumento
inexplicado de enzimas hepaticas’.

Os niveis plasmaticos de fragmentos de citoqueratina-18 (CK-18) sdo um marcador de
apoptose de hepatocitos’. No ano de 2009, Feldstein et al, descobriram que os niveis de CK-
18 eram preditores de EHNA em pacientes com DHGNA?’. Desde a liberagdo de suas
observagdes, houve intensas investigagdes sobre niveis circulantes aumentados de fragmentos
de CK-18 e sua associacdo com EHNA. Todavia, existem varios problemas em relacdo a esse
método diagnostico, como a falta de um teste clinico disponivel no mercado, baixa
reprodutibilidade com sensibilidade e especificidade limitada no nivel individual do paciente
e a falta de um ponto de corte claro que limita sua utilidade clinica no momento®.

A hiperferritinemia estd associada a EHNA, e a utilizacdo da FS como um teste
laboratorial clinicamente disponivel tem sido sugerida para orientar o tratamento da doenga.

A FS tem sido incluida em escores nao-invasivos para predizer maior gravidade da DHGNA.
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De fato, um escore incorporando niveis de FS ja foi desenvolvido e validado para a triagem
de EHNA em uma coorte de pacientes japoneses®’. No entanto, esse sistema de pontuagdo
exigiu medi¢des de colageno 7S tipo IV, que ndo sdo disponiveis na pratica clinica e
consequentemente resultando em uma limitagdo ao seu uso’.

Em um estudo com 405 pacientes com DHGNA, a adicdo de AST, Indice de massa
corporal (IMC), contagem de plaquetas, DM e HAS aos niveis de FS aumentou o AUROC
para o diagnéstico de EHNA para 0,81, em comparagdo com um AUROC de 0,62 quando a
FS foi utilizada isoladamente®.

O diagnoéstico da EHNA fornece informagdo prognostica importante e pode indicar um
aumento do risco de progressdo da fibrose, evolugdo para cirrose e possiveis comorbidades
hepaticas, como o CHC. A EHNA também pode indicar um seguimento estrito e,
possivelmente, a necessidade de uma terapéutica mais intensiva®.

Na prética clinica, ndo ha nenhum algoritmo universalmente aceito no diagnostico e
abordagem da fibrose no contexto da DHGNA”’. As ferramentas ndo-invasivas comumente
utilizadas para avaliar a presenca de fibrose avancada na DHGNA incluem parametros
clinicos (NAFLD escore, indice FIB-4, Indice da razio AST/plaquetas [APRI]),
biomarcadores séricos (Enhanced Liver Fibrosis  [ELF], Fibrometer, FibroTest® ¢
Hepascore) ou imagem (elastografia transitoria [FibroScan], elastografia por RM, imagem de
impulso de forca de radiagdo acustica [ARFI] e elastografia de onda de cisalhamento
supersoOnica [shear-wave])*6384,

Muitos marcadores tém demonstrado precisdo diagnostica aceitavel®>. O NAFLD
escore ¢ o indice FIB-4 foram validados externamente em popula¢des multiétnicas com

DHGNA, obtendo resultados consistentes. O NAFLD escore, o FIB-4, o ELF escore € o

FibroTest® preveem mortalidade global, mortalidade cardiovascular e mortalidade especifica
por hepatopatia>!3. Apesar do uso de marcadores ndo invasivos da doenga hepatica cronica, a
bidpsia hepética permanece o padrdo-ouro para a avaliagdo da fibrose na DHGNA!87L,
Atualmente, as modalidades de imagem que utilizam elastografia hepética ganharam
ampla aceitagdo para a avaliagdo de fibrose. A modalidade de imagem mais validada em uso
para pacientes com DHGNA ¢ a elastografia hepdtica transitoria controlada por vibragao
(VCTE). Utilizando a sonda XL, 90% dos pacientes podem superar as limitagdes desta
tecnologia®. A elastografia hepatica transitoria mede a rigidez do figado de maneira ndo
invasiva. E melhor para identificar fibrose avancada ou para afastar a presenca de fibrose,

devido ao seu alto valor preditivo negativo. Mas apresenta desempenho mais modesto nos
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graus intermediarios de fibrose®*36. As principais desvantagens deste exame sdo os resultados
ndo confiaveis na presenca de IMC elevado’® e naqueles com ascite significativa®. Sendo
assim, a elastografia por RM ¢ o teste mais preciso para avaliar a fibrose, mas seu uso ¢
limitado pelo custo e pela disponibilidade’. E razoavel usar testes baseados em USG em
individuos ndo obesos e considerar o uso de elastografia por RM em individuos com
obesidade, especialmente obesidade morbida®’.

As diretrizes atuais fornecem recomendagdes conflitantes sobre o rastreio da
DHGNAB3®. As diretrizes conjuntas da Associagdo Europeia para o Estudo do Figado (EASL),
Associagdo Europeia para o Estudo do Diabetes (EASD) e da Associacdo Europeia para o
Estudo da Obesidade (EASO), ndo recomendam que o rastreio seja realizado para populagao
geral. No entanto, pacientes com maior risco de formas progressivas de DHGNA, como os
portadores de obesidade ou SM, devem ser submetidos a USG abdominal e dosagem de
biomarcadores séricos e enzimas hepdticas para o rastreio ndo invasivo da esteatose, EHNA e
fibrose. Além disto, também devem ser avaliados o consumo de alcool e a investigagdao de
outras doengas hepaticas cronicas, pois podem originar lesdes hepaticas mais graves 2,

No entanto, segundo a AASLD (Associagdo Americana para o Estudo de Doengas do
Figado), o rastreamento de rotina para DHGNA em grupos de alto risco ndo ¢ recomendado
no momento, devido as incertezas em torno dos testes para diagnostico e das opgdes de
tratamento, além da falta de conhecimento relacionado aos beneficios a longo prazo e relagao
custo-beneficio da triagem**. O consenso da SBH orienta que no momento, ndo existe uma
defini¢do de politica para o rastreamento de pacientes com alto risco de desenvolver
DHGNA”., Por fim, a triagem para EHNA provavelmente serd custo-efetiva quando

estiverem disponiveis medicamentos com alta eficécia e efeitos adversos aceitaveis.
2.1.5. Tratamento

O manejo da DHGNA deve contemplar o tratamento da doenca hepatica, bem como
das comorbidades metabolicas associadas, como obesidade, hiperlipidemia, resisténcia
insulinica e DM2. Dado que pacientes com DHGNA sem EHNA ou qualquer fibrose tém
excelente prognostico do ponto de vista hepatico, os tratamentos farmacoldgicos voltados
principalmente para melhorar a doenga hepatica geralmente devem ser limitados aqueles com

EHNA e fibrose comprovadas por bidpsia hepatica**°.
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O tratamento bem-sucedido deve reduzir a mortalidade e a progressdo da EHNA para
cirrose ou CHC. A resolugdo das lesdes histologicas que definem a EHNA atualmente ¢ aceita
como um desfecho substituto, especialmente nos ensaios clinicos’4.

A modificacdo do estilo de vida que consiste em dieta, exercicio fisico e perda de peso
tem sido defendida no tratamento de pacientes com DHGNA. Os melhores dados gerados até
o momento demonstram que a perda de peso ¢ a chave para a melhoria das caracteristicas
histopatoldgicas da EHNA*?’, Uma combinagdo de dieta hipocaldrica (redugdo diaria de 500
a 1.000 kcal) e exercicio de intensidade moderada provavelmente fornecerd a melhor
probabilidade de sustentar a perda de peso a longo prazo. A perda de peso de pelo menos 3%
a 5% do peso corporal parece necessaria para melhorar a esteatose, mas ¢ necessaria uma
maior perda de peso (7% a 10%) para melhorar a maioria das caracteristicas histopatoldgicas
da EHNA, incluindo fibrose**>.

Os alvos da terapia medicamentosa, tanto das existentes como as que sao objeto de
pesquisas, baseiam-se na patogénese da doenga, com foco na resisténcia insulinica, no
estresse oxidativo e no processo inflamatdrio, todos componentes essenciais para a evolucao
da esteatose simples para EHNA e fibrose”!.

A farmacoterapia deve ser reservada para doentes com EHNA, particularmente para
aqueles com fibrose significativa (estdgio F2 e superior). Os doentes com doenca menos
grave, mas como alto risco de progressdo (diabetes, SM, aumento persistente da ALT e/ou
necroinflamacdo), também podem ser candidatos ao tratamento, para prevenir a progressao da
doenga*”.

Em relagdo ao tratamento medicamentoso, a metformina ndo ¢ recomendada no
tratamento da EHNA em pacientes adultos. Embora varios estudos tenham demonstrado uma
melhora nas aminotransferases séricas e na resisténcia insulinica, a metformina nao melhora
significativamente a histologia hepatica*>.

As tiazolidinedionas sdo agonistas do receptor ativado por proliferador de
peroxissoma (PPAR) com efeitos insulinossensibilizantes®. A pioglitazona melhora a
histologia hepatica em pacientes com ¢ sem DM2 com EHNA comprovado por bidpsia.
Riscos e beneficios devem ser discutidos com cada paciente antes de iniciar o tratamento. Até
que dados adicionais apoiem sua seguranga e eficécia, a pioglitazona nao deve ser usada para
tratar DHGNA sem EHNA comprovada por bidpsia*. Os efeitos colaterais da glitazonas sdo
motivo de preocupacdo: ganho ponderal, fraturas Osseas no sexo feminino e, raramente,

insuficiéncia cardiaca congestiva. Apesar do perfil de seguranga e tolerabilidade, a
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pioglitazona pode ser utilizada em doentes selecionados com EHNA, particularmente na DM2
na qual o farmaco tem utiliza¢do aprovada’.

O papel dos agonistas do peptideo 1 do tipo glucagon (GLP-1) como agentes
terapéuticos em pacientes com DHGNA e EHNA ainda ndo estd bem estabelecido. E
prematuro considerar os agonistas do GLP-1, como a liraglutida, para tratar especificamente a
doenga hepatica em pacientes com DHGNA ou EHNA*?,

O estresse oxidativo ¢ considerado um mecanismo chave de lesdo hepatocelular e
progressao da doenga em individuos com EHNA. A vitamina E ¢ um antioxidante e tem sido
investigada como um dos tratamentos para a EHNA. A vitamina E administrada em uma dose
diaria de 800 UI /dia melhora a histologia hepatica em adultos ndo diabéticos com EHNA
comprovada por biopsia hepdtica e, portanto, pode ser considerada para essa populagdo de
pacientes. A vitamina E ndo ¢ recomendada no tratamento da EHNA em pacientes diabéticos,
na DHGNA sem biopsia hepatica, cirrose por EHNA ou cirrose criptogénica®. Existem
preocupagdes sobre a seguranga a longo prazo da vitamina E°.

Uma metanalise sugeriu que doses superiores a 800 UI /dia estavam associadas ao
aumento da mortalidade por todas as causas®’. No entanto, essa metanalise foi criticada por
conter vieses de sele¢do, pois varios estudos com baixa mortalidade foram excluidos, e
possiveis vieses de confusdo, como a administragdo concomitante de outras drogas, como a
vitamina A e o tabagismo. No entanto, outra metanalise realizada posteriormente, avaliando
57 estudos, ndo demonstrou efeito na mortalidade por todas as causas com doses de vitamina
E de até 5.500 UI /dia®’. Além disto, alguns estudos associaram o uso da vitamina E a
ocorréncia de acidente vascular cerebral hemorragico® e carcinoma da prostata nos homens
com mais de 50 anos de idade>*°.

O 4cido ursodeoxicolico ndo ¢ recomendado para o tratamento da DHGNA ou EHNA.
Os acidos graxos 6mega-3 nao devem ser usados como tratamento especifico da DHGNA ou
EHNA, mas podem ser considerados para tratar a hipertrigliceridemia em pacientes com
DHGNA*.

O 4cido obeticolico, um agonista sintético do recetor farnesoide X, apresentou
resultados positivos em ensaio clinico randomizado de fase I1I, REGENERATE, em pacientes
com EHNA. Neste estudo, os pacientes tratados com acido obeticolico 25 mg por 18 meses,
obtiveram uma melhora significativa na fibrose e nos principais componentes da atividade da
doenga na EHNA%. Além de melhorar as principais caracteristicas histologicas®’, foi

observada reducdo significativa nos parametros laboratoriais, incluindo normalizacdo da ALT
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e AST. Consistente com estudos clinicos anteriores com acido obetiquélico, prurido e
aumento do colesterol das lipoproteinas de baixa densidade (LDL- Low Density Lipoprotein)
foram os eventos adversos mais comumente relatados”®.

As estatinas podem ser seguramente utilizadas para reduzir o colesterol LDL e
prevenir o risco cardiovascular, ndo trazendo qualquer beneficio ou risco para a doenca
hepatica’.

Nos doentes que ndo respondem as alteragdes do estilo de vida e a farmacoterapia, a
cirurgia baridtrica ¢ uma opg¢do para perda ponderal e complicagdes metabodlicas, com
resultados estaveis a longo prazo'?. O impacto da cirurgia bariatrica no curso da DHGNA em
individuos obesos tem sido amplamente estudado. A cirurgia desempenha um papel
significativo na historia natural da DHGNA e geralmente leva a mudancgas rapidas em sua
evolucdo. Diferentes métodos cirirgicos atuam nesse contexto por meio de uma variedade de
mecanismos que, a longo prazo, podem estar diretamente associados a perda de peso
alcangada, mas, a curto e médio prazo, parecem estar mais relacionados a alteracdes
estruturais e enddcrinas agudas atribuidas aos procedimentos!!.

A cirurgia baridtrica promove alteragdes em trés areas metabdlicas cruciais que
influenciam a DHGNA: melhora do controle glicémico, melhora do metabolismo lipidico e
diminui¢do da atividade inflamatdria. Esses efeitos sdo seguidos por efeitos significativos na
histologia hepatica em pacientes com DHGNA e EHNA!2,

Uma série de trabalhos®10-11:12

indica que a cirurgia bariatrica ¢ eficaz na melhoria das
lesdes hepaticas associadas a DHNA, inclusive na necroinflamagao e fibrose. Em estudo de
coorte publicado em 2015, a cirurgia bariatrica induziu o desaparecimento da EHNA em 85%
dos pacientes e melhorou a fibrose em 34%, ap6s um ano de acompanhamento. Esta melhora
foi acompanhada por um impacto significativo na perda de peso, melhora na bioquimica
hepética e resisténcia a insulina'®.

Embora existam dados extensos de estudos controlados randomizados comparando
cirurgia metabolica versus tratamento medicamentoso para DM2, sdo insuficientes os dados
de ensaios clinicos randomizados mostrando os beneficios da cirurgia metabdlica sobre a
EHNA, ndo sendo possivel considerar a EHNA uma unica indica¢do para cirurgia metabdlica,
independentemente do IMC, neste momento®®. A cirurgia bariatrica pode ser considerada em
individuos obesos elegiveis com DHGNA ou EHNA, porém, diretrizes atuais afirmam ser
prematuro considerar a cirurgia bariatrica como uma opg¢do estabelecida para tratar

especificamente a EHNA?,
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A declaragdo do consenso da Federagdo Internacional de Cirurgia da Obesidade e
Disturbios Metabolicos (IFSO), afirma que a cirurgia bariatrica leva a reversdao ou melhora
significativa da DHGNA e EHNA. Entretanto, como a grande maioria dos estudos que
levaram a essa conclusdo foram estudos de coorte ndo randomizados, ndo controlados e
observacionais, este postulado constitui uma recomenda¢do de grau B, com nivel de evidéncia
2. O IFSO também conclui que, apesar das evidéncias solidas disponiveis até o momento,
mais pesquisas, especialmente em ambientes controlados e randomizados, sdo necessarias
para se chegar a conclusdes definitivas. A alta prevaléncia de DHGNA na populagao
bariatrica também precisa ser considerada como um fator significativo. Portanto, levando em
consideracdo o impacto geral da cirurgia baridtrica na obesidade e nas comorbidades
relacionadas a obesidade, como a DHGNA, essa op¢do de tratamento deve ser oferecida ao
grupo de individuos que preenche os critérios atuais de indicagdo, como uma terapia eficaz'!
99,100

A DHGNA ¢ cada vez mais prevalente e representa um desafio crescente em termos
de prevengdo e tratamento. O seguimento dos pacientes com DHNA deve considerar o risco
de progressao da doenca hepatica e das patologias metabolicas subjacentes. A vigilancia deve
incluir bioquimica de rotina, avaliagdo das comorbilidades e avaliacdo ndo invasiva da
fibrose. Os doentes com ES sem agravamento dos fatores de risco metabdlicos devem ser
avaliados em intervalos de 2-3 anos. Os doentes com EHNA e/ ou fibrose devem ser
avaliados anualmente, e aqueles com cirrose associada a EHNA devem ser avaliados em

intervalos de 6 meses. A nivel individual podera repetir-se a biopsia hepatica apos 5 anos”.
2.2, METABOLISMO DO FERRO

O ferro ¢ o metal mais abundante no organismo humano e tem papel fundamental na
homeostase energética sistémica!’. O ferro ¢ importante na formagdo da hemoglobina e de
diversos elementos essenciais como a mioglobina e citocromos. A quantidade total de ferro
no organismo ¢ em média de 4 a 5 gramas; destes, 65% estdo na forma de hemoglobina, 15%
a 30% estdo armazenados no figado e no sistema reticuloendotelial, 4% estdo na forma de
mioglobina, 1% na forma de compostos heme e 0,1% estd combinado com a proteina
transferrina no plasma sanguineo. A maior parte do ferro para as necessidades fisiologicas
diarias ¢ reciclada dos eritrocitos senescentes e apenas cerca de 1% ¢ obtido por absor¢do

intestinal!”- 101,
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No que se refere ao metabolismo do ferro, apds ser absorvido pelo intestino delgado,
se combina imediatamente, no plasma sanguineo, com a beta globulina apotransferrina para
formar a transferrina, que sera transportada pelo plasma. O ferro possui uma liga¢do frouxa
com a transferrina, podendo ser liberado para qualquer célula do organismo onde seja
necessario. O excesso de ferro sanguineo ¢ depositado no figado, e em menor quantidade, nas
células reticuloendoteliais da medula 6ssea. No citoplasma das células, o ferro se combina
com a proteina apoferritina, formando a ferritina, que ¢ conhecida como o ferro de deposito.
Pequenas quantidades de ferro de deposito sdo armazenadas sob a forma de hemossiderina, e
ocorrem quando a quantidade total de ferro no organismo ¢é superior a que pode ser
armazenada no reservatorio de depdsito da apoferritina. Quando a quantidade de ferro
plasmatico diminui, os depdsitos de ferritina sdo mobilizados e transportados sob a forma de
transferrina pelo plasma para as areas do corpo onde sdo necessarias'‘!.

Durante o processo denominado metabolismo do heme, a transferrina, juntamente com
o ferro ligado, sofre o processo de endocitose, sendo fagocitada pelo eritroblasto. Nos
eritroblastos, a tranferrina libera o ferro para as mitocondrias, onde ocorre a sintetizagdo do
heme. Quando as hemacias completam seu tempo de vida, de aproximadamente 120 dias, sdo
destruidas liberando hemoglobina e ferro. A hemoglobina é fagocitada pelo sistema de
mondcitos-macrofagos e o ferro, em sua maior parte, ¢ armazenado no reservatdrio de
ferritina, para ser utilizado futuramente na formagdo de nova molécula de hemoglobina!®!.

A absor¢do de ferro ¢ rigorosamente regulada, a fim de reduzir o risco de efeitos
adversos da formagdo ndo enzimatica de radicais livres por sais de ferro. O ferro inorganico ¢é
transportado para a célula da mucosa intestinal e se acumula intracelularmente pela sua
ligacdo a ferritina. O ferro deixa a célula da mucosa por meio de uma proteina transportadora,
a ferroportina, mas apenas na presenca de transferrina livre no plasma para a sua ligacao.
Quando a transferrina esta saturada com ferro, qualquer molécula de ferro que tenha se
acumulado nas células da mucosa ¢ perdida com a descamagdo celular. A expressdo do gene
da ferroportina ¢ modulada negativamente pela hepcidina, um peptideo secretado pelo figado
quando as reservas corporais de ferro estdo adequadas. Em resposta a hipoxia, a anemia ou a
hemorragia, ocorre reducdo na sintese de hepcidina, resultando em aumento da sintese de
ferroportina e absor¢do aumentada de ferro. Em consequéncia dessa barreira mucosa, somente
em torno de 10% do ferro da dieta é absorvido!??. A excregdo diaria de ferro ¢ de cerca de 0,6

mg, e ocorre principalmente pelas fezes. Quantidades adicionais de ferro sdo perdidas durante
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hemorragias. Para a mulher, a perda adicional de ferro pela menstruagdo pode chegar em
média a 1,3 mg/dia'®!.

Atualmente, a ferritina € uma das proteinas mais estudadas, provavelmente a segunda
mais estudada apds a hemoglobina, sendo a FS um importante marcador clinico de

inflamagdo, infec¢do e malignidade!®

. Excetuando-se o ferro da hemoglobina sanguinea, a
maior proporgdo de ferro no organismo é armazenada no figado sob a forma de ferritina!®!.
Em geral, o organismo humano pode armazenar até 1 g de ferro, a maior parte ligada a
ferritina. A ferritina (peso molecular de 440 kDa) é composta por 24 subunidades idénticas,
que envolvem até¢ 3.000 a 4.500 atomos férricos. Em condi¢des normais, existe pequena
quantidade de ferritina no plasma humano (50 a 200 mg/dL) proporcional as reservas totais de

ferro do organismo. Portanto, os niveis plasmaticos de ferritina sdo considerados um

indicador das reservas corporais de ferro!®2.

2.3.  SOBRECARGA DE FERRO NA DOENCA HEPATICA GORDUROSA NAO
ALCOOLICA

A sobrecarga de ferro ¢ frequente na doenga hepatica cronica, independentemente da
etiologia, sendo observada em 10 a 30 % dos pacientes!?. A elevagdo das concentragdes de
FS sdo a marca bioquimica dos pardmetros de ferro em individuos com DHGNA!7105 A FS ¢é
dosada rotineiramente em pacientes com DHGNA, como parte da investigagdo laboratorial
para descartar outras causas de doenga hepatica!*. Os niveis de ferritina sdo frequentemente
elevados em pacientes com DHGNA, acometendo entre 20% a 40% dos pacientes!>!6,

Para determinar se um paciente tem ferro aumentado, deve-se realizar uma dosagem
do ferro sérico, da capacidade total de ligacdo do ferro e da ferritina. Pacientes com
sobrecarga de ferro apresentam aumento da saturacdo de transferrina, que ¢ calculada pelo
ferro sérico dividido pela capacidade total de ligagdo do ferro. A saturacdo normal ¢ inferior a
40%. Um nivel elevado de ferritina e/ou satura¢do de transferrina deve levar a suspeita de
sobrecarga de ferro. No entanto, existem varios pontos a serem considerados!®. A ferritina é
uma proteina de fase aguda que aumenta na presenga de inflamagdo sistémica, comumente
relacionada a obesidade, DM2 ¢ SM%. Portanto, um alto nivel de ferritina nem sempre
significa que hé sobrecarga de ferro. Da mesma forma, como a saturacdo da transferrina ¢é
uma razao, se o denominador (capacidade total de ligacdo do ferro) for reduzida, a saturagao

pode ser falsamente elevada, sugerindo erroneamente a sobrecarga de ferro!%®,
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Na DHGNA, os niveis elevados de FS s3o comuns na presenca de saturacdo de
transferrina variavel, a despeito dos polimorfismos genéticos da hemocromatose familiar>!’,
No entanto, se a FS e a saturagcdo de transferrina estiverem elevadas em um paciente com
suspeita de DHGNA, hemocromatose genética deve ser excluida através da pesquisa de
mutagdes no gene HFE*.

E clinicamente relevante para fazer uma distingio entre hiperferritinemia
dismetabolica (DHF) e sobrecarga de ferro dismetabolica (DIOS). DHF refere-se a
observagao de concentragoes elevadas de FS, sem evidéncia de excesso de ferro, conforme
avaliado por RM ponderada em T2 ou bidpsia hepatica. A hiperferritinemia pode refletir
amplamente nos estimulos inflamatorios e no estresse oxidativo nesses individuos. Ao
contrario, DIOS se refere a individuos com DHGNA, com elevados estoques de ferro
diagnosticados por um desses métodos. A quantidade real de carga de ferro corporal pode ter
consequéncias em relagdo a indicagdo dos tratamentos, uma vez que o uso do tratamento com
flebotomia em individuos com DHF ou mesmo individuos com ferritina normal pode ndo ter
nenhum beneficio clinico!”.

A presenga e o padrao de deposicao de ferro hepatico estdo associados a
caracteristicas histologicas mais severas em pacientes com DHGNA, incluindo fibrose!'%s. A
deposicdo de ferro hepatico em pacientes com DHGNA pode ser hepatocelular,
reticuloendotelial ou ambos®*. No entanto, a FS elevada na DHGNA nio indica
necessariamente sobrecarga hepatica de ferro, embora possa afetar a progressdo da doenga*!>.
A compreensdo da intersecao entre o metabolismo anormal do ferro e a DHGNA ¢ complexa,
J& que muitos pacientes com DHGNA tém niveis aumentados de FS na auséncia de aumento
dos estoques hepaticos de ferro ou aumento da prevaléncia de mutagdes HFE!S. Em uma
recente revisdo da literatura, a elevagao da FS, notadamente na EHNA, foi associada com
maior frequéncia a agressdo hepatocelular do que com a sobrecarga de ferro hepatico!®.

A bidpsia hepatica ¢ capaz de determinar a presenca ou extensdao do acimulo hepatico
de ferro, e de excluir lesdo hepatica significativa em um paciente com suspeita de DHGNA*®,
Além da bidpsia, atualmente existem varios testes alternativos que utilizam tecnologia de
imagem por RM. Pode-se realizar uma RM ponderada em T2 ou um FerriScan, que utiliza as
propriedades paramagnéticas do ferro no figado, para detectar niveis aumentados!'%®.

O ferro tem sido amplamente envolvido na patogénese da DHGNA e representa um

105

alvo potencial para tratamento E importante conhecer os mecanismos subjacentes pelos

quais o excesso de ferro pode facilitar as respostas fibroticas'®. Numerosos mecanismos
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foram demonstrados em modelos de cultura de células e animais. No entanto, os dados em
humanos que ligam o ferro hepatico a lesdo hepatica na DHGNA ndo sdo tdo claros, com
evidéncias aparentemente conflitantes, que relacionam um efeito do ferro nos hepatdcitos ou
nas células reticuloendoteliais!®.

O tecido adiposo emergiu como um ponto chave no qual o ferro pode ter um papel
patogénico na DHGNA. As evidéncias vém indiretamente de estudos que avaliaram o papel
do ferro no tecido adiposo, com relagdo a resisténcia a insulina. Os niveis de FS refletiram
niveis mais baixos de adiponectina sérica, um marcador de resisténcia a insulina e gordura
hepatica, em um estudo prospectivo que comparou pacientes com DHGNA confirmada por
bidpsia com controles sadios?’>. Além do mais, diversas evidéncias apoiam um efeito da
propria DHGNA no metabolismo do ferro!%>22,

O estresse oxidativo ¢ um dos principais mecanismos patogénicos de lesdo hepatica na
EHNA”. O excesso de ferro é capaz de gerar quantidades inextinguiveis de radicais livres,
causando graves danos celulares e teciduais que contribuem para a fibrose. Quantidades
elevadas de ferro podem induzir sinais promotores de fibrose nas células parenquimatosas e
ndo parenquimatosas, o que acelera a progressdo da doenca e exacerba a patologia
hepatica!04110,

Nao esté claro se a hiperferritinemia ¢ simplesmente uma consequéncia da gravidade

MLIS.17 - A ferritina pode estar

da DHGNA ou contribui ativamente para a progressao da doenga
intimamente envolvida em muitos processos importantes relacionados a patogénese da
EHNA, incluindo inflamagdo, apoptose, estresse oxidativo, resisténcia insulinica, transporte
lipidico e fibrogénese!>!!1112, Varios estudos in vitro e in vivo em hepatocitos e tecido
hepatico sugerem que estimulos inflamatérios, particularmente as citocinas pro-inflamatorias,
como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-1p, e o estresse oxidativo regulam
positivamente a ferritina. Portanto, ¢ plausivel que a FS possa refletir o aumento da gravidade
da doenga, devido ao aumento da inflamagdo hepatica ou sistémica em curso na
DHGNA15’89’104.

O estudo de Ruddell et al foi o primeiro a fornecer fortes evidéncias de que a FS exibe
atividade independente de ferro, semelhante a acdo das citocinas na ativacdo das células
estreladas hepaticas. Através da via de sinaliza¢dao do fator nuclear potencializador de cadeias
leves kappa de células B (NFkB), a ferritina induz uma cascata de sinalizacdo que regula
positivamente a expressdo de mediadores pro-inflamatorios associados a fibrogénese

hepatica!l3.
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A hepcidina ¢ o principal regulador da homeostase sistémica do ferro, secretada pelos
hepatdcitos em resposta a anemia, inflamagio e hipoxia'’l. No entanto, o papel da hepcidina
na patogénese da DHGNA ¢ controverso. As razdes para esses resultados inconsistentes nao
sdo claras, mas podem estar relacionadas a selecdo dos pacientes, desenho dos estudos ou a
fatores concomitantes que podem influenciar os niveis de FS e hepcidina. Enquanto alguns
estudos ndo encontraram relagdo entre hepcidina sérica ¢ DHGNA!!4, outros afiram que a
hepcidina sérica e o ferro hepatico sdo os preditores mais fortes dos niveis de FS, sugerindo
inclusive que terapias destinadas a corrigir o metabolismo do ferro poderiam ser benéficas no
tratamento da DHGNA?2,

O beneficio da terapia de remocdo de ferro ¢ firmemente estabelecido nas doencas
genéticas de sobrecarga de ferro. A evidéncia de um beneficio clinico da redu¢do do ferro na
resisténcia insulinica associada a obesidade e DHGNA ¢ muito mais controverso!’. Estudos
com resultados conflitantes avaliaram os efeitos da flebotomia para eliminar o excesso de
ferro na DHGNA. Em um estudo que realizou um programa de flebotomias para reduzir as
reservas de ferro até niveis de quase deficiéncia, houve melhora da pontuagdo do escore NAS,
sem agravamento da fibrose!!®>. Entretanto, em uma revisdo sistematica e meta-analise
recente, a flebotomia ndo demonstrou melhora significativa nos indices de resisténcia a
insulina, enzimas hepaticas ou histologia hepatica em pacientes com DHGNA em comparacao
as mudancas no estilo de vida isoladamente, concluindo que as evidéncias atuais ndo
suportam o uso de flebotomia para o tratamento destes pacientes!!S.

Estudos anteriores que examinaram a relacdo entre o nivel de FS e a gravidade
histolégica na DHGNA encontraram resultados conflitantes, com alguns pesquisadores
relatando que os niveis de FS estdo associados ao aumento da gravidade histologica e da

presenga de EHNA e ﬁbrOSClS’l6’18’19’20’21’22’23’24’25’26

, enquanto outros ndo observaram esta
associagdo’!*?"-28 Analisando estes estudos, a FS foi proposta como um marcador de EHNA
e fibrose hepatica e foi incorporada em painéis para avaliagdo da fibrose hepatica?®-%3!. Mais
recentemente, a FS foi proposta como um preditor independente de mortalidade a longo prazo
na DHGNA!®, Um estudo de coorte com 286 pacientes, demonstrou que a FS é um preditor de
mortalidade em pacientes com doenga hepatica terminal. Niveis elevados de FS e niveis
baixos de transferrina sérica foram associados significativamente com o aumento da
mortalidade em 90 dias, semelhante a0 modelo para doenga hepética em estagio terminal'!’,

O impacto dos niveis de FS na mortalidade de pacientes com DHGNA foi evidenciado

por Hagstrom et al, em estudo com 222 pacientes acompanhados durante um tempo médio de
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15,6 anos. Pacientes com FS alta apresentaram fibrose mais avancada e escore NAS mais
altos do que pacientes com FS normal (P <0,05). Ap6s o ajuste para fatores de confusdo, o
grupo com FS alta mostrou uma mortalidade cada vez mais elevada, que foi estatisticamente
significativa, associando a FS ao risco aumentado de morte a longo prazo'®.

Manousou et al, avaliaram a FS ¢ as caracteristicas da sindrome metabolica em relagao
a histologia, inflamag¢do e/ou fibrose, em 111 pacientes com DHGNA. A regressdo
multivariada mostrou que DM, FS, IMC e AST foram independentemente associados com
EHNA, e juntos, a AUROC foi de 0,91. A fibrose foi associada a FS e IMC, inflamacao portal
com FS e DM, enquanto a inflamacdo lobular foi associada a IMC, DM e FS. Usando a
combinac¢do de um ponto de corte de FS de 240 ng /ml ou mais e um IMC maior que 28.2, foi
possivel identificar pacientes em risco de fibrose com uma sensibilidade de 82% e uma
especificidade de 79%. Tanto a ferritina quanto o IMC foram apontados como potenciais
marcadores discriminantes para selecionar pacientes com DHGNA para bidpsia hepatica!®,

O estudo de Kowdley et al analisou uma amostra de 628 pacientes adultos com
DHGNA, do banco de dados Nacional de Pesquisa Clinica em Esteato-Hepatite Nao
Alcoodlica (NASH CRN) dos EUA. A FS superior a 1,5 vezes o limite superior da
normalidade (LSN) estava associada a deposicao hepatica de ferro, diagndstico de EHNA e
pior atividade histoldgica, sendo considerada um fator preditor independente de fibrose
hepatica avangada entre pacientes com DHGNA. Além disso, FS elevada foi
independentemente associada a um escore NAS mais alto, mesmo entre pacientes sem
deposicao de ferro hepatico. O estudo concluiu que a FS ¢ util para identificar pacientes com
DHGNA em risco de EHNA e fibrose avancada, e deveria ser incluida na andlise laboratorial
dos pacientes com DHGNA®".

Em trabalho publicado por Angulo et al, foram avaliados 1.044 pacientes com
DHGNA confirmada por biopsia. Ao estabelecer trés pontos de corte de FS, 1,0, 1,5 ¢ 2,0
vezes o LSN, foram criados trés modelos de regressdo logistica multipla para determinar a
associacdo desses valores de corte com fibrose hepatica, ajustando-se para idade, sexo, raca,
DM, IMC e niveis de ALT. Em todos os modelos, o nivel sérico de ferritina foi
significativamente associado ao diagnostico de EHNA e a presenca e gravidade da fibrose
hepatica. No entanto, para todos os 3 valores de corte, os valores de AUROC foram baixos
(menos de 0,60) para a presenca de fibrose ou qualquer estagio de fibrose hepatica. A FS
identificou pacientes com fibrose com sensibilidade de 16% a 41% e especificidade de 70% a

92%. A precisdo com que os sistemas de pontuacdo ndo invasivos identificaram os pacientes

34



com fibrose avangada ndo mudou com a inclusdo dos valores de ferritina sérica. A conclusdo
foi de que embora os niveis de FS se correlacionassem com a fibrose hepatica mais grave, os
niveis de FS por si s6 apresentam um baixo nivel de precisdo diagnostica para a presenga ou
gravidade da fibrose hepatica em pacientes com DHGNA!4,

Goh GB et al, demostraram uma relagdo positiva da FS com a presenga de EHNA, em
um grupo de 405 pacientes com DHGNA confirmada por biopsia hepatica. A FS foi
significativamente maior no grupo com EHNA em comparagdo com os pacientes sem EHNA
(P <0,001), mas ndo possuia precisdo diagnostica para prever a EHNA sozinha (AUROC
0,62). A adi¢do de outras variaveis significativas como AST, IMC, contagem de plaquetas,
DM e HAS a ferritina melhorou a predigdo da EHNA com uma AUROC de 0,81, e deu
origem ao escore preditivo de EHNA (NASH predictive score- NPS). Os resultados
confirmam também a evidéncia de precisdo diagnodstica limitada da FS isoladamente para
diagnosticar fibrose avancada. Os autores sugerem que o estudo representa uma nova
pontuacdao composta, usando variaveis clinicas facilmente obtidas para rastrear a EHNA, mas
que necessita ser validado em outras coortes de pacientes com DHGNA®.

Em estudo de caso controle com 113 individuos, incluindo trés grupos, dois com
DHGNA com e sem fibrose, ¢ um controle sem DHGNA, niveis significativamente mais
elevados de FS foram encontrados em pacientes com fibrose ¢ DHGNA, do que nos
controles.. A andlise da curva AUROC revelou que um nivel de corte ideal de 51,95 ng/mL
foi o melhor para prever a fibrose na DHGNA, com sensibilidade e especificidade diagndstica
de 65% e 60%, respectivamente, ¢ AUROC de 0,658. O estudo considerou a FS um preditor
de fibrose na DHGNA, com sensibilidade e especificidade moderadas?®.

Buzzeti et al analisaram 468 pacientes com DHGNA comprovada por bidpsia hepatica
de dois centros europeus. Parametros de ferro, hepaticos e metabdlicos foram coletados no
momento da biopsia. Um total de 122 (26%) pacientes tinham hiperferritinemia, enquanto
sobrecarga de ferro hepatico foi encontrada em 116 (25%). Individuos com sobrecarga de
ferro hepatico apresentaram ferritina e transaminases séricas mais altas. Na andlise
multivariada, o IMC, presenga DM, niveis de ALT e um padrdo misto de deposicao hepatica
de ferro foram independentemente associados a presenga de EHNA. A FS foi associada ao
aumento do grau de esteatose, mas ndo a presenca de EHNA, e aumentou com o agravamento
do estagio de fibrose (F3 em comparacdo com FO - F1), diminuindo significativamente no
estagio F4. O estudo sugeriu que em pacientes com DHGNA, a FS possa ser avaliada como

parte de painéis de diagnostico ndo invasivos, mas ndo isoladamente!®.
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Em coorte de 1201 pacientes com biopsia hepdtica, inscritos no grupo de estudo
japonés sobre DHGNA, a FS aumentou com o avango do grau histologico de esteatose,
inflamacao lobular e balonizacdo. As analises multivariadas revelaram que diferencas sexuais,
grau de esteatose e estagio de fibrose foram independentemente associados com os niveis de
FS (P <0,0001, <0,0001, 0,0248, respectivamente). No entanto, as analises estatisticas sobre a
FS demonstraram que a AUROC para detectar fibrose severa ou avancada ndo apresentaram
uma precisdo adequada (menor que 0,60). O estudo constatou que a FS possa ter baixa
acuracia diagnodstica para detectar especificamente fibrose hepatica em pacientes com
DHGNA devido ao envolvimento de multiplos processos hepatocelulares, ja que ¢ afetada
pelo sexo e pelos diferentes graus histologicos. O estudo sugere cautela no uso da FS como
biomarcador na DHGNA?,

Em estudo com 40 pacientes DM2 com DHGNA e 40 pacientes DM2 sem DHGNA,
comparando dados com 15 individuos saudaveis como grupo controle, o nivel de FS foi maior
em pacientes com DHGNA do que nos pacientes sem DHGNA, com uma associagdo
significativa entre a FS e o grau histolégico no grupo DHGNA. Houve uma correlacdo
altamente significativa entre a FS com peso corporal, IMC, duragdo do DM2, colesterol total
(CT), triglicerideos, LDL e microalbuminuria. Este estudo sugeriu que a microalbumintria e a
FS devem ser avaliadas nos casos de DHGNA, especialmente com estagios avancados e que
estes devem ser seguidos mais rigorosamente?’. Entretanto, os niveis de acuracia da FS ndo
foram avaliados, e ndo foram disponibilizados dados sobre analise multivariada, a fim de
identificar se as varidveis estavam independentemente associadas a DHGNA.

Em revisdo da literatura publicada em 2017, os autores observaram diferentes critérios
e métodos de seleg@o entre os 11 artigos incluidos no estudo, o que dificultou a comparacao
dos resultados. A revisdo observou que a FS ¢ um potencial preditor independente de
inflamagdo e fibrose hepatica, e pode contribuir para a decisdo de se realizar uma bidpsia
hepatica em individuos com diagnéstico clinico de DHGNA. Mostrou igualmente que as
alteracdes metabodlicas como hiperinsulinemia, disglicemia, dislipidemia e resisténcia a
insulina agravam o quadro clinico e a progressio da DHGNA. Em conclusdo, a
hiperferritinemia em pacientes com DHGNA/ EHNA se associou com maior frequéncia a
agressao hepatocelular do que com sobrecarga de ferro hepéatico. Os resultados recomendaram
um maior cuidado na interpretagdo da elevagdo da FS em pacientes com DHGNA/EHNA para

o estabelecimento de condutas clinicas apropriadas®.
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Em metanalise de 14 estudos publicada no mesmo ano, foi concluido que a FS elevada
pode estar associada a gravidade da DHGNA, uma vez que os controles mostraram uma FS
menor em comparagio aos pacientes com esteatose ou EHNA e os pacientes com esteatose
apresentaram uma FS menor em comparagdo aos pacientes com EHNA. Como tal, A FS foi
sugerida como um marcador bioldgico menos invasivo e eficaz para prever a progressdao da
DHGNA. Esses resultados foram consistentes com a hipotese de que a FS elevada estaria
relacionada a resisténcia insulinica e danos aos hepatocitos, além de desempenhar um papel

fibrotico e pro-inflamatdrio durante a progressao da doenga'!?.

3. JUSTIFICATIVA

A DHGNA vém se tornando um desafio na saude publica, a medida que a prevaléncia
da obesidade e sobrepeso vem aumentando em niveis endémicos nos twltimos anos**. O
desenvolvimento de modalidades ndo-invasivas precisas, seguras e facilmente acessiveis para
diagnosticar e monitorar com precisdo a EHNA e a fibrose ¢ de extrema importancia na
pratica e na pesquisa clinica. Assim, marcadores biologicos acessiveis e ndo-invasivos que
possam ser uteis no diagnostico e prognostico da DHGNA tém sido largamente estudados.
Esses testes sdo importantes ndo apenas para estratificar os pacientes com maior risco de
doenca hepdtica progressiva, mas também para controlar a reposta ao tratamento e servir
como desfecho substituto apropriado para ensaios clinicos sobre DHGNA?®,

A EHNA ¢ uma forma avancada e agressiva de DHGNA, de dificil diagnostico sem a
realizacdo de uma bidpsia hepatica. Uma série de estudos tem associado niveis séricos
aumentados de ferritina a EHNA e fibrose hepatica em pacientes com DHGNA. No entanto,
ndo hé consenso se as concentragdes aumentadas de ferritina estdo associadas a uma pior
atividade da EHNA e a graus mais avangados de fibrose hepatica nestes pacientes.

Portanto, frente as limitagdes atuais das modalidades ndo-invasivas na avalicdo da
DHGNA, a analise dos niveis séricos de ferritina poderia ser utilizada como um recurso
acessivel e amplamente disponivel para auxiliar na identificacdo dos pacientes com DHGNA
com maior risco de apresentar EHNA e fibrose, auxiliando na abordagem terapéutica desses

pacientes.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Estudar a relacdo entre os niveis de ferritina sérica e os achados clinicos,
antropométricos, laboratoriais e histolégicos em pacientes adultos, portadores de obesidade,
em acompanhamento no Centro de Tratamento da Obesidade do Hospital Santa Casa de

Misericordia de Porto Alegre.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a relacdo entre hiperferritinemia e esteatose, EHNA e fibrose hepatica.

Avaliar o papel da ferritina sérica como um marcador bioldgico potencialmente eficaz

€ menos invasivo em pacientes com DHGNA.

Avaliar as diferengas entre pacientes com e sem hiperferritinemia, estabelecendo

variaveis consideradas preditoras independentes de EHNA.

Avaliar os niveis séricos de ferritina um ano ap6s a realizagdo da cirurgia bariatrica.
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RESUMO

INTRODUCAO: A doenga hepética gordurosa nio alcodlica (DHGNA) tem se tornando um
desafio na saude publica, a medida que a prevaléncia da obesidade e sobrepeso vem
aumentando em niveis endémicos nos ultimos anos. Diversos estudos estdo sendo
desenvolvidos na busca de métodos ndo invasivos e acessiveis para diagnosticar, estadiar e
acompanhar a progressdo da DHGNA. Os niveis de ferritina sérica (FS) estdo comumente
elevados em pacientes com DHGNA. O objetivo deste estudo foi avaliar a relagdo entre os
niveis de FS e a gravidade da DHGNA, explorando o papel da FS como marcador ndo
invasivo de DHGNA. METODOLOGIA: Foram analisados os dados clinicos,
antropométricos, laboratoriais e histologicos de 431 pacientes adultos portadores de
obesidade, submetidos a cirurgia baridtrica. Os dados foram coletados no periodo pré-
operatorio e apos o primeiro ano da cirurgia. RESULTADOS: A prevaléncia de
hiperferritinemia no periodo pré-operatdrio foi de 18%. Na andlise univariada, niveis de FS
acima do limite superior da normalidade (LSN) foram significativamente associados ao
aumento dos niveis de glicemia de jejum (GJ), aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT) bilirrubinas totais (BT) e uma menor contagem de plaquetas. Estes
pacientes apresentaram também significativamente maior peso, prevaléncia em homens,
diabetes mellitus tipo 2 (DM2), hipertensao arterial sist€émica (HAS) e graus histologicos mais
avancados de DHGNA, em comparagdo com o grupo que possuia FS normal. Entretanto, a
acuracia dos niveis de FS foi relativamente baixa, com indices de sensibilidade variando de 3-
36%, e especificidade de 83-100%. Apos andlise de regressao multipla, valores elevados de
FS ndo foram preditores independentes de esteatose, esteatohepatite ndo-alcodlica (EHNA) ou
fibrose hepatica, e seus respectivos graus. Observou-se uma redugdo significativa dos niveis
de FS apos o primeiro ano da cirurgia bariatrica (P <0,001). CONCLUSAO: Niveis de FS
aumentados sdo comuns em pacientes com DHGNA, e estdo associados a graus histolégicos
mais avancados; contudo, ndo foram considerados fatores preditores independentes de
esteatose, EHNA ou fibrose. A FS é um exame de baixo custo e amplamente disponivel, que
apesar de apresentar uma baixa sensibilidade, possui uma especificidade de 83-100% para
identificar as caracteristicas histologicas da DHGNA (esteatose, EHNA e fibrose), podendo
auxiliar no seguimento dos pacientes portadores de obesidade com DHGNA.
PALAVRAS-CHAVE: ferritina sérica; obesidade; doenca hepatica gordurosa nao alcoolica;

fibrose hepatica; esteatohepatite ndo alcoodlica.
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INTRODUCAO

A doenga hepdtica gordurosa ndo alcoodlica (DHGNA) ¢ uma das mais causas mais
importantes de doenga hepatica no mundo, com uma prevaléncia global de
aproximadamente 25%!, e provavelmente, ird emergir como a principal causa de doenga
hepatica terminal nas proximas décadas®’. E uma doenca complexa, que ¢ afetada por
fatores ambientais inter-relacionados e predisposigdo genética?.

A sindrome metabdlica (SM) tem intima relacdo com a DHGNA. As estimativas
globais de prevaléncia da SM em pacientes com DHGNA e com esteatohepatite ndo-
alcoolica (EHNA) sdo de 42,54% e 70,65%, respectivamente!. A obesidade é o fator de
risco mais comum e bem documentado para DHGNA*>. Entre os pacientes com obesidade
severa submetidos a cirurgia bariatrica, a prevaléncia de DHGNA pode exceder 90%, e até
5% desses pacientes podem ter cirrose inesperada®’.

A biopsia hepatica ¢ considerada o exame padrio ouro para o diagndstico e
classificagio da DHGNA, sendo capaz de avaliar o prognostico e orientar seu
tratamento*>%°, Como nfo € plausivel realizar uma biopsia hepatica em todos os pacientes,
inimeras modalidades ndo-invasivas estdo sendo desenvolvidas para diagnosticar e estadiar
a EHNA e a fibrose hepatica, incluindo biomarcadores séricos e testes baseados em técnicas
de imagem?.

O tratamento bem-sucedido da EHNA deve reduzir a mortalidade associada a EHNA e
a progressdo para cirrose ou carcinoma hepatocelular (CHC)’. Nos doentes que ndo
respondem as alteragdes do estilo de vida e a farmacoterapia, a cirurgia baridtrica ¢ uma
opcdo para perda ponderal e complicagcdes metabdlicas, com resultados estaveis a longo
prazo. Uma série de trabalhos indica que a cirurgia bariatrica é eficaz na melhoria das

lesdes hepaticas associadas a DHNA, inclusive na necroinflamagdo e fibrose!, com
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desaparecimento das lesdes de EHNA em até 85% dos pacientes um ano apds o
procedimento©.

A caracteristica histologica mais importante da DHGNA associada a mortalidade a
longo prazo ¢ a fibrose*. A fibrose hepatica esta associada ao aumento da mortalidade geral
e relacionada ao figado, e & maior probabilidade de desenvolver complicagdes hepaticas!'!. O
estagio histologico é, portanto, crucial para o progndstico a longo prazo'2.

A ferritina sérica (FS) ¢ dosada rotineiramente em pacientes com DHGNA, como
parte da investigagdo laboratorial para descartar outras causas de doenga hepatica'®. Os
niveis de FS sdo frequentemente elevados em pacientes com DHGNA, acometendo entre
20% a 40% dos pacientes!*!>. Entretanto, ndo estd claro se a hiperferritinemia ¢
simplesmente uma consequéncia da gravidade da DHGNA ou contribui ativamente para a
progressdo da doenga!®!+!1°,

Estudos anteriores que examinaram a relacdo entre o nivel de FS e a gravidade
histologica na DHGNA encontraram resultados conflitantes, com alguns pesquisadores
relatando que os niveis de FS estdo associados ao aumento da gravidade histolégica e da
presenca de EHNA e fibrose!®!517:18,19.2021,22.23.24.35 * epnquanto outros ndo observaram esta
associagao®!3:2627,

Nesse contexto, a FS foi proposta como um marcador de EHNA e fibrose hepatica e
incorporada em painéis para avaliagdo da fibrose hepatica?®?*3°, Mais recentemente, a FS
foi proposta como um preditor independente de mortalidade a longo prazo na DHGNA'">.

O objetivo do presente estudo foi de estudar a relacdo entre os niveis séricos de
ferritina com os achados clinicos, antropométricos, laboratoriais e histologicos em pacientes

adultos, portadores de obesidade, em acompanhamento no Centro de Tratamento da

Obesidade do Hospital Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre, com o intuito de
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identificar quais niveis especificos de FS poderiam se correlacionar com graus mais

avancados de DHGNA.

METODOS

A amostra foi obtida por conveniéncia. Foram avaliados retrospectivamente todos os
pacientes submetidos a cirurgia bariatrica entre os anos de 2012 e 2017, que haviam dosado
FS pré-operatoria e realizado bidpsia hepatica no trans-operatério, do Centro de Tratamento
da Obesidade (CTO) do Hospital Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre.

O célculo amostral foi estimado em 312 pacientes com FS aumentada, baseado no
trabalho de Kowdley et al'*, no qual 85% dos pacientes com FS>1,5x LSN
apresentavam algum grau de fibrose comparados com 72% do pacientes com FS<1.5x LSN,
com confianga e poder de 95% e 80%, respectivamente.

Os critérios de inclusdo no estudo foram: realizagdo de bidpsia hepatica
transoperatoria, dosagem de FS no pré-operatério e indicagdo de cirurgia bariatrica de
acordo com os critérios exigidos pelo Conselho Federal de Medicina (IMC acima de 40
kg/m? ou entre 35 e 40 kg/m? na presenca de comorbidades clinicas, idade entre 18 e 65
anos, insucesso ou recidiva do peso nos ultimos dois anos e auséncia de contraindicagdes ao
procedimento cirurgico)?!.

Os critérios de exclusdo foram: ingestdo de alcool, marcadores soroldgicos positivos
pra hepatites virais B ou C e virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Foram analisados
dados demograficos (idade, sexo), dados antropométricos (IMC), presenca de comorbidades
(hipertensdo arterial, diabetes mellitus tipo 2 [DM2], dislipidemia), dados laboratoriais (FS,

hemoglobina [Hb], aspartato aminotranferase [AST], alanina aminotransferase [ALT]),
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glicemia de jejum [GJ], plaquetas, bilirrubina total [BT]), dados histologicos e técnica
cirargica . Os niveis de FS também foram avaliados ap6s um ano do procedimento cirtrgico.

O Indice de Massa Corpérea (IMC), foi calculado pela formula que utiliza o peso

corporal (Kg), dividido pela altura elevada ao quadrado (cmz), segundo recomendagdes da
Organizagdo Mundial de Saude?®2.

Critérios para DM2 foram definidos pelas Diretrizes da Sociedade Brasileira de
Diabetes 2019-2020°%, hipertenséo arterial sistémica pela Diretriz Brasileira de Hipertensdo
Arterial** e dislipidemia pela Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevengdo da
Arterosclerose- 2017%.

As bidpsias hepaticas foram realizadas durante o periodo transoperatorio da cirurgia
bariatrica, e posteriormente, analisadas no Laboratério de Patologia da Santa Casa de Porto
Alegre, por um patologista experiente em patologia hepatica. As amostras foram coradas
com hematoxilina/eosina e picrosirius para avaliacdo da fibrose. As biopsias hepaticas foram

t36, estratificando as

classificadas tendo como referéncia as classificagdes de Kleiner e Brun
variaveis esteatose, EHNA e fibrose.

O grau de esteatose foi dividido em grau 0 quando comprometia até¢ 5% dos
hepatdcitos; grau 1 quando mais de 5 até 33% dos hepatdcitos; grau 2 quando mais de 33 até
66% dos hepatocitos e grau 3 quando comprometia mais de 66% dos hepatocitos com
infiltragdo gordurosa. A EHNA foi diagnosticada na presenga da combinagdo de qualquer
grau de esteatose hepatica, associada a baloniza¢do hepatocelular e inflamagdo lobular,
sendo classificada de acordo com sua atividade em leve, moderada e grave. A fibrose
hepatica foi estadiada em uma escala de 0 a 4 (0 = auséncia de fibrose; estagio 1 = fibrose

perisinusoidal/perivenular na zona 3; estdgio 2 = fibrose periportal na zona 3; estagio 3 =

fibrose septal/ponte, 4 = cirrose).
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Os desfechos analisados foram presenca de esteatose, EHNA e fibrose, bem como os
seus respectivos graus: graus de esteatose (1 vs 2-3), atividade da EHNA (1 vs 2-3) e graus
de fibrose (1-2 vs 3-4).

Foram definidos trés modelos, estabelecendo a FS como uma varidvel independente
dicotomica: FS aumentada (acima do limite superior da normalidade [LSN]), FS >1,5x LSN
e FS>2,0x LSN. O LSN para a FS foi 291 ng/dL em mulheres e 322 ng/dL em homens. O
LSN adotado para AST foi 34 U/L; ALT 49 U/L, glicose de jejum 99 mg/dL e bilirrubina
total 1,22 mg/dL, Hb 11,6g/dL a 15,6g/dL, e plaquetas 150.000uL a 440.000uL , de acordo

com os valores de referéncia do Laboratério de Analises Clinicas desta institui¢ao.

ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade
Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA), e aprovado sob parecer 4.222.712
(Anexo 1).

Foi solicitada a dispensa de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
pois se trata de estudo retrospectivo, que ndo envolveu nova coleta de material bioldgico ou

novo contato com os pacientes.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados quantitativos foram apresentados através de média e desvio-padrao (DP),
enquanto os qualitativos através de frequéncia e percentual. A comparacdo das
caracteristicas demograficas, antropométricas, laboratoriais e histologicas com a
classificacdo da ferritina sérica foi realizada pelo Teste t de Student e pelo Teste Qui-

Quadrado.
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A capacidade dos niveis de FS de diferenciar os pacientes que apresentaram os
desfechos daqueles que ndo apresentaram, foi avaliada através da 4area sob a curva
caracteristica de operagdo do receptor (Receiver Operating Characteristic, ROC). Quando a
area obtida ¢ superior a 0,7, pode-se concluir que o modelo tem um poder discriminatorio
aceitavel®’. As variaveis consideradas preditoras independentes para cada desfecho foram
selecionadas através do método forward stepwise na andlise de regressdo logistica
multivariada, onde para cada desfecho foram gerados trés modelos com FS > LSN, FS >1,5x
LSN e FS > 2x LSN, com todas as variaveis associadas significativamente com a FS. A
forca das associacdes foi apresentada pelo Odds Ratio (OR) com intervalo de confianca (IC)
de 95%.

O impacto da perda ponderal nos niveis de FS ap6s um ano da realizagdo da cirurgia
bariatrica foi analisado pelo teste ¢ de Student para dados pareados. Foram considerados
resultados significativos cujo p<0,05. As analises foram realizadas no software SPSS versdo

23.

RESULTADOS

O total de 431 individuos adultos (maiores de 18 anos) foi avaliado no presente
estudo.

A comparagdo dos dados demograficos, clinicos e laboratoriais entre os pacientes com
FS normal e aqueles com FS aumentada ¢ apresentada na Tabela 1. A média de idade geral
foi de 36,9 anos. O IMC médio foi de 44,4 kg / m2. O sexo feminino correspondeu a 78,4%
da amostra. Em relagdo as comorbidades, dislipidemia em foi observada em 39% dos
pacientes, DM2 em 16,9% ¢ HAS em 41,8%. FS aumentada foi observada em 18% da
amostra (78 pacientes). Pacientes com FS aumentada apresentaram niveis mais elevados de

GJ, AST, ALT, BT e menor contagem de plaquetas (P <0,001). Estes pacientes
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apresentaram também significativamente maior peso, prevaléncia de DM2 e HAS, e foram
mais comuns no sexo masculino, em compara¢do com o grupo que apresentava FS normal.
Nao foram observadas diferengas entre os grupos quanto a idade, IMC, técnica cirtirgica,
dislipidemia e Hb.

Os niveis de FS foram avaliados também 1 ano apos a cirurgia em 247 (57,3%)
pacientes. Observou-se uma reducdo significativa dos niveis de FS, em média, de 186,1 +
176,5 para 1579 + 154,1 (p<0,001) (Figura 1). O percentual de pacientes com
hiperferritinemia diminuiu de 18% no pré operatorio para 14% um ano apos o procedimento.

Foi observada uma associagdo linear significativa dos graus de esteatose, EHNA e
fibrose com a FS (Tabela 2). Pacientes com FS aumentada apresentaram significativamente
maior propor¢do de esteatose grau 3 e menor de grau 0 e 1 em relagdo aos pacientes com FS
normal. Para EHNA e fibrose, pacientes com FS aumentada apresentaram maior propor¢ao
dos graus 2 e 3 respectivamente, em relagdo aos pacientes com FS normal. Apenas dois
pacientes apresentaram fibrose grau 4 (cirrose).

De modo geral, a discriminagdo da FS foi baixa para todos os modelos uma vez que a
area sob a curva ROC variou de 0,54 para atividade da EHNA a 0,64 para presenca de
esteatose. Apenas 36 (8,3%) e 17 (3,9%%) pacientes tiveram FS 1,5 e 2 vezes acima do
LSN, respectivamente. A especificidade observada nesses dois critérios foi de pelo menos
93%, porém a sensibilidade variou de 3%, quando FS >2x LSN para presenca de fibrose, a
20% quando FS >1,5x LSN para graus de fibrose. Ja4 a sensibilidade da FS aumentada
(>LSN) variou de 20% a 36% e a especificidade permaneceu elevada (de 83% a 98%). A
especificidade da FS aumentada 1,5x LSN e 2x LSN foi de 100%, ou seja, todos estes
pacientes apresentaram esteatose (Tabela 3).

Estratificando a FS de acordo com o sexo, foram avaliados os pontos de corte para

quatro desfechos através da curva ROC. Na Tabela 4, observa-se a area sob a curva
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(AUROC) e o IC 95% para essa estimativa. Observando os valores de FS em mulheres, os
pontos de corte foram muito baixos, estando dentro do LSN normalidade para a FS (LSN
291 ng/dL). Em homens, os valores de FS foram mais elevados, entretanto, foram superiores
ao LSN (322 ng/dL) para a presenca de EHNA e fibrose, mas ndo para seus graus de
atividade.

A FS aumentada (>LSN) demonstrou associacdo significativa com a presenga de
esteatose (OR=9,8; p=0,025), graus de esteatose (OR=3,5, p<0,001) e graus de fibrose
(OR=2,8, p=0,008). FS aumentada em 1,5 vezes o LSN também se mostrou associada aos
mesmos trés desfechos e ainda com atividade da EHNA (OR=2,3, p=0,038). Ja a FS
aumentada em 2 vezes o LSN teve associagdo com os graus de esteatose, atividade da
EHNA e graus de fibrose. Nao foi possivel calcular o OR para esteatose quando FS >1,5x
LSN e >2x LSN pois todos os pacientes com FS aumentada apresentaram esteatose (Tabela
5).

As variaveis associadas significativamente com cada desfecho, ou seja, fatores
preditores independentes de esteatose, EHNA, fibrose e seus respectivos graus sdo
apresentadas na Tabela 6. A FS ndo foi um bom preditor para nenhum dos desfechos. As
variaveis sexo ¢ HAS foram associadas a presenca de esteatose, DM2 a EHNA e DM2 e
ALT elevada com a presenca de fibrose. Para graus de esteatose mostraram-se associados o
peso, DM2, HAS e ALT alterado; para atividade da EHNA apenas DM2 e para graus de

fibrose o sexo, GJ e AST alterados.
DISCUSSAO
A medida que as epidemias de obesidade e DM2 aumentam em todo o mundo, a

prevaléncia de DHGNA aumenta proporcionalmente®®. A EHNA compreende o subtipo
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mais preocupante da DHGNA, por ser uma doenga hepdatica potencialmente progressiva,
podendo evoluir para cirrose, faléncia hepatica e CHC?.

Atualmente, a bidpsia hepatica ¢ o exame mais confiavel para identificar a presenca de
EHNA e fibrose em pacientes com DHGNA, entretanto, devido a alta prevaléncia, custos,
morbidade e mortalidade associados, a bidpsia hepatica ndo pode ser considerada para todos

os pacientes®!”

. Por estas razdes, existe um interesse significativo no desenvolvimento de
escores de prognostico clinico e biomarcadores ndo-invasivos para a identificacdo de
esteatose, EHNA e fibrose hepatica em pacientes com DHGNA, que possam ser
amplamente utilizados na pratica clinica®.

A FS ¢ uma das proteinas mais estudadas nos dias de hoje, sendo um importante
marcador clinico de inflamagdo, infec¢do e malignidade®. A FS ¢ utilizada em pacientes
com DHGNA como parte da investigagdo laboratorial para descartar outras causas de
doenga hepatical’. Os niveis de FS sdo frequentemente elevados em pacientes com
DHGNA, acometendo entre 20% a 40% dos pacientes!®!°,

Neste estudo, realizamos uma analise retrospectiva dos dados de 431 pacientes obesos
com indicacdo de cirurgia baridtrica, que realizaram biopsia hepatica no periodo
transoperatorio. Os pacientes incluidos foram semelhantes a outras coortes na literatura,
exceto pelo IMC mais elevado, pois a totalidade da amostra foi composta por pacientes
portadores de obesidade. Embora o IMC ndo tenha sido uma variavel significativamente
estatistica entre os grupo de pacientes com FS normal e com FS aumentada (P=0,369), os
resultados do presente estudo ndo podem ser generalizados para o amplo espectro de
pacientes com DHGNA.

Nao houve diferengas estatisticas entre os pacientes com FS normal e FS aumentada

em relacdo a média de idade, IMC, técnica cirurgica, presenca de dislipidemia e niveis de
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hemoglobina. Houve correlacdo significativa da FS aumentada com o peso, mas ndo com o
IMC.

No estudo de Kowdley et al, IMC e FS foram inversamente relacionados. A hipdtese
levantada foi de que pacientes com IMC mais alto teriam niveis de hepcidina circulante mais
elevados, devido a produgdo deste hormonio regulador do ferro a partir do tecido adiposo. A
hepcidina reduz a absor¢do e a reabsor¢do de ferro ligando-se e a proteina carreadora de
ferro, ferroportina, nos enterdcitos, macroéfagos e hepatocitos, reduzindo os estoques de ferro
e os niveis circulantes de FS'*. O IMC elevado dos pacientes incluidos em nosso estudo
pode ter contribuido para que os niveis de FS ndo apresentassem uma elevagdo tdo
significativa nos diferentes graus de DHGNA.

Quando foram avaliados os niveis de FS de acordo com o sexo, as mulheres
apresentaram menores indices de FS aumentada, e o fato de serem jovens e estarem em
periodo fértil pode ter contribuido para niveis mais baixos de FS. Os componentes da SM
foram distribuidos sem diferencgas significativas entre homens e mulheres.

Estudos anteriores que examinaram a relacdo entre o nivel de SF e a gravidade
histologica na DHGNA encontraram resultados conflitantes, com alguns relatos de
associagdo entre os niveis de FS e a maior gravidade de alteragdes a histologia (EHNA e
fibrose)!413:17.18,19.2021,22,23,24.25 © enquanto outros ndo observaram esta associagdo”!*26:27,
sendo que a explicacdo para esta discrepancia ndo esta clara. Uma possivel explicagdo seria
a de que variantes/polimorfismos de genes envolvidos no metabolismo do ferro, além do
HFE, podem ter um impacto nos niveis de FS e ferro hepatico em pacientes com DHGNA,
portanto, diferengas relacionadas a etnia e geografia sdo esperadas, e poderiam contribuir
para a heterogenicidade dos resultados'®.

Um dos estudos pioneiros que correlacionou a FS a gravidade da DHGNA foi o estudo

de Kowdley et al. Em uma amostra de 628 pacientes, a FS superior a 1,5 x o LSN estava
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associada a deposi¢ao hepatica de ferro, diagnostico de EHNA e pior atividade histologica,
sendo considerada um fator preditor independente de fibrose hepatica avancada entre
pacientes com DHGNA!'“.

No presente estudo, niveis elevados de FS foram associados a graus histologicos mais
avancados de DHGNA. Uma propor¢ao maior de pacientes com FS aumentada apresentou
esteatose grau 3, EHNA grau 2 e fibrose grau 3, em relagdo aos pacientes com FS normal. A
proporcao de individuos com fibrose avancada (estagio 3 ou 4) foi de 16,7% em pacientes
com FS aumentada, e de 6,5% em pacientes com FS normal.

Para investigar se diferentes niveis de FS elevada estariam independentemente
associados a histologia, foi utilizada uma analise de regressdo logistica multivariada por
etapas. Foram incluidas as seguintes variaveis, selecionadas a priori: idade na bidpsia, sexo,
IMC, presenca de DM2, HAS, ALT e AST. Nos trés modelos, FS aumentada (>LSN), FS
>1,5x o LSN e >2,0x o LSN, a FS ndo demostrou uma associacdo independente com
esteatose, EHNA, fibrose e seus respectivos graus. Portanto, embora os niveis de FS
aumentados estivessem significativamente associados a uma pior histologia hepatica, a FS
ndo foi um bom preditor para estes desfechos por si s6. A AST foi um fator preditor
independente para graus de EHNA e graus de fibrose, e ALT para graus de esteatose e
presenca de fibrose.

No estudo de Manousou et al, foi possivel estabelecer um valor de FS como ponto de
corte de 240 ng/ml, para determinar a presenga de fibrose e/ou inflamacdo em pacientes com
DHGNA, com sensibilidade de 91% e especificidade de 70%. A area sob a curva ROC em
relagdo ao ponto de corte de 240ng/ml de FS avaliando a combinagdo de fibrose com duas
caracteristicas da inflamagdo (por exemplo EHNA), foi de 0,82 (IC95% 0,73-0,90)'".
Diferentemente em nosso estudo, ndo foi possivel definir um ponto de corte com a mesma

acuracia. Em mulheres, os pontos de corte foram muito baixos, variando de 101.4 ng/ml a
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163 ng/ml (AUROC 0,57 e 0,53). Em homens, a os pontos de corte foram mais elevados,
variando de 266 ng/ml a 390,5 ng/ml (AUROC 0.56 ¢ 0,55).

Yoneda et al investigou a utilidade diagnostica do uso da FS para detectar fibrose
hepatica em pacientes com DHGNA. Embora os niveis de FS tenham sido
significativamente superiores em graus histologicos mais avangados de DHGNA, a area sob
a curva ROC nio foi adequada para predizer fibrose nestes pacientes**. O presente estudo
apresentou resultados semelhantes, com os niveis de FS aumentados relacionados
significativamente aos graus de fibrose 2 e 3, porém com uma AUROC de 0,56 para fibrose
e de 0,62 para graus de fibrose.

Os fatores considerados preditores independentes de fibrose neste trabalho foram a
presenca de DM2 (OR 2,78, IC 95% 1,44-5,36, P 0,002) e niveis elevados de ALT (OR
2,28; 95 % IC 1,17-4,46, p <0,016). A FS n3o demostrou essa associacdo, ¢ portanto, nao
deve ser utilizada isoladamente nestes pacientes para prever com precisdo a presenga ou
gravidade da fibrose hepdtica, ou na tomada de decisdes sobre a necessidade de uma bidpsia
hepatica para estadiamento da fibrose.

Nos pacientes avaliados neste estudo, os niveis de FS reduziram significativamente
apos um ano da cirurgia bariatrica, em média, de 186,1+176,5 para 157,9£154,1 (p<0,001).

As potenciais limitagdes do presente estudo incluem o desenho retrospectivo, o
tamanho amostral e a indisponibilidade de andlise genética para afastar a concomitancia de
mutagdes no gene HFE associadas a hemocromatose hereditaria. Como todos os pacientes
foram elegidos no Centro de Tratamento da Obesidade da ISCMPA, o viés de selecao ndo
pode ser excluido. Em relagdo a dosagem da FS, embora o LSN da FS tenha sido ajustado
para ser especifico ao sexo, reconhecemos que, na pratica, o intervalo de referéncia normal
pode variar entre os laboratorios clinicos, fato que deve ser lembrado ao interpretar os

valores absolutos de FS em pacientes com DHGNA.
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Através deste estudo, concluimos que a FS aumentada apresenta associacio
significativa com a presenga de esteatose, EHNA e fibrose e seus respectivos graus,
entretanto, o aumento da FS ndo pode ser considerado um fator preditor independente para
estes desfechos. Observamos também que houve reducdo significativa dos niveis de FS apos
um ano da cirurgia baridtrica. A FS ¢ um exame de baixo custo e amplamente disponivel,
que apesar de apresentar uma baixa sensibilidade, possui uma alta especificidade para
identificar as caracteristicas histologicas da DHGNA, podendo auxiliar no seguimento dos

pacientes com DHGNA.
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TABELA 1: Caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais dos pacientes avaliados

Ferritina sérica

Variavel Total Normal Aumentada p-valor
(N=431) (N=353) (N=78)

Idade (anos) 36,9 +9,7 36,5+9,6 38,8 £10,2 0,053
Peso (Kg) 119,1 £ 19,7 116,3+17,2 131,5+24,9 <0,001
IMC (Kg/m2) 44,4 + 8,0 442 +8,3 45,1 £6,8 0,369
Sexo Feminino (%) 338 (78.,4) 311 (88,1) 27 (34,6) <0,001
*Técnica Bypass (%) 355 (82,9) 331 (84,0) 24 (70,6) 0,079
Dislipidemia (%) 168 (39,0) 135 (38,2) 33 (42,3) 0,591
DM (%) 73 (16,9) 48 (13,6) 25(32,1) <0,001
HAS (%) 180 (41,8) 131 (37,1) 49 (62,8) <0,001
*@GJ (mg/dL) 101,2 £ 32,8 98,2 +28,3 114,8 £ 45,9 0,003
*AST (U/L) 273+ 143 25,8+12.9 342+179 <0,001
*ALT (U/L) 357+242 32,3+20,3 51,3+32,9 <0,001
*BT (mg/dL) 0,51 +0,22 0,5+0,2 0,6 +£0,3 0,004
*Hb (g/dL) 13,9 +6,0 13,8 £6,6 146+1,2 0,305
*Plaquetas (uL) 283 + 66 292 + 65 2asesg o0
(x1000)

FS (ng/dL) 197,2 £209,3 120,8 £ 72 543,1 £270,2 <0,001
FS sexo Feminino 141,8 +149,6 1109+ 65,2 497,5+310,9 <0,001
FS sexo Masculino 398,8 +265,4 194,1 £78,2 567,3+245,8 <0,001
FS 1° ano (ng/dL) 157,9 £ 154,1 106,4 +89,4  389,5+170,7 <0,001

Abreviagdes: IMC= indice de massa corporea; DM2= Diabetes Mellitus tipo 2; HAS: hipertensao
arterial sistémica; GJ= glicemia de Jejum; AST= aspartato aminotranferase, ALT= alanina
aminotransferase; BT= bilirrubina total; Hb= hemoglobina; FS= ferritina sérica. *Tamanho amostral:
técnica (N=427), AST (N =414), ALT (N=404), Hb (N=389), BT (N=317), Plaquetas (N=360), FS 1°
ano (N=247).
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TABELA 2: Relagdo entre ferritina sérica e histologia hepatica

Ferritina sérica

Variavel Total Normal Aumentada p-valor
(N=431) (N=353) (N=78)
Esteatose <0,001
0 41 (9,5) 40 (11,3)* 1(1,3)
1 135 (31,3) 123 (34,8)* 12 (15,4)
2 129 (29,9) 103 (29,2) 26 (33.,3)
3 126 (29,2) 87 (24,6) 39 (50,0)*
EHNA 0,026
0 119 (27,6) 103 (29,2) 16 (20,5)
1 206 (47,8) 171 (48,4) 35 (44,9)
2 104 (24,1) 77 (21,8) 27 (34,6)*
3 2(0,5) 2(0,6) 0(0,0)
Fibrose 0,023
0 196 (45,5) 164 (46,5) 32 (41,0)
1 178 (41,3) 148 (41,9) 30 (38.5)
2 21 (4,9) 18 (5,1) 3(3,8)
3 34 (7,9) 22 (6,2) 12 (15,4)*
4 2(0,5) 1(0,3) 1(1,3)
* Associacao significativa (residuo padronizado ajustado >1,96)
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TABELA 3: Acuracia dos niveis séricos de ferritina

Ferritina sérica (Se% / Esp%)

Desfecho ég;{;;i >LSN >1,5x LSN >2x LSN

(N=78) (N=36) (N=17)
Esteatose 0,64 (0,57-0,72) 20/98 09/100 04/100
Graus de esteatose 0,62 (0,56-0,67) 26/91 12/96 06/99
EHNA 0,57 (0,52-0,63) 20/87 09 /94 04 /97
Atividade da EHNA 0,54 (0,47-0,61) 25/83 14/93 08 /97
Fibrose 0,56 (0,50-0,61) 20/84 09/93 03/95
Graus de fibrose 0,62 (0,51-0,73) 36/83 20/93 04 /95

AUROC= area sob a curva ROC; Se= sensibilidade; Esp= especificidade; LSN= Limite
Superior da Normalidade; IC95%= Intervalo de confianca de 95%
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TABELA 4. Ferritina sérica e pontos de corte de acordo com o sexo

AUROC  ICos%  romede oo g
Corte

EHNA

M 0,56 0,42 0,70  363.,5 53 65

F 0,57 0,51 0,64 101,4 58 58
Atividade da EHNA

M 0,71 0,60 0,83 358 75 58

F 0,54 0,47 0,61 111,5 56 54
Fibrose

M 0,55 0,43 0,67 390,5 51 69

F 0,57 0,51 0,63 103,5 58 54
Fibrose Avancada

M 0,59 0,41 0,77 266 79 41

F 0,53 0,39 0,67 173 41 70

EHNA= Esteato-hepatite ndo alcoolica;

Se=Sensibilidade; Es= especificidade; M= sexo masculino; F= sexo feminino.

1C95%= Intervalo de confianca de

95%:;
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TABELA 5: Associagdo dos niveis de ferritina sérica com os desfechos histologicos

Desfecho FS>LSN FS >1,5* LSN FS >2* LSN

OR (IC95%) p-valor OR (IC95%) p-valor OR (IC95%) p-valor
Esteatose 9,8 (1,3;72,7) 0,025 - 0,037 - 0,390
Graus de Esteatose 3,5(1,8;6,8) 0,000 3,6 (1,4:9,5) 0,010 9,0(1,2;68,7) 0,034
EHNA 1,6 (0,9:;2,9) 0,124 1,6 (0,7:;3,9) 0,256 1,2(0,4:3,9) 0,702
Atividade da EHNA  1,7(0,9:;2,9) 0,077 2,3(1,0:4,9) 0,038 3,3(1,0;10,3) 0,042
Fibrose 1,2(0,8;2,1) 0,384 1,3(0,7;2,7) 0,408 0,7(0,3;1,9) 0,530
Graus de Fibrose 2,8(1,3:6,2) 0,008 3,0(1,1;7,9) 0,030 6,1(1,5;25,6) 0,014

EHNA= Esteatohepatite ndo alcoolica; LSN= Limite Superior da Normalidade; OR= Odds
Ratio; 1C95%= Intervalo de confianga de 95%;

79



TABELA 6: Fatores associados aos desfechos na analise multivariada

Fatores OR IC 95% p-valor
Esteatose

Sexo (Masculino) 4,61 1,07 19,80 0,040

HAS 2,80 1,22 6,88 0,016
Esteatose graus

Peso 1,02 1,00 1,03 0,012

DM 440 1,62 11,95 0,004

HAS 1,84 1,07 3,14 0,026

ALT 4,09 1,52 10,97 0,005
EHNA

DM 3,02 1,38 6,63 0,006
Atividade da EHNA

AST 3,19 1,61 6,33 0,001
Fibrose

DM 2,78 1,44 5,36 0,002

ALT 2,28 1,17 4,46 0,016

Graus de Fibrose
Sexo (Masculino) 3,21 1,31 7,85 0,011
GlJ 2,88 1,20 6,88 0,018
AST 5,01 2,08 12,08 0,000
Abreviacdes: DM= Diabetes Mellitus; HAS: hipertensao arterial sistémica; GJ= glicemia de

jejum; AST= aspartato aminotranferase, ALT= alanina aminotransferase; OR= Odds

Ratio, IC95%= Intervalo de confianca de 95%;



FIGURA 1. Comparagao da ferritina sérica pré—operatdria e um ano apds a cirurgia (N=247)
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7. CONCLUSAO

Pacientes com FS aumentada apresentaram niveis mais elevados de GJ, AST, ALT, BT
e menor contagem de plaquetas. Estes pacientes apresentaram também significativamente
maior peso, prevaléncia em homens, DM2 e HAS, em comparacdo com o grupo que
apresentava FS normal. Nao houve diferenca significativa nos niveis de FS quando
considerados a idade, IMC, técnica cirurgica, dislipidemia e hemoglobina.

Na andlise univariada, a FS aumentada mostrou associagao significativa com a presenca
de esteatose, EHNA e fibrose e seus respectivos graus, entretanto, a FS nao foi um bom
preditor para nenhum dos desfechos. A discriminag@o da FS foi baixa para todos os modelos
uma vez que a area sob a curva ROC variou de 0,54 para atividade da EHNA a 0,64 para
presenca de esteatose.

Na andlise multivariada, as variaveis sexo ¢ HAS foram associadas a presenca de
esteatose, DM2 a EHNA e DM2 e ALT elevada com a presenga de fibrose. Para graus de
esteatose mostraram-se associados o peso, DM2, HAS e ALT alterado; para atividade da
EHNA apenas DM2 e para graus de fibrose o sexo, GJ e AST alterados.

Os niveis de FS reduziram significativamente apés um ano da cirurgia bariatrica, de

18% para 00 da amostra.
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FIGURES/IMAGES/MEDIA

[ For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, use TIFF format.

[ Figure width should be 39 mm, 84 mm, 129 mm or 174 mm, and no higher than 234 mm
[]No identifying information about patients

[C] Patient and/or publisher permissions, if needed

OFFICIAL ICMJE CONFLICT OF INTEREST FORM(S):
[] One form completed by each author (ex: 5 authors = 5 forms)

FOR REVISIONS ONLY:

[JRevised text, tables and figures - One clean copy and one annotated copy

[C1 A Point-by-Point Reply to Reviewer Comments (blinded for review purposes)
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IMPORTANT SUBMISSION INFORMATION

3a. SYSTEM REQUIREMENTS

Authors will need the following items in order to use EM:
e Internet access

e A current Adobe Acrobat browser plug-in

e Electronic files of all required documents

3b. YOUR AUTHOR ACCOUNT

Authors entering the journal's EM site for the first time can create a new account at

http://www .edmgr.com/obsu/ by clicking “Register Now,” and then following the online prompts in
order to create your account and submit a manuscript. NOTE: If you have previously accessed the
system, always use your existing account for ALL subsequent submissions. If you have forgotten your
Username or Password, use the “Send Login Details” link at the OBSU Login Page.

3c. ONLINE SUBMISSION

After you have logged into your account and entered your Submission Center, EM will lead you through
a step-by-step manuscript submission process. The required documents for all online submissions
include the main, blinded manuscript document, a separate Title Page document, and a Conflict of
Interest (COI) form, which must be completed by each contributing author.

Note: Always keep original copies of your word-processing, graphic, video, and COI files.

Make sure that all required online fields are completed before attempting to submit; the system won’t
allow you to submit if any required fields are not completed. If you cannot finish your submission in one
visit, you can save a draft and later re-enter the process at the same step by clicking on the “Incomplete
Submissions” link in your Author Main Menu.

3d. SUPPORT AND ASSISTANCE
If you have questions or need assistance at any point during the submission and review process, contact
our OBSU Managing Editor:

Attn: Deana Rodriguez
Managing Editor, OBSU Editorial Office Phone: +001 (562) 961-9928 E-mail:
obsu.rodriguez@ gmail.com

MANUSCRIPT PREPARATION

4a. JOINT STATEMENT BY THE SURGERY JOURNAL EDITORS GROUP 2018

We, the editors of surgery journals, believe that conducting sex-inclusive biomedical and clinical
research is imperative to improving health outcomes of men and women. Recent studies have shown that
the majority of biomedical research in the field of surgery and related topics is conducted on male

1

animals and male cells, even when studying diseases prevalent in women.” Human clinical research

suffers from a lack of sex-based reporting and sex-based analysis of the results 253 Given these findings,
the National Institutes of Health (NIH) has now asked that sex be considered as a biologic variable in all

NIH-funded research.4 As such, we support uniform, defined reporting of the sex used for human,
animal, tissue, and cell research in ALL manuscripts published in our journals. If only one sex is
reported, authors must include a justification statement as to why only a single-sex study was conducted.
We also will require sex-based reporting and analysis of data for all human, animal, tissue, and cell
research. As a group, we will require this among all our collective surgery journals.
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in basic science and translational surgical research. Surgery.2014;156(3):508-516.
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4b. MANUSCRIPT TERMINOLOGY
Please make note of the required manuscript terminology standards.

Mandatory
Weight loss must be expressed as change in BMI or % total weight loss (% TWL)

The term for the operative procedure that was previously labeled “Mini Gastric Bypass (MGB)” should
no longer be used. Instead, use the accepted term “One Anastomosis Gastric Bypass (OAGB)”.

In addition, weight loss may also be expressed as % Excess Weight Loss (%2EWL), with the calculation
of ideal body weight as that equivalent to a BMI of 25 kg/m2 and/or % Excess BMI Lost (%EBMIL)

with excess BMI > 25 kg/m2 as well as % total body weight loss. The percent of Excess Weight Loss
should not replace Total Weight Loss but may also be included in the text.

Data extending beyond 30 days must include lost to follow-up information in the Abstract and Results
section, including all tables and figures, with the denominator provided as to how many patients were
available at each time point and the number of patients actually seen.

4c. MANUSCRIPT SECTIONS AND FILE ITEMS

When you upload your manuscript documents to EM, the system will ask you to indicate the manuscript
file “Item.” Your manuscript should be submitted in various parts; for example, your blinded
“Manuscript” should be uploaded separately from the “Title Page” and “Official Conflict of Interest
Form.” Images should be submitted separately, as should any electronic supplementary material (or
“Other”) and videos (either as supplementary videos or dedicated Multimedia Article).

Use the following text format guidelines.

e Use a normal, plain font (e.g., 12-point Times Roman) for text.

e Double-space the text and set page borders at one inch.

e Use italics for emphasis.

e Use the automatic page numbering function to number the pages.

e Use tab stops or other commands for indents; do not use the space bar for indents.

i. File Item: Title Page (required)

In the "File Upload" section of EM, your Title Page should be submitted separately from the blinded

text of the manuscript, under the category, "Title Page." This page will not be seen by reviewers and

should include the following:

e Complete title of the article and a shortened title (max 30 characters, including spaces). Complete
names, titles, departments and institutional addresses of each contributing. "Correspondence to"
followed by the name and contact information for the corresponding author.

e Any detailed grant information and an acknowledgment of grant support.

e Acknowledgments: Should only be included in the Title Page. List individuals other than authors
who directly participated in the work. If any authors have contributed equally, you may include
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the following statement: “Authors (name) and (name) have contributed equally to this work.”

ii. File Item: Blinded Manuscript — Main Text (required)
In the "Attach Files” step (final step) of your submission, the “Manuscript” file should include the
Main Text (which should include blinded statements regarding conflict of interest, consent and
ethics), References, and Figure Legends (if any). Tables may also be included at the end of the text
document or submitted separately.

The main text document should be double-spaced and for most submissions include: Abstract
(required for all but Letters; optional for Brief Communications); Introduction/Purpose; Materials and
Methods; Results; Conclusion; Blinded Conflict of Interest Disclosure Statement; Statements
regarding ethics and consent (see details below); References (see details below); Tables, and any
Figure Legends (if applicable). Additional format requirements and details for specific manuscript
types are included in the “Manuscript Types and Formats” section below.

Conflict of Interest Disclosure, Ethical Statement and Consent Statement

Three required statements are required just before the list of References. For each author, the blinded
COI statement must declare potential conflict of interest for each author (“author 1, author 2,” etc.),
or state, “no conflict of interest.” For more information, refer to “Ethical Responsibilities of Authors”
below.

References

e Use Medline®/Pubmed® Style. Visit the following website for sample references:
http://www .nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html.

e Type references double-spaced; list them in consecutive, numerical order as they appear in the text.

o Identify reference citations in the text by numbers in square brackets (e.g., [1]). Once a referenceis
cited, all subsequent citations should be to the original number.

e Cite all references within the text or tables.

e Papers that have been accepted for publication or are in press may be listed in theReferences,
however OBSU does not reference unpublished data or personal communications.

Tables

e Use the table function (not spreadsheets) to make tables.

e Number all tables using Arabic numerals.

e Always cite tables in the text in consecutive, numerical order.

e For each table, supply a title; it should explain clearly and concisely the components of the table.

e Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or asterisks for
significance values and other statistical data) and included beneath the table body.

e All tables should be on separate page(s) at the end of the main document and be cited in the text.

iii. File Item: Official Conflict of Interest Form — (required)

Every contributing author must electronically complete the official ICMIJE Conflict of Interest (COI)
form. Click on http://www.icmje.org/coi_disclosure.pdf to download a PDF of the form. During
submission, please make sure that you upload all COI forms at the end of your submitted document
list. If any author's COI form is missing from the submission, it will be returned to the author for
correction prior to review. Each author must complete the form even if no conflict of interest exists.
All details in the ICMIJE COI forms must correspond with the COI Disclosure Statement included in
the manuscript text. Reviewers will not see these forms.

Important Note: If you have trouble viewing the ICMJE COI form after downloading it, make sure to
open the PDF directly from your “downloads” folder via Adobe Reader rather than through your
internet browser. Also, once uploaded to the submission site, the forms may not appear clearly in the
PDF proof, depending on your browser. Please simply make sure that a completed form has been
uploaded for each contributing author before you complete your submission.
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iv. File Item: Cover Letter (optional; non-blinded)
You may submit a non-blinded Cover Letter under this File Item, as well as any other non- blinded
documents such as Permission documents or Language Editing certificates.

<

. File Item: Figure / Image (optional; blinded for review)
Common graphics files such as GIF, JPEG, EPS, TIFF and many others are supported. Do not
upload figures as PDF files.

All figures must be numbered using Arabic numerals. Figure parts should be denoted by lowercase
letters. Figures should always be cited in text in consecutive numerical order. For each figure,
include the figure legends at the end of the manuscript text. Name your figure files with "Fig" and
the figure number, e.g., Figl .eps.

Photographs of patients in which the subject is identifiable must either have the face masked out, or
be accompanied by written permission from the individual in the photograph for publication.

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain permission from
the copyright owner(s) for both the print and online format.

Vector Graphics: The preferred format is EPS; for halftones, please use TIFF format. MSOffice
files are also acceptable. Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the
files.

Line Art: Must be black and white with no shading. Ensure that all lines and lettering within the
figures are legible at final size. All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide. Scanned line
drawings and line drawings in bitmap format should have a min. resolution of 1200 dpi.

Halftone Art (photographs, drawings or paintings with fine shading, etc.): If magnification is used
in photographs, indicate this by using scale bars within the figure. Halftones should have a
minimum resolution of 33 dpi.

Combination Art (combination of halftone and line art): Combination artwork should have a
minimum resolution of 600 dpi.

Color Art: Color art is free of charge for online publication. If artwork is to be published in black
and white, make sure that details are visible; many colors are not distinguishable when converted to
black and white. You may choose to use patterns rather than colors in such instances. Color
illustrations should be submitted as RGB (8 bits/channel).

Lettering and Numbering in Figures: Helvetica and Arial (sans serif fonts) text are preferred. Keep
lettering size consistent throughout (preferably 2-3 mm / 8-12 pt). Avoid shading and other text
features, and do not include titles or captions within your figures.

=.

vi. File Item: Multimedia Article (blinded for review)

A Multimedia Article submission consists of a dedicated video no more than 10 minutes in
duration. Keep the video length / size as precise as possible, as some authors and reviewers may
experience problems when uploading, downloading or viewing larger files, depending on server

speed and other external factors.

Requirements for Multimedia Articles

e Multimedia Articles must be accompanied by a textual Abstract.

e Must use either .mp4 or .mov files.

e Video files must not exceed ten (10) minutes in length.

e For any Multimedia Article files larger than 500 MB, authors may upload compressedfiles
(e.g., zip files), or submit in separate video sections.

e All narration must be in English.

vii. File Item: Dynamic (supplementary) Video
Dynamic Video files may be included as additional information that cannot be printed: animations,
video clips, etc. If supplying a dynamic video file, the manuscript text must make specific mention
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of the material as a citation (e.g., "as shown in Animation 3"). Keep the video length / size as
precise as possible, as some authors and reviewers may experience problems when uploading,
downloading or viewing larger files, depending on server speed and other external factors. Upon
submission of articles that include video, the author(s) will be required to submit according to the
following specifications.

Requirements for Dynamic Articles

e Video files should not exceed three (3) minutes in length.
e Always use either .mp4 or .mov files.

e All narration must be in English.

viii. File Item: Other (optional; blinded for review)
If your submission file does not fit any of the above file designations, you may submit as “Other,”
but any document submitted under this File Item must be blinded for review purposes and will be
evaluated for appropriateness.

4d. MANUSCRIPT TYPES AND FORMATS

The manuscript types include Original Contributions, New Concepts, Review Articles, Brief
Communications, Letters to the Editor, and Multimedia Articles. You may submit your manuscript
either as Format I, II, or III (detailed in the table below). Each manuscript type requires a specific
submission format. When required by the nature of the report, manuscripts that do not follow these
formats may be considered. Please note that the page, word and figure limits shown in the table below
should be used as a guideline rather than a rule; the editors and reviewers make the final evaluations.
Please remain succinct in your wording.
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4e. ADDITIONAL SUBMISSION DETAILS

i. Language Editing Services
Language Editing Services, when needed, can be acquired through the Springer author service
http://authorservices.springernature.com/ .

ii. Special Characters
The Journal does not assume responsibility for errors in conversion of customized software, newly
released software, or special characters. Indicate any special characters used in the file (e.g., Greek, math
symbols) by providing a clarifying list of abbreviations at the end of your manuscript text.

iii. Abbreviations, Drug Names, Digits
Use the standard abbreviations and units listed in Scientific Style and Format: The CBE Manual for
Authors, Editors, and Publishers, Sixth Edition (Reston, Va., Council of Biology Editors, 1994). The first
time an uncommon abbreviation appears in the text, it should be preceded by the full name for which it
stands. Generic names for drugs and chemicals should be used the first time the drug or chemical is
mentioned in the text and, preferably, thereafter. If an author wishes, the trade name may be inserted in
parentheses following the generic name the first time the generic name appears, and the manufacturer
name and city should also be included. Express digits as numerals except when they are the first word in
a sentence, and decimals should be written in North American format. Express units of measurement in
the metric system whenever possible and abbreviate them when used with numbers.

ETHICAL RESPONSIBILITIES OF AUTHORS

This journal is committed to upholding the integrity of the scientific record. As a member of the Committee
on Publication Ethics (COPE) the journal will follow the COPE guidelines on how to address potential acts
of misconduct.

Authors should refrain from misrepresenting research results that could damage the trust in the journal and
ultimately the entire scientific endeavor. Maintaining integrity of the research and its presentation can be
achieved by following the rules of good scientific practice, which includes: The manuscript has not been
submitted to more than one journal for simultaneous consideration.

e The manuscript has not been published previously (partly or in full), unless the new work concerns an
expansion of previous work (provide transparency on the re-use of material to avoid the hint of text-
recycling (“self-plagiarism”)).

e A single study is not split up into several parts to increase the quantity of submissions and submitted to
various journals or to one journal over time (e.g. “salami-publishing”).

e No data have been fabricated or manipulated (including images) to support yourconclusions

e No data, text, or theories by others are presented as if they were the authors own (“plagiarism”). Proper
acknowledgements to other works must be given (this includes material that is closely copied (near
verbatim), summarized and/or paraphrased), quotation marks are used for verbatim copying of material,
and permissions are secured for material that is copyrighted.

e Important note: note: the journal may use software to screen for plagiarism.

e Consent to submit has been received from all co-authors and responsible authorities atthe
institute/organization where the work has been carried out before the work is submitted.

e Authors whose names appear on the submission have contributed sufficiently to the scientificwork and
therefore share collective responsibility and accountability for the results.
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4e. ADDITIONAL SUBMISSION DETAILS

i. Language Editing Services
Language Editing Services, when needed, can be acquired through the Springer author service
http://authorservices.springernature.com/ .

ii. Special Characters
The Journal does not assume responsibility for errors in conversion of customized software, newly
released software, or special characters. Indicate any special characters used in the file (e.g., Greek, math
symbols) by providing a clarifying list of abbreviations at the end of your manuscript text.

iii. Abbreviations, Drug Names, Digits
Use the standard abbreviations and units listed in Scientific Style and Format: The CBE Manual for
Authors, Editors, and Publishers, Sixth Edition (Reston, Va., Council of Biology Editors, 1994). The first
time an uncommon abbreviation appears in the text, it should be preceded by the full name for which it
stands. Generic names for drugs and chemicals should be used the first time the drug or chemical is
mentioned in the text and, preferably, thereafter. If an author wishes, the trade name may be inserted in
parentheses following the generic name the first time the generic name appears, and the manufacturer
name and city should also be included. Express digits as numerals except when they are the first word in
a sentence, and decimals should be written in North American format. Express units of measurement in
the metric system whenever possible and abbreviate them when used with numbers.

ETHICAL RESPONSIBILITIES OF AUTHORS

This journal is committed to upholding the integrity of the scientific record. As a member of the Committee
on Publication Ethics (COPE) the journal will follow the COPE guidelines on how to address potential acts
of misconduct.

Authors should refrain from misrepresenting research results that could damage the trust in the journal and
ultimately the entire scientific endeavor. Maintaining integrity of the research and its presentation can be
achieved by following the rules of good scientific practice, which includes: The manuscript has not been
submitted to more than one journal for simultaneous consideration.

e The manuscript has not been published previously (partly or in full), unless the new work concerns an
expansion of previous work (provide transparency on the re-use of material to avoid the hint of text-
recycling (“self-plagiarism”)).

e A single study is not split up into several parts to increase the quantity of submissions and submitted to
various journals or to one journal over time (e.g. “salami-publishing”).

e No data have been fabricated or manipulated (including images) to support yourconclusions

e No data, text, or theories by others are presented as if they were the authors own (“plagiarism”). Proper
acknowledgements to other works must be given (this includes material that is closely copied (near
verbatim), summarized and/or paraphrased), quotation marks are used for verbatim copying of material,
and permissions are secured for material that is copyrighted.

e Important note: note: the journal may use software to screen for plagiarism.

e Consent to submit has been received from all co-authors and responsible authorities atthe
institute/organization where the work has been carried out before the work is submitted.

e Authors whose names appear on the submission have contributed sufficiently to the scientificwork and
therefore share collective responsibility and accountability for the results.
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In addition:

e Changes of authorship or in the order of authors are not accepted affer manuscript acceptance.

e Requests to add or delete authors at revision are a serious matter and may be considered only after receipt
of written approval from all co-authors and detailed explanation about the role/deletion of the
new/deleted author. The “Authorship Change” form can be requested from the Editorial Office. The
decision to accept the change(s) rests with the journal’s Editor-in-Chief.

e Upon request authors should be prepared to send relevant documentation or data to verify the validity of
the results. This could be in the form of raw data, samples, records, etc.

e If there is a suspicion of misconduct, the journal will carry out an investigation following the COPE
guidelines. If, after investigation, the allegation seems to raise valid concerns, theaccused author will be
contacted and given an opportunity to address the issue. If misconduct has been proven, this may result in
the Editor-in-Chief’s implementation of the following measures, including, but not limited to:

o If'the article is still under consideration, it may be rejected and returned to the author.

o If the article has already been published online, depending on the nature and severity of the
infraction, either an erratum will be placed with the article or in severe cases complete retraction of
the article will occur. The reason must be given in the published erratum or retraction note.

e The author’s institution may be informed.

5a. DISCLOSURE OF POTENTIAL CONFLICT OF INTEREST

Authors must disclose all relationships or interests that could influence or bias the work. Althoughan author

may not feel there are conflicts, disclosure of relationships and interests affords a more transparent process,

leading to an accurate and objective assessment of the work. Awareness of real or perceived conflicts of

interests is a perspective to which the readers are entitled and is not meant to imply that a financial

relationship with an organization that sponsored the research or compensation for consultancy work is

inappropriate. Examples of potential conflicts of interests that are directly or indirectly related to the

research may include but are not limited to the following:

e Research grants from funding agencies (give the research funder and the grantnumber) Honoraria for
speaking at symposia

e  Financial support for attending symposia Financial support for educational programs Employment or

consultation

Support from a project sponsor

Position on advisory board or board of directors or other type of management relationships

Multiple affiliations

Financial relationships, for example equity ownership or investment interest Intellectual property rights

(e.g. patents, copyrights and royalties from such rights); holdings of spouse and/or children that may

have financial interest in the work

e o o o

In addition, interests that go beyond financial interests and compensation (non-financial interests) that may be
important to readers should be disclosed. These may include but are not limited to personal relationships or
competing interests directly or indirectly tied to this research, or professional interests or personal beliefs that
may influence your research.

The corresponding author collects the conflict of interest disclosure forms from all authors. In author
collaborations where formal agreements for representation allow it, it is sufficient for the corresponding
author to sign the disclosure form on behalf of all authors.

The corresponding author will include a blinded summary statement in the text of the manuscript in a

separate section before the reference list that reflects what is recorded in the potential conflict of interest
disclosure form(s). For review purposes, the affiliations may be identified, but the authors may not.
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See below for examples of disclosures:

e  “Funding: This study was funded by X (grant number X).”

o “Conflict of Interest: Author 1 has received research grants from Company A. Author 2 has received a
speaker honorarium from Company B and owns stock in Company C. Author 3 is a member of
committee D.”

If no conflict exists, the authors should state:
e “Conflict of Interest: The authors declare that they have no conflict ofinterest.”

5b. STATEMENT OF HUMAN AND ANIMAL RIGHTS

When reporting studies that involve human participants, authors should include a statement that the studies
have been approved by the appropriate institutional and/or national research ethics committee and have been
performed in accordance with the ethical standards as laid down in the 1964 Declaration of Helsinki and its
later amendments or comparable ethical standards.

If doubt exists whether the research was conducted in accordance with the 1964 Helsinki Declaration or
comparable standards, the authors must explain the reasons for their approach, and demonstrate that the
independent ethics committee or institutional review board explicitly approved the doubtful aspects of the
study.

The following statements should be included in the text before the References section:

i. Ethical Approval

“All procedures performed in studies involving human participants were in accordance with the ethical
standards of the institutional and/or national research committee and with the 1964 Helsinki declaration and
its later amendments or comparable ethical standards.”

The welfare of animals used for research must be respected. When reporting experiments on animals, authors
should indicate whether the institutional and/or national guidelines for the care and use of animals were
followed.

For studies with animals, the following statement should be included:
“All applicable institutional and/or national guidelines for the care and use of animals were followed.”

If articles do not contain studies with human participants or animals by any of the authors, Springer
recommends including the following sentence:

“This article does not contain any studies with human participants or animals performed by any of the
authors.”

For retrospective studies, add the following sentence: “For this type of study formal consent is not required.”
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ii. Informed Consent

All individuals have individual rights that are not to be infringed. Individual participants in studies

have the right to decide what happens to the (identifiable) personal data gathered and to what they have said
during a study or an interview as well as to any photograph that was taken. Hence it is important that all
participants gave their informed consent in writing prior to inclusion in the study. Identifying details (names,
dates of birth, identity numbers and other information) of the participants that were studied should not be
published in written descriptions, photographs, and genetic profiles unless the information is essential for
scientific purposes and the participant (or parent or guardian if the participant is incapable) has given written
informed consent for publication. Complete anonymity is difficult to achieve in some cases, and informed
consent should be obtained if there is any doubt. For example, masking the eye region in photographs of
participants is inadequate protection of anonymity. If identifying characteristics are altered to protect
anonymity, such as in genetic profiles, authors should provide assurance that alterations do not distort
scientific meaning.

The following statement should be included:
Informed consent: “Informed consent was obtained from all individual participants included in the study.”

If identifying information about participants is available in the article, the following statement should also be
included:

“Additional informed consent was obtained from all individual participants for whom identifying
information is included in this article.”

RESEARCH DATA POLICY

The OBSU journal encourages authors, where possible and applicable, to deposit data that support the
findings of their research in a public repository. Authors and editors who do not have a preferred repository
should consult Springer Nature’s list of repositories and research data policy.

List of Repositories http://www.springernature.com/gp/authors/research-data-
policy/repositories/12327124?countryChanged=true

Research Data Policy http://www .springernature.com/gp/authors/research-data-
policy/faqs/12327154?countryChanged=true

General repositories - for all types of research data - such as figshare and Dryad may also be used. Datasets
that are assigned digital object identifiers (DOIs) by a data repository may be cited in the reference list. Data
citations should include the minimum information recommended by DataCite: authors, title, publisher
(repository name), identifier.

DataCite
Springer Nature provides a research data policy support service for authors and editors, which can be
contacted at researchdata@springernature.com.

This service provides advice on research data policy compliance and on finding research data repositories. It
is independent of journal, book and conference proceedings editorial offices and does not advise on specific
manuscripts.
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