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RESUMO

A doenca hepética gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) é prevalente e
frequentemente diagnosticada a ultrassonografia (US). A gradacdo da esteatose pela US
bidimensional é subjetiva e sujeita a variabilidade inter e intra-observador. A bidpsia
hepéatica é o método diagndstico padrdo, havendo, porém, controvérsias sobre sua
indicagdo. E necessaria, para a pratica clinica, a quantificacdo n&o invasiva, objetiva e
reprodutivel da esteatose. O objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho dos indices
do Doppler hepético dos trés principais vasos no diagndstico e gradacdo da esteatose,
comparando-se com analise histoldgica.

US com Doppler foi realizada em 98 voluntarios, entre os quais 49, com DHGNA,
foram submetidos a bidpsia. Os demais 49, sem esteatose a US e sem fatores risco para
DHGNA foram incluidos como controles e ndo submetidos a bidpsia por motivos éticos. O
indice de pulsatilidade venosa portal (IVP) foi calculado subtraindo-se o pico minimo de
velocidade portal do pico maximo e dividindo-se pelo pico maximo. A onda de velocidade
de fluxo (OVF) da veia hepética direita foi classificada em monofasica, bifasica e trifasica.
O indice de resistividade (IR) da artéria hepatica foi calculado subtraindo-se a velocidade
diastdlica final do pico de velocidade sistdlica e dividindo-se pelo pico de velocidade
sistdlica. O indice de pulsatilidade (IP) da artéria hepatica foi calculado subtraindo-se a
velocidade diastdlica final do pico de velocidade sistélica e dividindo-se pela velocidade
média. Os espécimes obtidos por bidpsia hepatica por agulha foram classificados em
esteatose discreta (até 33% dos hepatdcitos infiltrados por gordura), moderada (de 33 a
66%) e acentuada (mais de 66%). A fibrose e a inflamacé&o foram classificadas segundo
sua intensidade e localizacdo no acino hepatico.

O IVP apresentou correlacao inversa e significante com a presenca de esteatose a
biopsia (r=-0,69; p <0,0001). A distribuicdo do padrédo da OVF da veia hepatica direita foi
predominantemente trifdsico nos controles e no subgrupo com esteatose discreta
enquanto o padrao monofasico foi mais frequente na esteatose moderada e acentuada. IR
e IP da artéria hepéatica nao distinguiram grupo controle do grupo com esteatose. Nenhum
dos indices correlacionou-se significativamente com a gradagéo da esteatose.

As alteracdes hemodinamicas das veias porta e hepatica permitem o diagnostico
nao invasivo da esteatose. Para melhorar a capacidade diagndstica obteve-se uma
funcdo discriminante com estes dois parametros, que aumentou especificidade,
sensibilidade e acuracia do Doppler para o diagnéstico de esteatose, com uma andlise de
simples realizagéo e passivel de aplicabilidade clinica.

Os parametros hemodinamicos estudados mostraram limitacdes para diagnéstico
de inflamacé&o, fibrose e para a gradacdo da esteatose.

Palavras-chave: Esteatose hepética ndo alcoolica. Ultrassonografia. Doppler. Bipsia
hepatica.
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ABSTRACT

Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is a prevalent condition and frequently
diagnosed in ultrasonography (US). Bidimensional ultrasonography steatosis grading is
subjective and subject to interobserver and intraobserver variability. Hepatic biopsy is the
standard diagnostic method, but its indication has some controversies. For clinical
practice, honinvasive, objective and reproducible steatosis quantification is necessary. The
aim of this study is to assess the performance of Doppler US indices of the three major
hepatic vessels in steatosis diagnosis and grading, having histological study as reference.

Doppler US was performed in 98 volunteers, including 49, with NAFLD who were
submitted to liver biopsy. The other 49, without steatosis in US and without risk factors for
NAFLD, were included as the healthy group and were not submitted to biopsy due to
ethical reasons. Portal venous pulsatility index (PVI) was calculated by subtracting the
minimal peak of portal velocity from the maximum peak and dividing the result by the
maximum peak. Right hepatic vein waveform pattern (HVWP) was classified as
monophasic, biphasic or triphasic. Hepatic artery resistance index (HARI) was calculated
by subtracting end diastolic velocity from systolic peak velocity and dividing the result by
systolic peak velocity. Hepatic artery pulsatility index (HAPI) was calculated subtracting
end diastolic velocity from systolic peak velocity and dividing the result by mean velocity.
Hepatic biopsy specimens were classified in mild steatosis (less than 33% of fatty
hepatocytes), moderate (33 to 66%) and severe (more than 66%). Inflammation and
fibrosis were classified according to intensity and localization in hepatic acini.

PVI had inverse and significant correlation with steatosis presence in biopsy (r= -
0.69; p <0.0001). PVI media and standard deviation in healthy group was 0.35 +0.08 and
in steatosis group was 0.21+0.10 (p<0.0001). HVWP was predominantly triphasic in
healthy group and in mild steatosis subgroup while monophasic pattern was the most
frequent in moderate and severe steatosis. HARI and HAPI did not distinguish healthy
from steatosis group. None of the indices significantly correlated with steatosis grading.

Hemodynamic changes in portal and hepatic veins allow noninvasive steatosis
diagnoses. In order to improve diagnostic capacity, a discriminant function was obtained
using these two parameters, resulting in improvement of Doppler specificity, sensibility and
accuracy for steatosis diagnostic. This is a simple and clinical applicable analysis.

Doppler indices have limitations in quantifying steatosis as in diagnosing
inflammation and fibrosis.

KEY WORDS: Nonalcoholic hepatic steatosis. Doppler ultrasonography. Liver biopsy.
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1- INTRODUCAO

1.1- Conceito e Epidemiologia

A Doenca Hepdética Gordurosa Nao-Alcoolica (DHGNA) é caracterizada por um
continuo de lesdes hepdaticas que inclui esteatose e esteatohepatite ndo-alcéolica (EENA)
na auséncia de ingestdo alcoolica representativa (Hebbard e George, 2011), devido a
desregulacdo do metabolismo de lipideos e glicose, que resulta em estresse oxidativo e

lesdo hepética (Triverdi e Rinella, 2014).

Recomendacdes recentes definem o limite de ingestéo alcéolica como 20g/d para
homens (140g/semana) e 10g/d para mulheres (70g/semana) (Farrell e Larter, 2006;
Farrell et al., 2007). IngestBes de bebidas alcdolicas superiores a estes limites poderiam

ser responsaveis pela DHGNA.

A DHGNA foi descrita em 1980 em um grupo de 20 mulheres obesas e diabéticas,
com achados histoldgicos semelhantes aos da doenga hepatica alcodlica (DHA), porém

sem histéria de ingestao significativa de bebidas alcodlicas (Ludwig et al., 1980).

Para o diagndstico de DHGNA é necessario excluir-se outras causas de esteatose
hepatica além do uso de alcool, como infeccdo pelo gendtipo 3 do virus da hepatite C e
HIV; cirurgia de bypass intestinal; uso de medicamentos tais como prednisona,
amiodarona, tamoxifeno, metotrexate; toxinas; nutricdo parenteral total e caquexia (Leite

et al., 2014).



Na atualidade, a DHGNA representa a doenca hepatica crénica mais comum no
mundo ocidental (Clark, 2006; Younossi et al., 2011), com prevaléncia de 10-30% nesta

populagédo (Takuma e Nouso, 2010).

A DHGNA é considerada a manifestacdo hepatica da sindrome metabdlica
(Hamaguchi et al., 2005) e correlaciona-se com resisténcia a insulina, obesidade visceral
e hipertensdo arterial sistémica. Devido a esta forte associacdo com a sindrome
metabdlica, as perspectivas sdo de aumento ainda maior da prevaléncia devido a
epidemia de obesidade (Chen et al., 2008; Lee et al., 2010). Em pacientes portadores de
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) ou obesos, a prevaléncia de esteatose hepética varia entre

50-90% (Lemoine e Serfaty, 2012).

Dados sobre a prevaléncia da DHGNA no Brasil sdo escassos. Um levantamento
ultrassonografico realizado em 217 mulheres obesas no nordeste brasileiro mostrou
prevaléncia de 41,5% (Aradjo, 1998) . No Sudeste, a prevaléncia da doenca em 1804

ultrassonografias abdominais foi de 19,2% (Parise et al., 2003)

Ja a prevaléncia da EENA é pouco conhecida, pois ainda depende de diagnéstico
histologico, o que é impraticavel em todos os portadores de DHGNA. Um estudo recente
gue realizou ultrassonografia e bidpsia hepatica, mostrou prevaléncia de DHGNA de 46%
e destes individuos, 30% eram portadores de EENA, com prevaléncia geral de EENA de

12% (Williams et al., 2011).



1.2- Espectro de apresentacdo da DHGNA

A DHGNA engloba esteatose, inflamacéo lobular e balonizacdo, com graus
variaveis de fibrose, que classicamente se inicia ao redor da veia centrolobular (Leite et

al., 2014) e pode culminar no desenvolvimento de cirrose.

A fibrose é o principal componente da doenca hepatica crbnica que se relaciona
com a gravidade e progndstico do quadro, independente da etiologia de base (Kim, Jeong
e Baik, 2014). Cirrose é definida histologicamente como fibrose com formacao de nddulos
regenerativos no parénquima hepatico (Kim, Jeong e Baik, 2014). Entre todos os
pacientes com alguma forma de figado gorduroso, 3-5% vao desenvolver cirrose (Farrell e
Larter, 2006). Dentre estes, os pacientes portadores de esteatose simples desenvolvem
fibrose em 1% a 4 % dos casos; no entanto a EENA leva a cirrose em 15-25% dos casos
(Rafig et al., 2009; Ekstedt et al., 2006; Musso et al., 2011). Cirrose foi demonstrada em
20% dos pacientes com EENA comprovada histologicamente, o que corrobora esta

estatistica (Mccullough, 2006).

Etilismo e hepatites virais ainda sdo as principais causas mundiais de cirrose
hepética, mas com o aumento da prevaléncia de EENA, esta € hoje uma das principais
causas de cirrose (Gerstenmaier e Gibson, 2014). Atualmente, a cirrose decorrente da
EENA é a terceira causa de transplante hepético nos EUA, atras da hepatite C e doenca
hepatica alcéolica; no entanto é a Unica causa de transplante figado-relacionada que
continua a aumentar (Charlton et al., 2011). A previsdo é que proximo a 2020, a DHGNA

seja a principal causa de transplante ortotopico de figado naquele pais (Charlton, 2004).



Na chamada cirrose criptogenética, aquela em que ndo é mais possivel definir a
causa devido ao estagio terminal do figado, 70% dos pacientes sdo obesos e/ou

diabéticos, o que sugere EENA como uma etiologia provavel (Caldwell e Crespo, 2004).

O carcinoma hepatocelular é uma das possiveis complicacbes da DHGNA (Cohen,
Horton e Hobbs, 2011) e pode ocorrer no estagio de cirrose ou mesmo antes desta
(Lemoine e Serfaty, 2012), como mostrou um estudo em que 116 casos de
hepatocarcinoma ocorreram no estagio pré-cirrético de DHGNA ou em doentes sem

nenhum grau de fibrose (Baffy, Brunt e Caldwell, 2012).

E comum o conceito de que a esteatose simples teria poucas implicacées clinicas,
porém alguns dados apontam o contrario. Em pacientes com hepatite C, que é a doenca
hepatica crénica mais comumente diagnosticada juntamente com a EENA (em 5-10% dos
casos) (Brunt et al., 2003; Ong et al., 2001; Sanyal et al., 2003; Bedossa et al., 2007), a
esteatose reduz as possibilidades de uma resposta viroldgica sustentada (Poynard et al.,
2003) e acelera a progresséo da doenga (Moucari et al., 2008; Conjeevaram et al., 2007).
Em pacientes no periodo pés-operatério de resseccdo hepatica, a esteatose aumenta o
risco de complicacdes e morte (De Meijer et al., 2010). Nos figados transplantados, o grau
da esteatose macrovesicular estd diretamente relacionado com a disfungdo poés-
transplante (Lee et al., 2013) que pode atingir até 80% dos casos de enxertos com
esteatose acentuada (Markin et al., 1993). Dessa forma, o diagnéstico de esteatose é um

fator importante na selecdo de doadores.



1.3- DHGNA e suarelacdo com a Sindrome Metabdlica

Na presenca de obesidade e sindrome metabdlica sem outros fatores que gerem
alteracGes da funcdo hepatica, o diagnéstico de DHGNA/EENA deve ser considerado
mesmo que exames de imagem nao evidenciem gordura hepatica (Sumida, Nakajima e

ltoh, 2014).

Estudos prospectivos evidenciam a diabetes como fator de risco independente
para a progressdo da DHGNA, para a mortalidade relacionada ao figado e para o
surgimento de carcinoma hepatocelular (Porepa et al., 2010). A relacdo entre estas duas
doencas parece ser ainda mais intensa, uma vez que a presenca de DHGNA pode

predizer o surgimento de diabetes mellitus tipo 2 (Willner et al., 2001; Musso et al., 2011).

Foi sugerido que a biopsia hepética deve ser realizada em todos os pacientes
portadores de diabetes mellitus e com evidéncias de esteatose na ultrassonografia (Leite

etal., 2011)

Evidéncias crescentes mostram que a EENA é um fator de risco independente
para doenca cardiovascular (Triverdi e Rinella, 2014). A EENA comprovada
histologicamente tem correlagéo positiva com 0 aumento da espessura intima-média das
carttidas aferida pela ultrassonografia, independente da sindrome metabdlica e dos
outros fatores de risco cardiovasculares classicos (Targher et al.,, 2006) como idade,
hipertenséo, dislipidemia, diabetes e tabagismo. Além disso, a DHGNA relaciona-se
também com um aumento do escore de calcio na artéria coronaria aferida por tomografia,
independente dos outros fatores de risco cardiovasculares classicos (Santos et al., 2007;
Jung et al., 2010; Chen et al., 2010; Liu et al., 2012; Sung et al., 2012). Ha evidéncias de

que a DHGNA contribui para o remodelamento cardiaco, com aumento da espessura



ventricular na sistole e na diastole e diminuicdo do encurtamento longitudinal (Hallsworth

et al., 2013).

1.4- Obito nos pacientes com DHGNA

As doencgas cardiovasculares, especialmente a doenca coronariana e a
cerebrovascular, sdo as causas primarias de 6bito mais comuns em pacientes com EENA
(Ekstedt et al., 2006), seguido de neoplasias malignas e, em terceiro lugar, complicacoes

diretas da doenca hepética (Ong, Pitts e Younossi, 2008).

Assim, a doencga hepética € a terceira causa de 0bito nos pacientes portadores de
DHGNA (Adams et al., 2005; Ekstedt et al., 2006), sendo o hepatocarcinoma a causa

mais frequente de morte relacionada ao figado (Hashimoto et al., 2009).

1.5- Diagnéstico

De acordo com as recomendacdes recentes da Associacdo Americana para o
Estudo das Doencas Hepéaticas (AASLD), o diagnéstico de DHGNA deve ser feito quando
h& os quatro critérios seguintes: (1) esteatose hepética histologicamente ou em exames
de imagem; (2) ingestao alcéolica inexpressiva; (3) auséncia de outros fatores que gerem
esteatose hepatica e (4) nenhum fator concomitante que gere doenca hepética crénica

(Chalasani et al., 2012).



A DHGNA é uma afeccdo subdiagnosticada, pois na maioria das vezes tem curso
clinico assintomatico (Hernaez et al., 2011). Quando apresenta sinais e sintomas, 0s mais
comuns sao dor no quadrante superior direito do abdome, fadiga e les6es dermatologicas

do tipo acantose nigricans (mais comuns ha populacéo pediatrica) (Leite et al., 2014).

Usualmente, a suspeita da doenca baseia-se no achado ultrassonografico de
hiperecogenicidade hepéatica ou em um discreto a moderado aumento das enzimas
hepaticas (Bar_Sic” et al.,, 2012). Niveis normais de transaminases dificultam o

diagndstico de esteatohepatite (Ratziu et al., 2012).

A ultrassonografia é o atual método de escolha para o rastreamento da DHGNA,
no entanto, para o diagndstico definitivo e estadiamento, a bidépsia hepéatica mantem-se

até os dias atuais como o exame padrdo-ouro (Leite et al., 2014).

1.5.1- Bi6psia hepética

1.5.1.1-Vantagens da biopsia

Uma das grandes vantagens da bidpsia é confirmar o diagnéstico e avaliar de
forma semi-quantitativa a atividade necroinflamatéria e estimar a fibrose com

remodelamento arquitetural.

Apenas a bidpsia hepética é capaz de diferenciar esteatose simples de EENA; que

deve ser diagnosticada quando trés critérios estiverem presentes: esteatose



macrogoticular, infiltracdo de células inflamatérias e balonizacdo hepatocitaria (Sumida,

Nakajima e Itoh, 2014).

Os testes nado invasivos, até o momento, tem sido eficazes apenas para a
deteccdo de graus extremos de inflamacdo ou fibrose (Wieckowska, Mccullough e

Feldstein, 2007).

A biépsia é o método considerado padrdo-ouro no diagndstico da gravidade da
fibrose hepatica. Alguns marcadores séricos e exames de imagem podem sugerir a

gravidade da fibrose, mas nenhum desses é capaz de substitui-la (Suzuki et al., 2006).

Para melhor utilidade clinica e predi¢cao de progndéstico, o estadiamento histologico
da fibrose utiliza subclassificagbes (Kim, Jeong e Baik, 2014) e, devido a este maior
detalhamento da classificacao histologica, tem sido cada vez mais dificil que uma técnica
nao invasiva seja capaz de substituir a bidpsia hepética (Ishak et al., 1995; Kim et al.,

2011).

Inclusive, a acurada estimativa do grau de fibrose torna-se ainda mais importante
tendo em vista que o excesso de tecido fibroso da cirrose pode regredir com o tempo e

tratamento otimizado (Kim, Jeong e Baik, 2014).

Além disso, somente a avaliagdo anatomopatolégica pode avaliar com preciséo a

resposta ao tratamento (Cotrim, 2006).

Guidelines recentes da AASLD recomendam que a biépsia hepatica seja feita em
casos de complicagbes da sindrome metabdlica, altos niveis séricos de ferritina em
pacientes com EENA e também naqueles suspeitos de serem portadores de fibrose

avancada (Chalasani et al., 2012).



1.5.1.2- Desvantagens da biépsia

As desvantagens do uso da biépsia hepatica para avaliacdo da DHGNA sé&o
varias, dentre elas cita-se a invasividade, erro de amostragem e variabilidade intra e

interobservador na andlise histoldgica.

Quanto a invasividade, o procedimento contem riscos inerentes como dor leve e
autolimitada ap6s o procedimento, que ocorre em até 30% dos pacientes (Poynard, Ratziu
e Bedossa, 2000). Em geral este sintoma é bem tolerado e localiza-se principalmente no
local da punc¢éo e no ombro direito. Dor intensa pode ocorrer em 1,5 a 3,0% (Eisenberg et
al., 2003). O risco de hemorragia subclinica é de 0,35 a 1,6% e o risco de puncdo de
orgdos adjacentes é de 0,01 a 0,1% (Terjung et al., 2003). A taxa de mortalidade é de
0,01% (Poynard, Ratziu e Bedossa, 2000) nos estudos que incluiram pacientes com
neoplasias e insuficiéncia hepatica com distirbios da coagulacdo. Infere-se que, em

pacientes sem estas comorbidades, esta taxa seja menor.

Tais riscos sdo minimizados quando a bidpsia hepéatica € realizada sob
visualizagcdo ultrassonografica (Terjung et al., 2003) ou direta do 6rgdo, durante
procedimentos cirurgicos. Além disso, deve-se considerar o treinamento e a experiéncia

do operador da biépsia (Friedman, 2004).

Assim, a bibpsia hepatica ndo se constitui ferramenta de rastreamento
populacional como seria 0 desejado para uma doenca com alta prevaléncia, pois além
dos riscos, tem alto custo e ndo consiste em uma avaliacdo dinAmica que permita

reavaliacdes perioddicas apds instituicao do tratamento.
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A bibpsia hepatica possui potencial erro de amostragem: mesmo uma biopsia
adequada, representa apenas 1/50.000- 1/65.000 do figado e, para ter qualidade, é
necessario a utilizacdo de agulha de tamanho apropriado, escolha cuidadosa da area a

ser amostrada e primoroso processamento histolégico (Brunt e Tiniakos, 2010).

Possivelmente h& diferencas entre a amostragem obtida do lobo esquerdo e do
direito e no que se refere a profundidade do espécime no parénquima. Os espécimes
obtidos das regides subcapsulares mostrardo maior quantidade de tecido fibroso (Kim,
Jeong e Baik, 2014) do que aqueles localizados mais profundamente no parénquima
(Brunt e Tiniakos, 2010). O lobo esquerdo é menor, com maior area recoberta por cipsula

e deve ser evitado como sitio para a coleta do material.

O tamanho da amostra também se correlaciona com a acuracia da avaliagao
histologica na DHGNA. Bidpsias maiores que 1,5 cm de comprimento tiveram maior
propor¢ao de diagndsticos definitivos para esteatohepatite (56%) do que aquelas menores
que 1,0 cm (29%) (Vuppalanchi et al.,, 2009). A espessura do fragmento também é
importante, uma vez que a avaliagdo da arquitetura em uma amostra muito fina é
dificultada (Colloredo et al., 2003). O numero ideal de espacos porta ha amostra deve ser

de seis a oito (Bravo, Sheth e Chopra, 2001).

Devido a erros de amostragem, a cirrose pode ser subdiagnosticada em 14,5%
dos casos, como mostrado em um estudo com pacientes portadores de hepatite C (Regev
et al., 2002). Por vezes ndo é possivel realizar o diagnostico histolégico de cirrose na
biopsia hepatica se os nédulos parenquimatosos forem grandes ou incompletos (Kim,

Jeong e Baik, 2014).
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O erro de amostragem pode ser reduzido se forem utilizadas agulhas com maior
gauge (Larson et al., 2007), se os fragmentos obtidos forem maiores que 1,5 cm [Brunt,

2008] e, se possivel, mais de um fragmento tecidual (Vuppalanchi et al., 2009).

Além disso, a avaliagdo histoldégica esta sujeita a variabilidade intra e inter-
observador entre os patologistas (Marsman et al., 2004), uma vez que a experiéncia do
profissional e o nimero de leituras influenciam nos achados (Vuppalanchi et al., 2009). A
concordancia quanto a extensao da esteatose (Lee et al., 2013), fibrose perisinusoidal e o
estadiamento da fibrose é satisfatoria; no entanto, a inflamacao lobular é a caracteristica
que gera maior discrepéancia entre patologistas (Kleiner et al., 2005; Younossi et al., 1998;
Fukusato et al., 2005). A concordancia intraobservador € maior do que a interobservador

(Kleiner et al., 2005).

Todas estas desvantagens justificam a busca por exames laboratoriais e de
imagem que possam predizer a presenca de esteatohepatite, fibrose e/ou inflamacédo

(Wieckowska, Mccullough e Feldstein, 2007; Ratziu et al., 2005).

Atualmente tem havido uma crescente busca por métodos de diagndéstico com
acurdcia proxima a bidpsia e que possam, ao menos parcialmente e em alguns casos,
substitui-la. Esta busca tem sido estimulada pelos avancos diagnésticos das técnicas

laboratoriais e de imagem.

Apesar disso, na atualidade, a biépsia hepatica continua sendo o parametro

confirmatério final para a correlacdo com os testes nédo invasivos (Brunt e Tiniakos, 2010).
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1.5.1.3- Histologia da DHGNA em adultos

Histologicamente, a DHGNA é caracterizada pela esteatose, que consiste no
acumulo de triglicérides no citoplasma dos hepatécitos, até que representem mais de 5%
do peso total do 6rgdo (Rouvinen-Watt et al., 2014), independente da localizacdo destes
hepatdcitos no Iébulo hepético. A esteatose é um fenbmeno degenerativo, ou seja, de

carater reversivel.

O espectro histolégico da DHGNA em adultos compreende variados graus de
esteatose macrovacuolar de pequenas ou grandes gotas e a EENA, que além da
esteatose € caracterizada por inflamacdo e dano celular (na forma de balonizacao,
apoptose ou necrose litica) (Brunt e Tiniakos, 2010). Raramente pode ser vista esteatose
microvacuolar juntamente com a forma macrovacuolar, mas quando presente
isoladamente pode corresponder a esteatose induzida por algumas medicagles,

esteatose na gestacao ou sindrome de Reye (Vilgrain et al., 2013).

A extensao da esteatose é avaliada por meio da divisdo do parénquima em tergos
e da andlise da porcentagem de envolvimento por hepatécitos esteatéticos (Figura 1): O-
33% discreta, 33-66% moderada e > 66% acentuada (Brunt et al., 1999; Kleiner et al.,
2005). Normalmente em adultos, a esteatose inicia-se na zona 3 do acino hepatico

(perivenular) (Brunt e Tiniakos, 2010).
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Nucleos glicogenados apresentam-se vacuolados, geralmente estdo localizados
nos hepatdcitos periportais e quando presentes em quadros de esteatohepatite favorecem

a etiologia ndo-alcoolica (Pinto et al., 1996).

A inflamacao lobular é geralmente leve e consiste em infiltrado inflamatoério misto
com linfécitos, neutréfilos e eosindfilos (Brunt e Tiniakos, 2010). Podem ser vistos
microgranulomas (agregados de células de Kupffer) e lipogranulomas (Hubscher, 2006;

Brunt, 2005).

A presenca de mononucleares nos espacos-porta € comum, geralmente discreta e
proporcional as lesdes acinares (Brunt e Tiniakos, 2010). O aumento da inflamacéo portal
parece correlacionar-se com a gravidade da doenca, com o desenvolvimento de fibrose

(Brunt et al., 2009) e com o diagnéstico de esteatohepatite (Kang et al., 2006).

A maioria dos pacientes biopsiados tem algum grau de fibrose (Goodman, 2014).
A fibrose classicamente inicia-se na zona 3 ao longo dos sinuséides e ao redor dos
hepatécitos (Brunt e Tiniakos, 2010), devido a ativacdo das células estreladas
(Washington et al., 2000; Cortez-Pinto et al., 2001). No entanto, em pacientes obesos
moérbidos pode ocorrer nos espacos porta na auséncia de fibrose perisinusoidal/

pericelular (Ratziu et al., 2000; Dixon, Bhathal e O'brien, 2001).

O diagnéstico diferencial das causas subjacentes a esteatohepatite necessita
correlagdo clinica, uma vez que a histologia pode ser semelhante (Brunt e Tiniakos,
2010). As possiveis etiologias incluem esteatohepatite alcdolica, toxicidade a drogas,
doencas metabdlicas, lipodistrofia, procedimentos cirargicos, nutricdo parenteral e
desnutricdo (Brunt et al., 2009). Dentre estas, a esteatohepatite alc6olica destaca-se
como um dos diagnoésticos diferenciais mais comuns e possui algumas caracteristicas

histolégicas ainda ndo descritas na EENA, o que facilita a diferenciacdo, como lesbes



15

veno-oclusivas, esteatose microvacuolar na zona 3, necrose hialina esclerosante na zona

3 e colestase (Brunt et al., 2009).

1.5.1.4- Gradacéo e estadiamento histolégico da DHGNA

Desde a sua descricdo, numerosos sistemas de gradacdo histologica surgiram

para o diagnostico da DHGNA.

Em 1999, foi proposto um sistema que classifica a DHGNA em quatro tipos:
deposicéo isolada de gordura (tipo 1); deposicdo de gordura e infiltrado inflamatorio no
parénquima (tipo 2); deposicdo de gordura e balonizacdo hepatocitaria (tipo 3) e os
critérios do tipo 3 acrescidos da presenca de corpusculos de Mallory-Denk ou fibrose (tipo

4) (Matteoni et al., 1999).

Brunt e colaboradores utilizaram a gradacéo das lesdes necroinflamatérias e dos

graus de fibrose em sua classificacdo de 1999 (Brunt et al., 1999).

O sistema de gradacdo mais utilizado na atualidade é o do NASH Clinical
Research Network (CRN), publicado em 2005, uma vez que foi validado por meio de
revisdes cegas realizadas por nove patologistas; aplica-se a todo o espectro morfolégico
da DHGNA e gera um escore numérico de atividade, o NAFLD activity score (NAS)

(Kleiner et al., 2005).

O NAS ¢é a soma dos escores individuais para esteatose, balonizacao e inflamacéo
lobular e varia de 0 a 8, sendo que um escore de 1 a 2 corresponde a definitivamente ndo

EENA, 3 a 4 seria borderline e 5 a 8 corresponde a definitivamente EENA. Portanto, a
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caracterizacdo histolégica de EENA baseia-se na presenca de certos achados e ndo na

sua intensidade (Leite et al., 2014).

No entanto, ha muitos portadores de EENA com NAS <4. Assim, este escore nao
deve ser utilizado como substituto para o diagndéstico histolégico; deve ser calculado apos
a conclusédo do patologista (Brunt e Tiniakos, 2010). Algumas de suas vantagens sao ser
uma boa ferramenta para avaliar resposta ao tratamento (Leite et al., 2014), altamente
reprodutivel, ndo requerer coloracdes especiais e poder ser aplicado na populacdo

pediatrica (Sumida, Nakajima e Itoh, 2014).

Ha indicios de que o sistema de Matteoni reflita mais verdadeiramente o
diagndstico e prognéstico nos casos de EENA do que o NAS (Kistler et al., 2011). Assim,
futuramente o NAS podera ficar restrito a funcao de avaliar resposta terapéutica e nédo de

diagnostico.

No sistema do CRN, para a gradacdo da fibrose, foi feito um refinamento da
proposta de Brunt e colaboradores (Brunt et al., 1999). O estadio 1 foi subdividido em 1A
para fibrose perisinusoidal discreta, 1B para moderada e 1C para fibrose portal/periportal
exclusivamente (Kleiner et al.,, 2005). O estadio 2 corresponde a fibrose
perisinusoidal/pericelular e com fibrose periportal extensa ou focal, o estaddio 3
corresponde a fibrose perisinusoidal/pericelular e portal com fibrose em ponte e o estadio
4 a cirrose (Brunt et al., 1999). O estagio 1c é padrao de fibrose normalmente encontrado

em obesos marbidos (Brunt e Tiniakos, 2010).
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1.5.1.5- Bidpsia hepética e a cirurgia bariatrica

A maioria dos pacientes submetidos a cirurgia bariatrica tem graus variaveis de
esteatose (Pillai e Rinella, 2009) e em pacientes com indice de massa corporal (IMC)
maior que 30 durante cerca de 15 anos, o risco de fibrose avancada esta aumentado

(Riley, Taheri e Schreibman, 2009).

A visualizagdo intra-operatéria do figado a olho nu realizada pelos cirurgifes
durante as gastroplastias redutoras mostrou-se comumente incorreta para a predi¢cdo de
esteatose ou fibrose avancada (Teixeira et al., 2009), ndo sendo reprodutivel (Dolce et al.,

2009).

Portanto a bidpsia hepatica tem sido atualmente recomendada no momento da

cirurgia bariatrica para a populacéo de obesos morbidos (Teixeira et al., 2009).

Nesta situacdo, o fragmento deve ser obtido no tempo cirdrgico mais precoce
possivel para evitar afluxo de polimorfonucleares neutréfilos aos l6bulos hepaticos no
processo chamado hepatite cirdrgica, o que prejudicaria a gradacao da inflamacao lobular

(Brunt e Tiniakos, 2010).

1.5.2- Exames de imagem

Os exames de imagem frequentemente utilizados para o diagnéstico de DHGNA
sdo a ultrassonografia (US), tomografia computadorizada (TC), ressonancia magnética

(RM) e mais recentemente, a elastografia.
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A TC expbe o paciente a radiacdo, tem baixa acuracia para detectar graus
discretos de esteatose e esta sujeita a variabilidade entre os equipamentos (Schwenzer et

al., 2009).

A RM, apesar da alta acuracia para deteccdo de esteatose, tem altos custos,

pouca disponibilidade e falta padroniza¢éo (Guiu et al., 2009; Noureddin et al., 2013).

As técnicas de elastografia, que envolvem a avaliacdo ultrassonografica da
atenuacdo do parénquima hepatico, tém mostrado resultados promissores no diagnostico
de esteatose discreta e sua gradacao (De Lédinghen et al., 2012), mas ainda sédo pouco

disponiveis.

A ultrassonografia disponibiliza um diagnéstico imediato e consequente instituicéo
rapida do tratamento, apresenta maior disponibilidade, facilidade de utilizacdo e menores
custos (Khov, Sharma e Riley, 2014), sendo a técnica mais utilizada para o diagndstico de

DHGNA.

No entanto, nenhum método de imagem é capaz de diferenciar esteatose simples

de EENA (Sumida, Nakajima e Itoh, 2014).

1.5.2.1- Ultrassonografia

A sensibilidade da ultrassonografia bidimensional para rastreamento de graus
moderados a acentuados de DHGNA é comparavel a outras técnicas nao invasivas de
imagem (Khov, Sharma e Riley, 2014). Em geral, a sensibilidade da ultrassonografia
bidimensional para o diagnostico de DHGNA (deteccdo de esteatose) € de 60-94% e

especificidade de 85-95% (Joy, Thava e Scott, 2003).
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As caracteristicas ecogréaficas da DHGNA na ultrassonografia bidimensional estédo
bem estabelecidas e séo hiperecogenicidade do parénquima (“brilho” hepatico); aumento
da razao hepatorrenal; borramento vascular (veias hepaticas e veia porta) (Khov, Sharma
e Riley, 2014), da cépsula de Glisson e da vesicula biliar devido a diminuicdo da
impedancia acuUstica entre o parénquima e estas estruturas; hepatomegalia em graus
variados; atenuacdo das areas subcapsulares e aparente dilatacdo dos vasos,
principalmente veias hepéticas e dos ductos biliares (Goldberg e Petterson, 1996; Badea
et al., 2000). O valor preditivo positivo de todas estas caracteristicas em conjunto para o

diagndstico de esteatose é de 0,94 (Mathiesen et al., 2002).

Para avaliar a acuracia da ultrassonografia na esteatose hepatica, um estudo
prospectivo realizou bidpsia hepatica apds a ecografia e verificou que quando a
porcentagem de esteatose era maior que 20% no exame histolégico as caracteristicas
ecograficas prediziam a DHGNA com sensibilidade de 90%. (Dasarathy et al., 2009). No
entanto, com niveis inferiores de conteddo gorduroso, had queda da sensibilidade

(Dasarathy et al., 2009).

A avaliacdo do acumulo de gordura hepatica pela ultrassonografia é subjetiva e
qualitativa (Topal et al.,, 2014), além de operador dependente. Em um estudo
retrospectivo, trés radiologistas avaliaram 168 pacientes e repetiram o exame ap6s um
més. A média de concordancia intra e inter-observador para a presenca de esteatose foi
de 72% e 76%, respectivamente; ja a concordancia intraobservador quanto ao grau de

esteatose foi de 55% a 68% (Strauss et al., 2007).

Outra limitacdo é sua baixa capacidade de predizer fibrose quando correlacionado
com os achados histologicos (Chen et al., 2008; Mishra e Younossi, 2007), uma vez que

fiborose, hemocromatose e glicogenoses também podem levar a um aumento da
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ecogenicidade hepatica, o que, potencialmente, diminui sua especificidade (Valls et al.,

2006).

Uma das situagfes em que a deteccao de esteatose de forma ndo invasiva é de
suma importancia € no transplante hepatico, em que o diagnéstico de esteatose no
doador vivo e aparentemente saudavel permite intervencdes precoces e posterior

reavaliacdo para doacao (Khov, Sharma e Riley, 2014).

A combinacdo de mudltiplos pardmetros ultrassonograficos aumenta a acuracia
diagnostica (Kim, Jeong e Baik, 2014), o que é altamente desejavel. A utilizagdo conjunta
da ultrassonografia bidimensional e da técnica de Doppler é segura, barata e de simples

realizacao.

A metodologia Doppler € muito Gtil na avaliagdo ndo invasiva da dindmica vascular
hepatica, ndo envolve exposi¢cdo a radiacao, € amplamente disponivel e de baixo custo.
Além disso, prolonga a duracdo do exame ultrassonogréfico rotineiro em apenas um a
dois minutos (Ulusan, Yakar e Koc, 2011), caracteristicas importantes na pratica clinica

diaria.

O conhecimento atual sugere que a esteatose causa aumento do volume da
massa celular hepatica, com diminuicdo do espaco sinusoidal em até 50% (Balci et al.,
2008). Devido a limitada distensibilidade da capsula do érgéo, esse aumento volumétrico
gera compressdo e diminuicdo da complacéncia venosa intra-hepatica (Mohammadi,
Afshin et al., 2011). Como consequéncia, ha reducao do fluxo no sistema porta e aumento

compensatoério do fluxo no sistema arterial (Topal et al., 2014).

A avaliagdo hemodindmica hepética envolve a realizacdo do Doppler espectral
com estudo dos parametros das ondas de fluxo dos trés principais vasos hepaticos: veia

porta, veia hepéatica e artéria hepatica. Estudos recentes mostraram resultados



21

significativos sobre a relacdo entre o grau de esteatose e a hemodindmica da artéria

hepatica, veia hepatica e veia porta (Topal et al., 2014).

Em adultos normais o fluxo venoso portal € hepatopetal/anterégrado com
variac6es minimas durante a respiracao e de acordo com o ciclo cardiaco (Mcnaughton e
Abu-Yousef, 2011). A avaliacdo dopplervelocimétrica da veia porta pode ser realizada por
meio do indice de pulsatilidade venosa portal (IVP), calculado subtraindo-se o pico
minimo de velocidade portal do pico maximo e dividindo-se pelo pico méaximo. Este
parametro € similar ao indice de resistividade utilizado para caracterizar as ondas de fluxo

das artérias (Balci et al., 2008).

As veias hepaticas hormalmente mostram um padréo trifasico de pulsatilidade que
reflete as variacdes de presséo na veia cava inferior e atrio direito, com dois picos de fluxo
anterégrado e um pico retrégrado, correspondente a sistole atrial direita (Mchaughton e
Abu-Yousef, 2011). Este padrdo pode ser influenciado pela complacéncia do parénquima
hepatico, pressado venosa central e movimentos respiratorios (Topal et al., 2014). Poucos
estudos dedicaram-se a avaliar a relacdo entre a esteatose e o padrdo de onda das veias

hepaticas ( Shapiro et al., 1993; Dietrich et al., 1998; Oguzkurt et al., 2005).

Na artéria hepatica, os indices de resistividade (IR) e de pulsatilidade (IP) estédo
relacionados com a distensibilidade local do vaso e resisténcia periférica (Topal et al.,

2014).
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2- JUSTIFICATIVA

O uso da ultrassonografia com Doppler como método ndo invasivo para a
avaliacdo de pacientes portadores de doenca hepatica gordurosa ndo alcéolica podera
reduzir o numero de biépsias no futuro. Isto seria benéfico j& que essa € uma afecgéo
muito prevalente e de relevancia clinica, sendo a bidpsia um procedimento nao isento de

riscos.

A ultrassonografia pode ser realizada mdltiplas vezes, devido a seu baixo custo,
alta disponibilidade e auséncia de riscos para o paciente. Dessa forma, o
acompanhamento da evolugéo e possivel surgimento de complicagdes poderdo ser mais

rigorosos.

Portanto, sdo necessarios estudos que avaliem a capacidade do exame
ultrassonografico de predizer os diversos espectros da doenca hepatica gordurosa néo-
alcéolica, comparando seus resultados com o método padrdo ouro da atualidade, a

bidpsia hepética.

Estudos prévios mostraram boa correlagéo entre a alteragédo do fluxo da veia porta
ao Doppler e o grau de esteatose (Balci et al., 2008; Erdogmus et al., 2008), porém
agueles que avaliaram parametros da veia hepatica (Mohammadi, Afshin et al., 2011;
Topal et al., 2014) e artéria hepatica (Mihmanli et al., 2005; Topal et al., 2014) ainda
exibem divergéncias de resultados, sem consenso na literatura. Além disso, a maioria
desses estudos possuem caracteristicas metodolégicas que podem comprometer suas
conclusdes como a auséncia de referéncia histolégica, desenho retrospectivo e grupo de
estudo heterogéneo, formado por pacientes com doencas hepaticas cronicas de etiologias

diferentes.
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O nosso estudo exclui pacientes com outras doencas do parénquima hepético que
ndo a DHGNA, como alguns trabalhos na literatura (Karabulut et al., 2004; Solhjoo et al.,
2011; Aslan et al., 2014; Borges et al., 2011; Topal et al., 2014; Mihmanli et al., 2005) e
avalia véarios parametros hemodinamicos do figado correspondentes a seus trés principais
vasos, da mesma forma como realizado em alguns trabalhos (Mohammadi, Afshin et al.,

2011; Topal et al., 2014).

Pelo nosso conhecimento, esse é o primeiro estudo a correlacionar os dados
obtidos nos trés vasos hepaticos com o0s achados histoldgicos da biopsia em todos os
pacientes portadores de DHGNA e a fazer uma andlise discriminante com proposi¢éo de
uma equacdo que utilize os parametros hemodindmicos mais relevantes para, em

conjunto, diagnosticar de forma mais assertiva a esteatose.
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3- HIPOTESE

O uso da ultrassonografia com Doppler € um método ndo invasivo que permite o
diagnéstico e gradacdo da esteatose em pacientes portadores de doenca hepética
gordurosa ndo alcoolica. A avaliacdo hemodinamica dos pacientes com esteatose mostra,
na veia porta, reducdo do indice de pulsatilidade venosa portal, na veia hepatica direita,
predominancia dos padrdes anormais de onda de velocidade de fluxo (padréo bifasico e
monofasico) e, na artéria hepética, reducdo dos indices de resistividade e de

pulsatilidade.
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4- OBJETIVOS

4.1- Geral

Correlacionar parametros hemodinamicos hepaticos de pacientes portadores de

doenca gordurosa nao alcodlica, com achados histologicos de espécimes obtidos por

bi6psia.

4.2- Especificos

Avaliar os padrdes Doppler na veia porta por meio do indice de pulsatilidade
venosa portal e da veia hepatica direita por meio de andlise do padrdo de
onda de velocidade de fluxo;

Avaliar o padrdo Doppler na artéria hepatica quantificado pelos indices de
resistividade e pulsatilidade;

Avaliar histologicamente a presenca e a gradacdo da esteatose hepatica,
inflamacdo e fibrose nos pacientes portadores de doenca hepatica
gordurosa nao alcéolica;

Correlacionar os parametros hemodinamicos obtidos por meio do Doppler
espectral hepatico com o diagnéstico e gradacao da esteatose e com a
inflamacdo e fibrose em pacientes com doenca hepética gordurosa néo
alcoolica;

Propor uma funcdo discriminante que utilize em conjunto os paréametros
hemodindmicos de maior relevancia para o diagnéstico de esteatose para

aumentar a capacidade diagnoéstica do método Doppler.
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5- CASUISTICA E METODOS

5.1- Considerac@es éticas

O protocolo de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Uberlandia, sob o parecer nimero 379.516 (Anexo A). Foram
incluidos somente aqueles voluntarios que assinaram termo de consentimento livre e

esclarecido apés esclarecimento verbal.

5.2- Casuistica

Trata-se de estudo de diagnéstico aplicado com delineamento transversal,
natureza observacional, quantitativa e analitica. Foram incluidos 40 pacientes
provenientes do ambulatério de figado gorduroso do Hospital de Clinicas da UFU e 10
pacientes provenientes do ambulatério de cirurgia bariatrica do mesmo hospital,
portadores de DHGNA. Esses pacientes foram avaliados clinicamente, laboratorialmente,
por ultrassonografia e bidpsia hepatica e constituiram o grupo com esteatose. A inclusao
destes pacientes foi feita consecutivamente. Um individuo foi excluido devido a
dificuldade técnica na analise Doppler da artéria hepatica, constituindo uma amostra de

49 sujeitos no grupo com esteatose.

Foram incluidos, também, outros 49 voluntarios, saudaveis, sem fatores de risco
para DHGNA, ingestao alcodlica nenhuma ou minima, sem diabetes ou obesidade, os

Y

quais constituiram o grupo controle (saudavel, sem esteatose a ultrassonografia
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bidimensional), selecionados por amostra de conveniéncia. O grupo controle foi
submetido @ mesma avaliacdo do grupo com esteatose, exceto bidpsia hepatica, por

motivos éticos.

Todos os voluntarios do grupo com esteatose seguiram os critérios de inclusdo e
exclusdo especificos para o estudo, descritos a seguir. Os voluntérios do grupo controle
seguiram 0s mesmos critérios de inclusdo (exceto a presenca de esteatose hepatica a
ultrassonografia) e exclusdo. Também foram critérios de exclusdo para o grupo controle

qualquer evidéncia de resisténcia insulinica ou fator de risco para DHGNA.

Os dois grupos deste estudo foram pareados gquanto ao género, mas nao quanto a

idade.
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5.3- Critérios de inclusao

a) Presenca de esteatose verificada por ultrassonografia

b) Idade de 18-70 anos, ambos os géneros

c) Consentimento por escrito apés esclarecimento verbal

5.4- Critérios de exclusao

b)

d)

e)

f)
9)
h)

)
K)

Ingestdo de &lcool > 140g/semana para homens e > 70g/semana para
mulheres (GEORGE e FARRELL, 2005)

Uso de medicagbes conhecidamente hepatotdxicas como, por exemplo,
tetraciclina, amiodarona, alfametildopa e tamoxifeno

Hepatites virais crénicas B ou C

Hemocromatose

Outras hepatopatias cronicas, hipertenséo portal, cirrose, ascite e insuficiéncia
hepatica

Qualquer disturbio da coagulagéo sanguinea

Cardiopatias, isquemia aguda coronariana, cerebral ou periférica

Insuficiéncia respiratéria

LesOes hepaticas focais, inclusive esteatose focal

Gravidez e lactagéo

Recusa em participar da pesquisa
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5.5.2- Avaliagdo clinica

Os dados demograficos e as medidas antropométricas como altura e peso foram
obtidos durante consultas ambulatoriais. O indice de massa corporal (IMC) foi calculado

pela férmula de Quetlet: IMC=peso em kg/(altura em m)?.

A presenca de comorbidades organicas foi avaliada ambulatorialmente.
Hipertensdo arterial sistémica, diabetes mellitus, hipertrigliceridemia e sindrome
metabdlica foram definidas de acordo com os critérios do Third Report of the National
Cholesterol Education Program Expert Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of
High Blood Cholesterol in Adults final report (NCEP-ATP IIl), 2002 modificado quanto ao
ponto de corte da glicemia de 110mg/dL para 100mg/dL e quanto a circunferéncia da

cintura (Quadro 1).
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Critérios

Pontos de corte

Circunferéncia da cintura aumentada

290 cm em homens

280 cm em mulheres

Hipertrigliceridemia

2150 mg/dI

ou em tratamento com medicacdes para

hipertrigliceridemia

HDL-colesterol baixo

<40 mg/dl em homens
<50 mg/dl em mulheres

ou em uso de medicagfes para HDL-C baixo

Presséo arterial elevada

2130 mmHg de presséo sistdlica
285 mmHg de presséo diastdlica

ou em uso de drogas anti-hipertensivas em um

paciente com histdria prévia de hipertensao.

Glicemia de jejum elevada

=100 mg/dI

ou em tratamento com drogas para glicemia

elevada por diagnéstico prévio de diabetes

Quadro 1 - Critérios diagnosticos para sindrome metabdlica

Fonte: (Duseja et al., 2007).
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5.5.3- Avaliacéo laboratorial

Os seguintes exames foram realizados: hemograma completo, lipidograma
plasmatico, coagulograma, albumina, aspartato aminotransferase, alanino
aminotransferase, fosfatase alcalina, gama-glutamil transferase, bilirrubina total e fracdes,

glicemia, marcadores para hepatite B e C e perfil do ferro.

5.5.4- Avaliacao ecografica e pelo método Doppler

Todos os 98 voluntarios foram examinados por ultrassonografia em modo
bidimensional e com Doppler, utilizando-se dois equipamentos de ultrassom (Voluson 730
Expert, General Electric, Milwaukee, USA e Siemens Acuson X150, Washington, USA),
ambos com transdutor convexo multifrequencial de 2 a 5 MHz, filtro de 50 Hz, amostra
volume de 2 mm e pulso de repeticdo de frequéncia de 2,0 kHz. Os pacientes
encontravam-se em jejum de 8 a 12 horas, em decubito dorsal, com os bragos estendidos

ao lado da cabeca e o exame foi executado pela manha.

Todos os exames foram realizados por um uUnico ultrassonografista experiente,

sem conhecimento dos dados clinico-laboratoriais.

Todos os segmentos do figado e baco foram examinados e malformacdes

vasculares, cistos, lesbes focais dos parénquimas, excluidos.

Primeiramente, o exame foi realizado sob o modo bidimensional e os achados de

infiltracdo gordurosa do figado incluiram aumento difuso da ecogenicidade, aumento da
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atenuacdo acustica, apagamento do diafragma e borramento das margens vasculares

(Charatcharoenwitthaya e Lindor, 2007).

Em seguida, com o paciente em apnéia, foi feita a analise Doppler arterial e
venosa, com emprego do angulo abaixo de 30° e registro de pelo menos cinco ondas com
0 mesmo padrdo. As andlises da veia porta e artéria hepatica foram feitas no hilo,
imediatamente na chegada das mesmas nha superficie hepatica e a andlise da veia

hepéatica direita foi a 2,0 cm distal a confluéncia das veias hepéaticas.

5.5.4.1- Avaliacdo do indice de pulsatilidade da veia porta

As medidas da veia porta foram realizadas durante apnéia, no inicio da inspiragéo,
para evitar modificagbes causadas por inspiragdo profunda, e uma analise espectral da
onda de velocidade do fluxo venoso portal foi gravada por, pelo menos, cinco segundos

de pausa inspiratéria (Scatarige et al., 1984; Karabulut et al., 2004).

O ponto de medicdo da veia porta foi na porcdo extra-hepatica, proximal a
bifurcagdo. A janela foi ajustada em 6-10 mm, de acordo com o diametro do vaso, e 0
Doppler foi registrado por aproximadamente 5 segundos em angulo inferior a 30°. A
velocidade méaxima do pico de fluxo (VMax) e a velocidade minima de pico (VMin ) foram
registradas para cada voluntario e documentadas em foto (Figura 3). O indice venoso
portal (IVP) foi obtido em todos os pacientes e controles por meio da subtracdo VMin da

VMax e divisdo do resto pela VMax [IVP=(VMax-VMin)/VMax].
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Devido as alteracGes no diametro do vaso, de até 2 mm por ciclo cardiaco durante
a sistole e diastole, e direc6es diferentes do fluxo, ndo foi calculada a velocimetria nas

veias hepéticas.

5.5.4.3- Avaliacdo do indice de resistividade e de pulsatilidade da artéria hepatica

As medidas da artéria hepatica foram realizadas durante apnéia, no inicio da
inspiracdo e uma analise espectral da onda de velocidade do fluxo arterial foi gravada por,

pelo menos, cinco segundos de pausa inspiratéria (Figura 5).

O indice de resistividade (IR) foi calculado apos obtencéo do pico de velocidade
sistolica (PSV) e velocidade diastélica final (EDV) por meio da formula: IR= PSV - EDV/

PSV.

O indice de pulsatilidade (IP) foi calculado apds obtencdo dos mesmos parametros

e também da velocidade média (MnV) por meio da férmula: IP= PSV - EDV/ MnV.
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5.5.5- Avaliacéo histoldgica

A bidpsia hepatica foi realizada por agulha de “Tru-cut” de 16 Gauge. O material foi
coletado do lobo direito do figado, no segmento 6, durante a ultrassonografia nos
pacientes provenientes do ambulatério de figado gorduroso e durante a cirurgia de
gastroplastia redutora, logo apos a exposicdo do figado, nos pacientes provenientes do
ambulatério de cirurgia bariatrica. A biopsia foi realizada com intervalo maximo de uma
semana apos o exame ultrassonografico. O fragmento hepatico de cerca de 10 mm foi
fixado em solucdo de formalina a 10% e processado histologicamente. Os cortes
histologicos foram confeccionados com espessura de 3 um, com 6 cortes em cada lamina
e submetidos as seguintes colora¢cBes: hematoxilina-eosina, tricromico de Masson,
reticulina, PAS com diastase, PAS sem diastase e Ziehl alongado. Dois patologistas sem
conhecimento dos dados clinico-laboratoriais e ultrassonogréficos, procederam a
avaliacdo do material individualmente. Em seguida, reuniram-se para estabelecer

consenso.

5.5.5.1- Caracterizacao do perfil histopatolégico hepatico

A avaliacdo histopatologica baseou-se na classificacdo padronizada por meio da
revisdo do Pathology Committee of the NASH Clinical Research Network (Kleiner et al.,
2005), que designou e validou as caracteristicas histologicas e um sistema de escore de

atividade da DHGNA para estudos clinicos.
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5.5.5.2- Variaveis histopatolégicas

As variaveis histopatolégicas foram descritas e subdivididas em altera¢des
hepatocelulares, infiltrado inflamatério e fibrose (Anexo B). As alteracdes hepatocelulares
procuradas sistematicamente foram: esteatose, balonizacdo hepatocelular, corpusculo
hialino de Mallory, inclusdo nuclear de glicogénio nos hepatdcitos e apoptose. A esteatose
foi classificada como discreta (até 33% dos hepatécitos), moderada (de 33 a 66%) e
acentuada (mais de 66% de infiltracdo gordurosa em hepatdcitos) e sua localizagdo no
acino hepético foi descrita (Brunt et al., 1999; Brunt, 2005). Os infiltrados inflamatérios
tanto lobulares quanto portais, quando existentes, foram discriminados em intensidade
discreta, moderada e acentuada, segundo a interpretacdo do patologista. A fibrose, que
caracteriza o estadiamento da biopsia, foi descrita segundo a localizacdo no &acino
hepético, o aspecto e a intensidade. Assim, estdgio O= fibrose ausente, 1 a= fibrose
perissinusoidal discreta, 1b= fibrose perissinusoidal moderada, 1c= apenas fibrose
portal/periportal, 2= fibrose perissinusoidal e portal/periportal, 3= fibrose em ponte, 4=
cirrose. O escore de NAS (Non-alcoholic fatty liver disease Activity Score) foi calculado
para cada amostra. Este combina a soma de trés critérios histolégicos semi-quantitativos:

esteatose (0-3), inflamagéo lobular (0—3) e balonizacdo hepatocitaria (0-2).
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5.5.6- Andlise discriminante linear para diagndéstico de esteatose

Utilizou-se a Andlise Discriminante (Johnson e Wichern, 2007), uma técnica
multivariada, para criar uma regra de classificacdo dos pacientes nos grupos controle e
com esteatose. Para a criacdo da regra de classificacao, utilizaram-se dados obtidos dos
98 pacientes (49 controles e 49 com esteatose) e das varidveis que se mostraram

significantes para separar 0s grupos.

A partir dos valores destas variaveis, o modelo classifica o paciente e o resultado é

comparado com o estudo histologico (padrao ouro).

5.5.7- Andlise estatistica

Para a analise estatistica foi utilizado o programa Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) 13.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). O teste de Lilliefors foi utilizado para
avaliar a normalidade dos dados. De acordo com a normalidade e a homocedasticidade
dos dados, o teste de Mann-Whitney ou o teste t foram usados para a comparacao de
dois grupos independentes. O teste de Kruskal-Wallis foi realizado para comparar mais de
dois grupos, com pds-teste de Dunn para compara¢des multiplas aos pares (analise p0s-
hoc). A estatistica descritiva foi apresentada como mediana, minimo e maximo, média e
desvio padrdo. Dados categéricos foram apresentados como frequéncia absoluta (n) e
frequéncia relativa (%) e analisados com teste de Fisher. Para estudar a relacdo entre as
variaveis utilizou-se o coeficiente de correlacdo de Spearman. Para determinar
sensibilidade e especificidade utilizou-se a curva ROC- receiver operating characteristic
curve. Para todos os testes foi adotada uma significAncia de 5%. Para a realizagdo da
técnica multivariada da analise discriminante e constru¢cdo da equacao foi utilizado o

software Statistical Analysis System (SAS).
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6- RESULTADOS

6.1- Caracteristicas clinico-laboratoriais dos grupos com esteatose e controle

O grupo controle constituiu-se de 14 individuos do género masculino e 35 do
género feminino enquanto o grupo com esteatose constitui-se de 8 pacientes do género
masculino e 41 do género feminino. Ndo se observou diferenca significante entre estas

propor¢des (p= 0,149; teste de Fisher).

A idade dos voluntarios do grupo controle variou de 23 a 70 anos, com média
41,00+ 12,15. A idade dos pacientes do grupo com esteatose variou de 27 a 64 anos e a
média foi 46,58+10,11 anos. Houve diferenca significante entre as médias de idade

(p=0,011; teste t de Student).

Nao houve diferenca significante entre os grupos (teste de Mann-Whitney) com
relacdo ao nivel de albumina sérica, bilirrubinas, nimero de plaquetas e indice de

saturacao da transferrina (Quadro 2).

Os pacientes com DHGNA apresentaram indices de obesidade, dislipidemia,
glicemia de jejum, enzimas hepaticas e niveis de ferritina significativamente alterados e

elevados em relagdo aos controles, conforme teste de Mann-Whitney (Quadro 2).
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Esteatose (n=49) Controle (n=49) P
Género masculino (%) 8 (16,32%) 14 (28,57%) 0,149
Idade (anos) 50(27-64) 45(23-70) 0,0032
Albumina (g/dL) 4,47+0,66 4,60+0,40 0,678
Plaquetas /1000 260,73+80,68 252,65+46,86 0,440
IST 29,80+13,17 32,57+12,08 0,344
Bilirrubina Total (mg/dL) 0,57 (0,22-3,81) 0.64 (0.25-2.90) 0,084
IMC (Kg/m?) 35,05+8,76 22,49(17,75-26,71) <0,0001
Glicemia de jejum (mg/dL) 108,55+24,03 86,00(70,00-101,00) <0,0001
Colesterol total (mg/dL) 192,04+39,85 187,54+30,84 0,554
Triglicérides (mg/dL) 157,65+83,03 96,00(38,00-224,00) <0,0001
HDL (mg/dL) 43,78+10,15 59,77+12,48 <0,0001
Aspartato amino 19,50(9,00- 12,50(9,00- 4,20) <0,0001
Alanino amino transferase 42,50(12,00- 16,00(8,00-57,00) <0,0001
Gama-glutamil transferase 45,50(16,00- 16,00(8,00-63,00) <0,0001
Fosfatase alcalina 99,50(42,00- 63,00(27,00-135,00) <0,0001
Ferritina (ng/mL) 192,90(16,40- 117,47+127,35 <0,0001

Quadro 2 - Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos grupos com esteatose e
controle, expressas em média + desvio padrdo e mediana (minimo- maximo) exceto
para as variaveis categoricas, expressas, quando indicado, em frequéncias
absoluta e percentual.

IMC: indice de massa corporal; IST: indice de saturacédo da transferrina em porcentagem;
HDL: High density lipoprotein; TGO: transaminase glutamico-oxalacética; TGP:
transaminase glutamico-piravica.
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Com relacéo ao IMC no grupo com esteatose, 2 (4,08%) pessoas eram eutrdficas,
15 (30,61%) com sobrepeso, 14 (28,57%) com obesidade grau |, 6 (12,24%) com
obesidade grau Il e 12 (24,48%) com obesidade grau Ill. Assim, 65,29% do grupo com

esteatose era portador de algum grau de obesidade.

Houve correlacéo forte e positiva entre o grau de esteatose e o IMC (r= 0,77,

p<0,0001; coeficiente de correlagdo de Spearman).

O gréfico tipo box-plot a seguir (Figura 6) ilustra as medianas e valores minimos e

méximos do IMC em todos os grupos com relagéo ao grau de esteatose.
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Figura 6 — Grafico box-plot do indice de massa corporal (IMC) de acordo com o grau
de esteatose a histologia. Os limites superior e inferior de cada box representam os

valores minimo e maximo. As linhas horizontais delimitam os quartis e a linha
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horizontal que divide cada box expressa a mediana (Coeficiente de correlagcdo de

Spearman; p<0,0001).

Doze pacientes do grupo com esteatose eram portadores de obesidade
morbida/grau 1l (IMC=40 kg/m?). A média do IMC neste subgrupo especifico de pacientes
com esteatose foi 49,38 + 6,68 kg/m? Destes pacientes, 7 (58,33%) apresentavam
esteatose discreta, 4 (33,33%) esteatose moderada e apenas 1(8,33%) esteatose
acentuada. Nao houve correlacdo entre o grau de esteatose e o IMC (r=-0,05; p=0,85;

coeficiente de correlacdo de Spearman) neste subgrupo.

Dos nove pacientes que foram submetidos a cirurgia bariatrica, 8 (88,88%)
apresentavam obesidade grau Il e 1 (11,11%) obesidade grau I. Neste subgrupo, 4
(44,4%) apresentavam esteatose discreta, 4 (44,4%) esteatose moderada e 1 (11,1%)

esteatose acentuada.

No grupo com esteatose, 15 (30,61%) pacientes eram portadores de diabetes

mellitus tipo 2 e 37 (75,51%) dislipidémicos.

Todos os participantes do grupo com esteatose possuiam ao menos um fator

etioldgico- obesidade, dislipidemia ou diabetes mellitus- para a esteatose hepética.
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6.2- Avaliacdo histologica

A avaliacdo histolégica se refere somente ao grupo com esteatose, o qual foi
constituido por pacientes em que a bidpsia confirmou a presenca de esteatose em todos,
sendo que 22 (44,89%) apresentaram esteatose discreta, ou seja, até 33% dos
hepatdcitos acometidos; 19 (38,77%) sujeitos apresentaram esteatose moderada (33-66%
de hepatécitos esteatéticos) e em 8 (16,32%) foi diagnosticada esteatose acentuada, com

mais de 66% de hepatdcitos infiltrados por goticulas de gordura.

Balonizacdo celular foi identificada em 44 (89,8%) pacientes do grupo com
esteatose. Foram encontrados corpusculo hialinos de Mallory (Figura 8) & coloracdo de
rotina (hematoxilina e eosina) em 4 casos (8,16%). Lipogranulomas estavam presentes
em 14 casos (28,57%). InclusGes nucleares de glicogénio (Figura 7) foram encontradas
em 34 casos (69,38%) e corpos acidoéfilos, que caracterizam apoptose, foram vistos em 8

pacientes (16,32%).
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Em relacdo a representatividade dos fragmentos analisados histologicamente,
68,29% das bidpsias apresentavam mais de seis espagos-porta, caracteristica de

amostras representativas.
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6.3- Avaliacao ultrassonogréfica

6.3.1- Ultrassonografia bidimensional

Por meio da ultrassonografia no modo bidimensional, nos pacientes selecionados
para constituirem o grupo com esteatose, ndo foi encontrada esteatose hepatica em um
caso; o grau de esteatose foi estimado como leve em 13 (26,53%) casos, moderada em
16 (32,65%) e acentuada em 19 (38,77%) pacientes. Quando comparado aos achados da
biopsia para os mesmos pacientes, houve diferenca estatisticamente significante (p= 0,03;
teste de Mann-Whitney). Nenhum paciente do grupo com esteatose era portador de

esteatose focal.

No grupo de pacientes com esteatose, o lobo direito do figado apresentou, em
média, comprimento de 17,34 + 2,26 cm e o lobo esquerdo 10,36 + 2,62 cm. No grupo
controle, o lobo direito mediu em média 14,69 +1,40 cm e o lobo esquerdo 9,23 +1,45 cm.
Houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos para o tamanho do lobo
direito (p< 0,0001; teste de Mann-Whitney) e para o lobo esquerdo (p< 0,011; teste de

Mann-Whitney).
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6.3.2- Ultrassonografia com Doppler
6.3.2.1- Doppler da veia porta — indice de pulsatilidade venosa portal

A onda de velocidade de fluxo da veia porta mostrou-se mais fasica no grupo

controle do que no grupo de voluntarios com esteatose.

Os valores da mediana do IVP foram 0,32 no grupo controle e 0,21 nos voluntarios

com esteatose (p< 0,0001; teste de Kruskal-Wallis com poés teste de Dunn) (Figura 9).
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Figura 9 — Grafico box-plot do indice de pulsatilidade venosa portal (IVP) de acordo
com o grau de esteatose na histologia. Os limites superior e inferior de cada box
representam o quartil superior e inferior, enquanto a linha horizontal, dividindo
cada box, a mediana. As barras horizontais representam o percentil 25 e o percentil
75. As chaves de associacao expressam a diferenca estatistica entre os grupos
controle e com esteatose. Os valores especificados se referem aos outliers (teste
de Kruskal-Wallis com pds- teste de Dunn; *p < 0,05).
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A média do IVP, desvio padrao, intervalo de confianca, mediana e valores minimo
e maximo para cada grupo, com a diferenca estatistica entre estes, estdo demonstrados
na tabela 1.
Tabela 1 - Valores do indice de pulsatilidade venosa portal expressos como média,

desvio padréo, intervalo de confianca (IC), mediana e valores minimo e maximo
para cada grupo

VP

Média Desvio IC 95% Mediana Minimo

padrao Maximo
Grupos  Controle* 0,35 0,08 0,33-0,37 0,32 0,24-0,60
Esteatose 0,21 0,10 0,19-0,23 0,21 0,07-0,63

Discretat 0,24 0,16 0,14-0,34 0,22 0,1- 0,63
Moderadat 0,18 0,09 0,14-0,22 0,17 0,07-0,43
Acentuadat 0,20 0,07 0,15-0,25 0,21 0,10-0,31

* 0 grupo controle foi diferente (p<0,05) de todos 0s grupos por comparacao
multipla utilizando-se analise de variancia (Kruskal-Wallis) com teste Dunn
para analise p6s Hoc.

T os subgrupos portadores de esteatose foram diferentes do controle, mas nao
diferiram entre si significantemente utilizando os mesmos testes descritos.

Houve correlagdo entre o indice de pulsatilidade venosa portal e a presenca de
esteatose a bidpsia. O coeficiente de correlacdo de Spearman entre o IVP e a presenca

de esteatose foi -0,69 (p < 0,0001), demonstrando correlagéo inversa e significante. Além
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disto, notou-se que a correlacao foi maior com a esteatose do que com a inflamacgéo ou

fibrose (Tabela 2).

Tabela 2 - Correlagcdo de Spearman entre a presenca de esteatose, inflamacéo e

fibrose e o indice de pulsatilidade venosa portal (IVP).

Variavel Presenca de Presenca de Presenca de
esteatose inflamacéao fibrose
IVP -0,69* -0,17 -0,13

*p= significativo

Os dados da curva ROC para a variavel IVP, podem ser observados na Figura 10.
O ponto de corte (cutoff) do IVP 0,26 apresentou-se valido nesta amostra para distinguir o
grupo controle do grupo com esteatose, com sensibilidade de 91,00%, especificidade de
79,60% e acuracia de 85,70%. O valor preditivo positivo calculado foi de 81,82% e o valor
preditivo negativo de 90,66%. A area sob a curva ROC encontrada foi de 0,9058 que é

estatisticamente significante (p < 0,0001).
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Figura 10- Gréfico da curva receiver operating characteristic (ROC) da sensibilidade
plotada contra 1- especificidade do indice de pulsatilidade venosa portal (IVP) para
diagndéstico da esteatose a bidpsia.
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6.3.2.2- Doppler da veia hepatica

O padrdo da onda de velocidade de fluxo (OVF) na veia hepatica ao Doppler foi
diferente entre os grupos com esteatose e o0 controle. No grupo controle, o padrdo de OVF
predominante foi o trifasico, enquanto no grupo com esteatose o padrdo trifasico
predominou no subgrupo com esteatose discreta e o padrdo monofasico nos subgrupos
com esteatose moderada e acentuada. Trinta de 48 pacientes (62,5%) com esteatose
apresentaram padrdo anormal da veia hepatica, sendo 22 (45,83%) com padrao

monofasico e 8 (16,66%) com padréo bifasico.

A diferenca da frequéncia do padrdo anormal de OVF na veia hepatica entre os

grupos controle e esteatose foi significante (p < 0,0001; teste de Mann-Whitney).

A correlacdo entre o grau de infiltragdo gordurosa e o padrao de OVF da veia
hepatica foi inversa e significante (r=-0,61, p < 0,0001; coeficiente de correlagédo de

Spearman).

A diferenca da frequéncia do padrdo anormal de OVF na veia hepética entre os
subgrupos de pacientes portadores de esteatose nao foi significante (p = 0,67; teste de

Kruskal-Wallis).

A tabela 4 demonstra a distribui¢cdo dos padrdoes de OVF de acordo com o grau de

esteatose a histologia.
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Tabela 3 - Distribuicdo do padrdo de fluxo da veia hepética direita ao Doppler, nos
grupos controle e com esteatose a bidpsia, expressas em frequéncias absoluta e
percentual.

Monofasico n(%) Bifasico n(%)  Trifasico n(%) Total

Grupos  Controle 1(2,04) 2 (4,08) 46 (93,87) 49,0
Esteatose 22 (45,83%) 8 (16,66%) 18 (37,5%) 48,0*
Discreta 8 (38,09) 3 (14,28) 10 (47,61) 21,0*
Moderada 8 (42,10) 4 (21,05) 7 (36,84) 19,0
Acentuada 6 (75,00) 1 (12,5) 1 (12,5) 8,0

* Em um paciente obeso com esteatose discreta ndo foi possivel avaliar o padrao
de fluxo da veia hepética por dificuldades técnicas.

Baseada nestes resultados, a sensibilidade do padrdo de OVF da veia hepatica
para o diagnostico de esteatose foi 63,26%, com especificidade de 93,61%. O valor

preditivo positivo foi 91,17% e o valor preditivo negativo 70,96%. A acuracia foi 78,12%.

O coeficiente de correlagdo de Spearman ndo mostrou correlagdo entre a
presenca de inflamacdo e o padrdo de OVF da veia hepética (r= -0,18; p=0,19) e a
presenca de algum grau de fibrose apresentou correlagédo fraca com este parametro (r= -

0,29; p=0,04).
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A média do indice de resistividade da artéria hepatica do grupo controle foi

0,72+0,08 e do grupo com esteatose foi de 0,73+0,07 (p= 0,71; teste t de Student),

conforme a tabela 4.

Tabela 4 — indice de resistividade da artéria hepatica, expressa em média, desvio
padréo, intervalo de confianca (IC), mediana e valores minimo e maximo de acordo

com o grau de esteatose a bidpsia

Média Desvio  IC 95% Mediana Minimo

padréo Maximo

Grupos Controle 0,72 0,08 0,7-0,74 0,74 0,48
0,87

Esteatose 0,73 0,07 0,71-0,75 0,73 0,57
0,88

Subgrupos  Discreta 0,73 0,07 0,70-0,76 0,73 0,63

0,88

Moderada 0,74 0,13 0,65-0,83 0,72 0,59

0,83

Acentuada 0,71 0,08 0,65-0,77 0,74 0,57

0,81
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O gréfico tipo box-plot a seguir (Figura 11) ilustra as medianas em todos 0s grupos
com relacdo ao IR. Nao houve diferenca estatistica comparando-se 0s grupos entre Si

pelo teste t de Student.
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Figura 11 — Grafico box-plot do indice de resistividade (IR) de acordo com o grau de
esteatose a histologia. A linha horizontal dividindo cada box representa a mediana.
Os valores descritos referem-se aos outliers (teste t de Student; p>0,05).
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A andlise do emprego do IR da artéria hepatica para o diagndstico de esteatose foi
feita utilizando-se a curva ROC (receiver operating characteristic), que pode ser
observada na Figura 12. O ponto de corte corresponde ao valor 0,71; que apresenta uma
sensibilidade de 46,9% e especificidade de 57,8%. A area abaixo da curva é 0,5099 que é

estatisticamente igual a 0,5 (p = 0,4352).
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Figura 12 — Curva ROC para a sensibilidade plotada contra 1- especificidade da

variavel IR.
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6.3.2.4- indice de pulsatilidade da artéria hepatica

A mediana do indice de pulsatilidade da artéria hepatica do grupo controle foi 1,43
e do grupo com esteatose foi de 1,47 (p =0,43; teste de Mann-Whitney), conforme mostra

a tabela 5.

Tabela 5 — indice de pulsatilidade da artéria hepatica, expressa em média, desvio
padrédo, intervalo de confianca (IC), mediana e valores minimo e maximo de acordo
com o grau de esteatose a bidpsia

Média Desvio IC 95% Mediana Minimo-Maximo
padréo
Grupos Controle 1,46 0,41 1,35-1,57 1,43 0,59-2,97
Esteatose 1,57 0,48 1,43-1,71 1,47 0,88-2,94
Subgrupos Discreta 1,52 0,47 1,32-1,72 1,47 0,88-2,80
Moderada 1,58 0,43 1,37- 1,79 1,41 1,14-2,71

Acentuada 1,71 0,56 1,32-2,10 1,60 1,09-2,94
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O grafico tipo box-plot a seguir (Figura 13) ilustra as medianas em todos 0s grupos
em relacdo ao IP. Nao houve diferenca estatistica comparando-se os grupos entre si pelo

teste de Kruskal-Wallis (p=0,70).
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Figura 13 — Grafico box-plot do indice de pulsatilidade (IP) de acordo com o grau de
esteatose a histologia. A linha horizontal dividindo cada box representa a mediana.
Os valores descritos referem-se aos outliers (teste de Kruskal-Wallis; p=0,70).
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Os dados da curva ROC para a variavel IP, podem ser observados na Figura 14.
O ponto de corte corresponde ao valor 1,44, que apresenta uma sensibilidade de 53,1% e
especificidade de 55,6%. A area abaixo da curva é 0,5467 que é estatisticamente igual a

0,5 (p = 0,2188).
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Figura 14 — Curva ROC para a sensibilidade plotada contra 1- especificidade da

variavel IP.
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6.4- Técnica multivariada de analise discriminante linear para diagndstico

de esteatose

A andlise discriminante foi realizada com as variaveis IVP e padrao de OVF da

veia hepatica, que se mostraram significativas para diagnosticar a presenca de esteatose.

Assim, obteve-se a seguinte fungéo discriminante:

D = 16,15IVP+1,96Veia Hepatica

em que, se D > 9,20 o individuo pertence ao grupo controle, caso contrario (D < 9,20) o
individuo pertence ao grupo com esteatose. Em outras palavras, com a reducdo dos
valores do IVP e com a diminui¢cédo da fasicidade da veia hepatica houve a tendéncia de

diagnosticar a presenca da esteatose.

A estatistica do teste de lambda de Wilks foi 0,4799 e o valor p < 0,0001, o que

mostra que esta funcgéo foi significativa.

O resumo do desempenho da funcao discriminante D é apresentado na tabela 6.

A probabilidade de a funcéo classificar uma pessoa saudavel como portadora de
esteatose € 2,04% e a probabilidade de classificar uma pessoa com esteatose como

saudavel é 28,57%, com indice geral de erro de 15,31% (15 em 98 pessoas).

J4 as classificacbes corretas foram 97,96% (especificidade) para pessoas
saudaveis e 71,43% (sensibilidade) para pessoas com esteatose e o indice geral de

acerto (acuréacia da fungéo discriminante) foi 84,69% (83 em 98 pessoas).
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Tabela 6- Resumo do desempenho da funcao discriminante linear do IVP e padréo
de OVF da veia hepética para diagnostico de esteatose hepéatica de acordo com o
diagnostico histolégico.

Resultados obtidos pela fung&o discriminante

Grupos originais (bidpsia) CONTROLE- n(%) ESTEATOSE- n(%)

CONTROLE 48 (97.96) 1 (2.04)

ESTEATOSE 14 (28.57) 35 (71.43)
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7- DISCUSSAO

A DHGNA possui um espectro de apresentacdo que vai desde a esteatose
podendo evoluir para esteatohepatite, fibrose, cirrose e carcinoma hepatocelular
(Charlton, 2008). O método diagnéstico mais frequente é pelo achado de aspecto

sugestivo de esteatose a US (Wieckowska e Feldstein, 2008).

Neste estudo foi utilizado um grupo controle para comparacao, sem fatores de
risco para DHGNA, e este se confirmou saudavel, com diferenciacéo satisfatoria em

relacdo ao grupo com esteatose.

Nesta amostra, de forma geral, as médias das enzimas hepéticas foram mais
elevadas nos pacientes portadores de DHGNA do que nos controles. Isto foi observado
mesmo quando essas médias mantiveram-se dentro dos limites da normalidade nos
pacientes portadores de esteatose, como ocorreu com 0s niveis de AST, o que esta de

acordo com a literatura (Prashanth et al., 2009).

O fato de alguns pacientes com DHGNA apresentarem niveis normais de enzimas
hepaticas, mesmo com comprovacédo histolégica de esteatohepatite, reafirma dados da
literatura, de que as enzimas hepdticas estariam falsamente normais na maior parte
destes pacientes (Browning et al., 2004; Suzuki et al., 2006). Portanto, o uso isolado

destes indices nao é suficiente para o diagnéstico da DHGNA.

No entanto, a DHGNA, devido a sua elevada prevaléncia, continua como a causa

mais comum de alteracdo nos testes de fung¢éo hepatica em adultos (Angulo, 2002).

A DHGNA é considerada a manifestacdo hepatica da sindrome metabdlica

(Hamaguchi et al., 2005)
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Todos os participantes do grupo com esteatose possuiam ao menos um fator

etioldgico- obesidade, dislipidemia ou diabetes mellitus- para a esteatose hepética.

A presenca concomitante de multiplos componentes da sindrome metabdlica esta
associada com a gravidade da DHGNA (Marchesini et al.,, 2003). Além disso, a
prevaléncia da DHGNA também aumenta de acordo com o nimero de componentes da

sindrome metabdlica presentes (Leite et al., 2014)

Em nosso estudo, 37 (75,51%) pacientes do grupo com esteatose eram
dislipidémicos. Sabe-se que em pacientes dislipidémicos, a prevaléncia de DHGNA eleva-

se para 50% (Hamer et al., 2006).

Os niveis de triglicérides mostraram-se significativamente aumentados no grupo
com esteatose em comparagdo ao grupo controle, concomitantemente a uma queda
significativa dos niveis de HDL no grupo com esteatose, assim como na literatura (Karasin

etal., 2014).

Esses resultados eram esperados, uma vez que a dislipidemia esta intimamente
relacionada a esteatose hepatica, inclusive como um de seus fatores de risco (Perazzo,

Poynard e Dufour, 2014).

Neste estudo, 65,29% do grupo com esteatose era portador de algum grau de
obesidade. A prevaléncia da DHGNA aumenta para cerca de 75% na populagdo obesa

(IMC=30 kg/m2) (Hamer et al., 2006; Gaba et al., 2012).

Apesar da patogénese da esteatose hepatica relacionar-se a diversos fatores
genéticos, ambientais e possuir ampla variabilidade entre os individuos, o indice de
massa corporal parece correlacionar-se com a gravidade do acumulo de gordura hepatica

(Goodman, 2014). Os resultados do presente estudo corroboram esta hipétese, uma vez
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que houve uma correlacdo forte e positiva entre o grau de esteatose e o IMC (r= 0,77;

p<0,0001) no grupo portador de esteatose.

Em contrapartida, a literatura mostra que nos pacientes obesos morbidos, o grau
de esteatose ndo se relaciona significativamente com o IMC (Dixon, Bhathal e O'brien,
2001), em concordéncia com os resultados deste estudo, em que no subgrupo de 12
pacientes portadores de esteatose e com obesidade grau lll, ndo houve correlacdo entre
0 grau de esteatose e o IMC (r= - 0,05; p=0,85). Uma explicacdo plausivel para este
fendbmeno seria de que neste subgrupo de pacientes, tanto o peso corporal quanto a
esteatose estejam muito elevados (Goodman, 2014), porém isso nao justifica os
resultados no nosso restrito subgrupo de pacientes obesos mérbidos, pois sete (58,33%)
pacientes apresentavam esteatose discreta, quatro (33,33%) esteatose moderada e
apenas um (8,33%) esteatose acentuada. Mais estudos com maior numero de pacientes

neste subgrupo seriam necessarios para conclusées adequadas.

Em nosso estudo, todos os nove pacientes que se submeteram a cirurgia
bariatrica apresentavam algum grau de infiltracdo gordurosa hepética, sendo que quatro
(44,4%) apresentavam esteatose discreta, quatro (44,4%) esteatose moderada e um
(11,1%) esteatose acentuada. A literatura relata que 90% das bidpsias hepéticas
realizadas durante cirurgias bariatricas evidenciam algum grau de esteatose (Goodman,

2014; Mottin et al., 2004).

Sabe-se que a resisténcia a insulina tem papel muito mais proeminente na
patogénese da DHGNA do que a obesidade isoladamente (Bugianesi, Mccullough e
Marchesini, 2005), uma vez que a resisténcia a insulina no adipdcito parece ser o evento

primario no desenvolvimento da DHGNA, com aumento da lipdlise (Leite et al., 2014).
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Em nosso estudo, no grupo com esteatose, 15 (30,61%) pacientes eram
portadores de diabetes mellitus tipo 2, em concordancia com a literatura. Em estudos que
avaliaram o papel do diabetes mellitus tipo 2 na esteatohepatite em pacientes obesos
morbidos, a prevaléncia de DM2 variou entre 14 a 28% (Boza et al., 2005; Lima et al.,

2005).

O exame ultrassonografico bidimensional convencional tem bom desempenho
para detectar esteatose moderada e acentuada, com sensibilidade de 60-94% e
especificidade de 85-95% (Joy, Thava e Scott, 2003), valores comparaveis a outras

técnicas nao invasivas de imagem (Khov, Sharma e Riley, 2014).

No entanto, o diagnéstico de esteatose discreta pode ser dificil sem um método

computadorizado.

Neste estudo, houve diferencas estatisticamente significantes (p= 0,03) no que se
refere & gradacdo da esteatose pela ultrassonografia bidimensional quando comparado
aos achados histolégicos nos pacientes portadores de DHGNA: a avaliacdo realizada pela
ultrassonografia bidimensional mostrou uma tendéncia em classificar a grande maioria
dos pacientes como portadores de esteatose moderada e acentuada (71,42%). Ja o
estudo histoldgico classificou 55,09% dos pacientes do grupo com esteatose nesta

subcategoria.

Estes resultados podem advir da subjetividade dos parametros para avaliacdo dos
graus de esteatose pela ecografia bidimensional, apesar destes critérios estarem bem
estabelecidos na literatura (Khov, Sharma e Riley, 2014; Goldberg e Petterson, 1996;
Badea et al., 2000). Outra hipotese € que a presenca de fibrose, encontrada na maioria

dos pacientes deste estudo, assim como na literatura (Goodman, 2014) possa ter levado
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a uma superestimacado da gradacao da esteatose, uma vez que a hiperecogenicidade é

parametro para os dois diagnésticos, o que diminui sua especificidade (Valls et al., 2006).

Tal fato reforca a necessidade de utilizacdo conjunta da ultrassonografia
convencional e outras técnicas ndo invasivas, de baixo custo e alta disponibilidade, como

o método Doppler, na tentativa de gradacdo mais acurada da esteatose hepéatica.

No presente estudo, avaliaram-se parametros hemodinamicos dos trés principais
vasos hepaticos a fim de medir o impacto da esteatose, no contexto da DHGNA, na
impedancia vascular (artéria hepatica por meio do indice de resistividade e indice de
pulsatilidade e veia porta por meio do indice venoso portal) e no padrdo de onda na veia

hepética, em seu ramo direito.

O valor clinico do Doppler na hemodinamica hepatica nos quadros de hipertensao
portal esta bem estabelecido. J& a contribuicdo da esteatose, inflamacdo e fibrose na
DHGNA para alterar os parametros hemodinamicos hepaticos venosos e arteriais é foco

de interesse mais atual.

O conhecimento atual sugere que a esteatose causa aumento do volume da
massa celular hepatica e, devido a limitada distensibilidade da capsula do 6rgéo, geraria
compressao e diminuicdo da complacéncia venosa intra-hepatica (Mohammadi, Afshin et
al., 2011; Karabulut et al., 2004). Portanto, na esteatose avancada, haveria compressao e
reducdo do fluxo no sistema porta, com consequente aumento compensatorio do fluxo no

sistema arterial (Kakkos et al., 2000).

A veia porta foi avaliada hemodinamicamente pelo céalculo do indice de
pulsatilidade venosa portal (IVP). Este parametro tem como principal vantagem n&o
depender da angulacdo para obtencdo de velocidades reais, o que 0 torna mais

reprodutivel (Rocha et al., 2012). O fato de o paciente interromper os movimentos
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respiratdrios durante o exame da veia porta previne as flutuacbes da onda devido a

respiracdo o que proporciona medidas mais acuradas (Karasin et al., 2014).

Observou-se diminuicdo do IVP quando se compara o grupo controle com o grupo
com esteatose, sendo as médias de cada grupo 0,35 + 0,08 e 0,21 + 0,10 e as medianas
0,32 e 0,21; respectivamente. Um estudo que avaliou pacientes com DHGNA encontrou
valores semelhantes a estes, com médias de 0,42 + 0,92 para o grupo controle e 0,25 +
0,50 para o grupo com esteatose (Solhjoo et al., 2011). Achados semelhantes foram
descritos também em publicac6es que abordaram outras doencas hepaticas crénicas. Um
estudo que avaliou a influéncia da fibrose sobre o IVP em pacientes portadores de
hepatite C encontrou média de 0,33 + 0,07 para o grupo controle e 0,23 + 0,09 para o
grupo com esteatose (Rocha et al., 2012). Em outra publicagdo que avaliou pacientes
com hipertensdo portal foram encontradas 0,39 + 0,10 e 0,23 + 0,08 com médias para o
grupo controle e grupo com esteatose, respectivamente (Barakat, 2002). Isto significa que
a onda de fluxo tornou-se menos fasica na presenca da esteatose, o que reflete a
diminuicdo da complacéncia do vaso. Estes achados podem ser resultados da
compressao sinusoidal tanto por hepatdcitos repletos de gordura quanto por fibrose e
proliferacdo de fibroblastos no espaco perissinusoidal (Solhjoo et al., 2011). No entanto, a
correlagdo do IVP com a presenca de fibrose e de inflamacdo n&o foi estatisticamente
significativa neste estudo; portanto tais resultados podem ser atribuiveis ao efeito da

esteatose sobre a fasicidade da veia porta.

Os achados de ndo correlagédo dos valores de IVP e a gradacdo da esteatose no
atual estudo estdo de acordo com algumas publicagbes (Ulusan, Yakar e Koc, 2011;
Solhjoo et al., 2011). No entanto, outras mostraram diminuigdo do IVP a medida que o
grau de esteatose aumentou (Balci et al., 2008; Erdogmus et al., 2008). Em todos os

estudos citados, a gradacdo da esteatose foi baseada na avaliagcdo ecogréfica
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bidimensional do figado, sendo que em um deles, dos 31 pacientes do grupo com
esteatose, apenas 11 foram submetidos a bidpsia hepética (Solhjoo et al., 2011), o que
torna estes achados mais vulneraveis a erro. A presente investigacdo, por basear-se nos
achados histolégicos como parédmetro de comparacdo para todos os 49 pacientes,
permite uma avaliagdo mais fidedigha da gradacdo da esteatose e da presenca de
inflamacao e fibrose. Além disso, a analise histolégica foi feita por dois patologistas com
posterior discussdo e consenso em relacdo aos achados. No entanto, o numero reduzido
de pacientes com esteatose acentuada (oito pacientes) pode constituir um fator limitador
deste estudo e futuras andlises com maior nimero de pacientes no referido subgrupo sao

necessarias.

O desempenho do IVP como teste diagnostico foi testado por meio da construgdo
da curva ROC (receiver operating characteristic), que reforcou o IVP como um parametro
de alta sensibilidade (91,00%) para o diagndstico de esteatose; especificidade de 79,60%
e acuracia de 85,70%, quando comparado ao padrao-ouro, o estudo histoldgico. O melhor
valor de cutoff do IVP foi 0,26. O valor preditivo positivo foi de 81,82% e o valor preditivo
negativo 90,66%; indices adequados para a sua aplicacdo na pratica clinica como

ferramenta de rastreamento.

Poucos estudos na literatura realizaram analise semelhante. Em um estudo no
qual o IVP foi avaliado como método ndo invasivo para o diagnéstico de fibrose em
pacientes com hepatite C, o cutoff ideal foi 0,28 com sensibilidade de 73,5% e
especificidade de 71,1% (Rocha et al., 2012). Esses resultados sugerem que o IVP seja

um indice mais adequado para o diagnéstico de esteatose do que de fibrose.

Ainda ha controvérsias acerca dos efeitos da DHGNA no padréo de onda da veia
hepatica (Aslan et al., 2014). Ha muitos estudos que avaliam este parametro em doencas

parenquimatosas crbnicas, principalmente na hipertensdo portal, mas poucos que o fazem
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no cendrio da doenca hepdatica gordurosa nao-alcéolica (Dietrich et al., 1998; Oguzkurt et

al., 2005).

No presente estudo, esta avaliagdo foi feita na veia hepética direita, uma vez que
0s movimentos cardiacos frequentemente geram artefatos no Doppler da veia hepatica
esquerda e a avaliacao da veia hepética média frequentemente mostra artefatos advindos

dos movimentos respiratorios (Dietrich et al., 1998).

O padrao trifasico constitui 0 padrao regular normal da veia hepéatica, possui dois
picos anterdgrados e um curto fluxo reverso devido a sistole atrial; no padréo bifasico ha
diminuicdo da amplitude de oscilagcdo e perda do fluxo reverso e no padrdo monofasico a
onda é continua e achatada, sem periodicidade (Karabulut et al., 2004). Na esteatose, 0
aumento do volume dos hepatdcitos gera compressao da veia hepética, uma vez que a
distensibilidade da capsula hepatica é restrita (Karabulut et al.,, 2004). A literatura tem
mostrado que na esteatose o padrdo de onda da veia hepatica € mais frequentemente
anormal, bifasico ou monofasico, do que em voluntarios saudaveis (Mohammadi, A. et al.,
2011; Karabulut et al., 2004; Solhjoo et al., 2011; Dietrich et al., 1998; Oguzkurt et al.,
2005; Borges et al., 2011; Topal et al., 2014). Os achados do presente estudo corroboram
estes dados, uma vez que 30 de 48 pacientes (62,5%) com esteatose apresentaram
padrdao anormal da veia hepdética, sendo 22 (45,83%) com padrdo monofésico e 8
(16,66%) com padrdo bifasico, em comparacdo com apenas 3 (6,37%) voluntérios
saudaveis . Em concordancia, um estudo com 40 pacientes portadores de esteatose
hepatica, 43% mostravam padrées anormais de OVF da veia hepatica e 2% dos

individuos saudaveis (Oguzkurt et al., 2005).

No entanto, ndo houve diferenga significativa da frequéncia do padrdo anormal
entre os subgrupos de pacientes portadores de esteatose, em concordancia com varios

estudos na literatura (Solhjoo et al., 2011; Aslan et al., 2014; Oguzkurt et al., 2005; Borges
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et al., 2011). Pode-se inferir que o padrdo de onda da veia hepéatica € um parametro
hemodindmico adequado para deteccéo de esteatose, mas nédo distingue entre os graus
de infiltracdo gordurosa. Além disso, o fato de haver pacientes sem esteatose que
possuem padrdo anormal de onda, como no presente estudo e na literatura, (Mohammadi,
A. et al., 2011; Oguzkurt et al., 2005; Borges et al.,, 2011; Topal et al., 2014) gera a

possibilidade de diagndsticos falso-positivos, com diminui¢cdo da especificidade.

Os estudos que abordaram este tema na literatura, utilizaram como parametro
comparativo métodos de imagem como a ultrassonografia bidimensional (Mohammadi, A.
et al., 2011; Karabulut et al., 2004; Aslan et al., 2014), tomografia computadorizada
(Oguzkurt et al., 2005) ou ressonancia magnética (Topal et al., 2014), exceto um estudo

que, assim como este, utilizou achados histol6gicos (Borges et al., 2011).

A presenca de inflamag&o ndo mostrou correlacdo com o padrdo de OVF da veia
hepatica e a presenca de fibrose correlacionou-se fracamente com este parametro.
Portanto, no presente estudo, a andlise dopplervelocimétrica da veia hepéatica direita
mostrou-se mais correlacionada com a esteatose, com acuracia de 78,12% para o

diagnoéstico de DHGNA.

O suprimento sanguineo para o figado é de cerca de 1450 ml/min e provém tanto
da veia porta, responsavel por 1100 ml/min, quanto da artéria hepatica que contribui com
350 ml/min (Ac e Je, 1996). No jejum, a artéria hepética possui baixa resistividade, uma
vez que o figado requer fluxo sanguineo continuo (Mcnhaughton e Abu-Yousef, 2011).
Historicamente, a resisténcia arterial tem sido analisada quantitativamente por meio dos

indices de resistividade (IR) e de pulsatilidade (IP), sendo o primeiro o mais utilizado.

Os valores normais do IR estdo entre 0,6-0,7 (Ma, 2000), mas podem variar em

uma faixa mais ampla de 0,55-0,81 (Mcnaughton e Abu-Yousef, 2011). Os valores do IR
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no grupo controle relatados na literatura corroboram esta faixa mais ampla: 0,65+0,07
(Aslan et al., 2014) 0,77+0,03 (Mohammadi, A. et al., 2011); 0,81+0,04 (Mihmanli et al.,
2005); 0,82+0,4 (Topal et al., 2014), assim como 0 valor encontrado no presente estudo,

de 0,72+0,08.

A literatura é extensamente controversa em relacao as alteracdes hemodinamicas
da artéria hepatica secundérias a esteatose, mas varios estudos mostram uma diminuicdo
do IR com o aumento da gradacdo da esteatose, em relacdo inversa e significante
(Mohammadinia et al., 2010; Mihmanli et al., 2005; Mohammadi, A. et al., 2011). Em
concordancia com estes achados, ha estudo que demonstrou aumento significante do IR

da artéria hepatica apés o tratamento da DHGNA (Tarzamni et al., 2014).

Na presenca de inflamacdo e fibrose este mesmo fendmeno verificado na
esteatose pode ocorrer (Mohammadinia et al., 2010; Bayard, Holt e Boroughs, 2006). Sem
a andlise histolégica como parametro comparativo, ndo é possivel certificar-se de que a
alteracdo do IR foi devido a esteatose ou a outra lesdo hepatica. As presencas de
inflamacéo e de fibrose, no presente estudo, ndo se correlacionaram aos valores de IR ou

de IP.

O mecanismo subjacente tanto na esteatose, como na inflamacéo e fibrose seria a
compressao das estruturas da triade portal, que compromete mais precocemente a veia
porta, com consequente reducdo do seu fluxo e aumento compensatério do fluxo
diastolico na artéria hepética, que gera reducédo do indice de resistividade (Mihmanli et al.,
2005). A propria estrutura da parede venosa, menos espessa e mais complacente do que

a parede das artérias pode ser a base deste fenbmeno.

No entanto, outros estudos mostraram resultados opostos, com aumento do IR no

grupo com DHGNA em comparacdo ao grupo controle (Hizli et al., 2010; Topal et al.,
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2014), o que foi justificado pelo aumento da resisténcia periférica na microcirculacédo

arterial devido a progresséao da fibrose.

J& neste estudo, os parametros hemodinamicos da artéria hepatica, representados
pelo IR e IP ndo se mostraram capazes de distinguir o grupo controle do grupo com
esteatose, nem tampouco diferenciar os graus de esteatose hepatica. Com relacdo ao IR,
resultados semelhantes a estes foram encontrados em um estudo no qual ndo houve
diferenca significante entre o grupo controle e o portador de esteatose, nem tampouco

entre 0s subgrupos da esteatose (Aslan et al., 2014).

Estas variacdes encontradas nos valores dos parametros hemodindmicos da
artéria hepética nos diferentes estudos podem advir da técnica utilizada para obtencéo da
onda espectral do Doppler, uma vez que o local de posicionamento do transdutor
influencia os resultados e pode ser em segmentos arteriais intra-hepaticos (Hizli et al.,
2010); no hilo hepatico (Mohammadi, A. et al., 2011; Topal et al., 2014; Aslan et al.,
2014), como neste estudo; ou no cruzamento da artéria hepatica com o ramo principal da
veia porta (Mihmanli et al., 2005; Popov et al., 2012; Hizli et al., 2010). Além disso, a etnia,
0 género, a idade (Yazdi e Sotoudeh, 2006) e as configuracdes dos equipamentos de

ultrassonografia (Hizli et al., 2010) podem ser fatores influenciadores.

Poucos estudos avaliaram o IP e ainda mais raros sédo aqueles que analisaram o
seu papel na avaliacdo da esteatose e, portanto, os dados acerca de seus valores
normais sao restritos. Descreveu-se 1,82 como a mediana do IP do grupo controle (Topal
et al., 2014) e o presente estudo mostrou média de 1,46 + 0,41 e mediana de 1,43; sem
diferenca significativa com o grupo portador de esteatose. Em uma das primeiras
publicacbes que correlacionou o IP com o grau de esteatose, o valor mais baixo desse

parametro foi encontrado no grupo com esteatose moderada (Topal et al., 2014). Mais
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estudos que avaliem o IP poderdo contribuir para melhor entendimento de seu valor

diagndéstico na DHGNA.

A obtencdo de uma fungéo discriminante tem como objetivo a melhoria diagnostica
por meio da conjugacéao de diversos parametros, antes utilizados isoladamente. N&o é do
nosso conhecimento um estudo na literatura que tenha realizado semelhante analise em

portadores de DHGNA comparando-se com dados histoldgicos.

Neste estudo buscaram-se conjugar em uma mesma fungdo os dois parametros
gue mostram, quando analisados isoladamente, capacidade de diferenciar o paciente

saudavel do portador de esteatose, ou seja, o IVP e o padrdo de OVF da veia hepatica.

Desta forma, conseguiu-se aumentar expressivamente a especificidade do método
Doppler para 97,96% neste grupo de pacientes. Ja o uso isolado do IVP obteve

especificidade de 79,6% e do padrdo de OVF da veia hepatica de 93,61%.

Além disso, com a andlise discriminante, houve um aumento importante da
sensibilidade e acuracia do Doppler no diagnéstico da esteatose hepatica quando

comparado ao uso isolado do padrao de OVF da veia hepéatica.

Conclui-se que a andlise discriminante proposta € um método de simples
realizacdo, passivel de ser utilizado na pratica clinica, que aumenta a sensibilidade,
especificidade e acuracia da avaliagdo hemodindmica hepatica no diagnéstico da

esteatose.

No entanto, na atualidade, o estudo histologico ainda mantem-se essencial para o
diagnostico de EENA e para a gradacdo da esteatose simples, uma vez que 0S

parametros hemodinamicos estudados mostraram-se limitados para estes fins.
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8- CONCLUSAO

A infiltracdo gordurosa dos hepatécitos causa alteracdes hemodindmicas

hepaticas que podem ser utilizadas para diagnostico da DHGNA.

1. Os efeitos mais proeminentes foram encontrados na veia porta, por
meio da diminui¢c&o do indice de pulsatilidade venosa portal e na veia
hepatica, com as alteracdes do padrdao da onda de velocidade de
fluxo.

2. Os indices de resistividade e de pulsatilidade da artéria hepatica nao
se mostraram eficazes para detectar a esteatose.

3. Os indices hemodinamicos hepaticos, de forma geral, possuem
limitacbes para quantificar o conteddo gorduroso hepatocitario
guando comparados aos achados histologicos.

4. Os parametros do Doppler estudados, mostraram maior correlacéo
com a esteatose do que com inflamacéo e fibrose.

5. A analise discriminante que utiliza as variaveis IVP e padrdo de OVF
da veia hepética aumenta expressivamente a acuracia, sensibilidade
e especificidade do método Doppler para o diagndstico de esteatose,

com facil aplicacdo na pratica clinica.
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invasivo que Impde riscos, sujeito & eérro amostral, variabllidade interobssrvador & avahagdo ndo dinamica
(RATZIU, CHARLOTTE. HEUTIER, et al,, 2005) Estas limitacdes tém estimulado a procura de matodes nio
invasivos para avallagdo da esteatose, da Inflamag&o e da fibrose na DHGNA (SAADEH, YOUNOSSI,
REMER et al., 2002, WIECKOWSKA & FELDSTEIN, 2008). A ultrassonografia (USG) ¢ a modalidade de
imagem mais frequentemente indicada no diagndstico 8 avaliacio da esteatose hepatica por tratar-se de um
método ndc invasivo, amplamente disponivel 8 de balxo custo {SAADEH, YOUNOSSI, REMER et al,
2002;HAMAGUCHI. KOJIMA, ITOH, 2007. HARATCHAROENWITTHAYA a LINDOR, 2007), A USG
bidimensional convencional é uma ferramenta de uso estabelocido para rastreamento, com sensibilidade &
especificidade aceitavais na delec¢do da esteatose. Contudo as limitagGes sdo a baixa acuracia em dilerlr
esteatose de fibrose e baixa reprodutibilidade na quantificagio do grau de estaatose, por tratar-se de
método examinador depandente & com avaliagio muitas vezes subjativa (SAADEH, YOUNOSSI, REMER &t
al., 2002; CHARATCHAROENWITTHAYA e LINDOR, 2007). O uso da USG com Doppler é outra
modalidade que pode ser Util no diagnastica de infiltrago gordurasa (OH, WINN, POORDAD, 2008), com
avaiiacio das alteractes dos padrdes de Hluxo sanguineo portal, nas velas hepdticas @ na arténa hepatica
O conhecimento atual sugers que & esteatoss causa aumento do volume da massa celular hepatica e,
devido a limitada distensibilidade da cdpsula do 6rgdo, gera compressao & diminuigdc da com placéncia
venosa intra-hepatica (MOHHAMMADI, GASEMI-RAD, ZAHEDI! et al., 201 1). A metodologia da
dopplervelocimetria ndo envolve axposicao & radiagdo, é amplamente disponivel & de baixa custo. Além
disso, prolonga a duragdo do exama ultrassonografico rotineiro em apenas um a dois minutos (SERIFE,
TOLGA. ZAFER, 2011), caracteristicas altameante dasejdveis na pratica clinica diana.

Esta estudo sera realizado no Hospital de Clinicas (HC) da Universidade Fedsral de Uberlandia (UFU), qus
oferece cerca de 500 leitos & assisténcia tercidria & populicdo da cidade de Uberlindia e regido. Desta
Instituigao, estar&o envolvidos o Ambulatario Especifico de Doenga Hepdtica Gordurosa Nio- Alcodlica
(DHGNA), localizado no Ambulatono Central Amélio Marques, o Laboratério de Patologia Clinica, o servigo
de Anatomia Patoldgica e o senvigo de Ultra-sonogratla. Complementarmente, alguns pacientes poderao ser
selacionados do Servigo de Cirurgia Bariatrica do Hospital Santa Clara e terdo o exame ultrassonografico
realizado no COE (Centro de Diagnésticos Especlalizados), ambes os servigo localizados na cidade de
Ubedindia. Tal fato |ustifica-se na tentativa de oblangio de pacientes portadores de DHGNA com esteatose
acentuada, A obteng3o de dados domograficos, das medidas antropométricas como altura & pesc e a
avaliagho
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de possivels comorbidades orgénicas serdo realizadas durante consultas ambutatoniais, Os seguintes
exames serdo realizados: hemograma completo, lipidograma plasmatico, coagusograma, proteinas totais e
fragdes, asparato aminotransterase, alanino aminotransterase, fosfatase alcalina, gama-glutamil
transferase. bilirrubina total e fragtes, glicemia, insulinemia, marcadores pura hapatite B e C,
autoanticorpos, cobré @ cervloplasmina séricos, pedil de ferro. Todos os voluntarios sardo examinados por
USG em modo B (modo britho) & com Doppler, ulllizande-se transdutar convexo multifrequencial de 2.a 5
MHz (Voluson 730 PRO V, General Electric, Milwaukee, USA). O Doppler serd acionado sobre a veia porta,
veia hepatica e artéria hepatica. A hidpsia hepatica por aguiha de Tru-cut serd colhida do lobo direito do
figado durante a ultrassonografia. A avaliagdo do material sera realizaca por dois patologistas, sam
conheceram os dados ultrassonograficos correspondantes. O intervalo entre a realizaglo do exame
ultrassoncgrafico e a bidpsia sera de, no maximo, trinta diss, A esteatose serd classificada como discrata
(ats 33% dos hepatocitos infiltrades por goticulas de gordura), moderada (de 33 a 86%) e acentuada (mais
de 66% de infitracdo gordurosa em hepatdcitos). O infiltrado inflamaténio sera discriminado em intensidade
discreta, moderada e acentuada. A fibrose sera descrita sagundo a localizaglio no dcino hepatico, o aspecto
€ a intensidade. Serdo incluldos, também, outros 40 voluntarios, saudavess, sem fatores de risco para
DHGNA, Ingestao alcodlica nenhuma ou minkma, sem disbetes ou obesidade, os quais constituiram o grupo
controle (sem esteatose), O grupo controle serd submetido & mesma avallagio do grupo doente, exceto
biépsia hepdtica, por motivos éticos. Serdo utilizados dados de 40 pacientes e 40 voluntdnos sauddvels ja
coletados pela orientadora em trabalho anterior sobre DHGNA, realizado no HC-UFU e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP). Esses dados serlio analisados segundo a metodologia descrita acima,
reavaliados histologicamente pelos dois patologistas e acrescidos aos dados & serem coletades, compondo
a amostragem total. A andlise estatistica sera realizada usando 0 softwars Statistical Package for the Social
Sciences {SPSS para Windows, versao 16.0; Chicago; IL). A distrnibuicio dos dados serd analisada usando o
tests de normalidade de Lillefors. As varidveis continuas sero axpressas como média = desvio padrio,
mediana @ quartis, quando apropriado, & comparadas utilizando andlise de vandncia entra médias (ANOVA)
@ teste de Tukey para andlise pos Hoc. As varidveis categoncas seréo expressas por irequéneia absoluta (n)
& relativa (%) @ anaksadas utilizando os testes de Mann- Whitney e Fischer. As analises de correlagho seriio
realizadas utilizando o coeficlente de Spearman. Todos os testes de significancia serdo bilaterais, com
adogao do nivel de significancia de 0,05 e nivels descritivos {P) inferiores a esse valor foram considerados
significantes.
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Criténio de Inclusdo: a)Presenga de esteatose venficada por ultrassanografia;
b)idade de 18-70 anos, ambos os sexos; c)Consentimento por escrito apos esclarecimento verbal
Informado.

Critério de Excluso: a)ingestio de dlcool > 140g/semana para homens e > 70g(semana para mulheres:
b)Uso de medicagdes conhecidamente hepatotéxicas como, por exemplo, tetraciclina, amiodarona,
alfametiidopa & tamoxifeno; cyHepatites virais crénicas B ou C: d)Hemocromatose, e)Doenga de Wilson;
f)Deficiéncia de alta 1-antitripeina; g)Hepatite autoimune; h)Outras hepatopatias cronicas, hiperensao partal,
cirrose, ascite e insuficiéncia hepatica; ) Qualguer disturbio de coagulagao sanguinea, por minimo qua
fosse; JCardiopatias, isquemia aguda coranariana, cerebral ou periférica; k)insuficiéncia respiratdna;
l)Lesdes hepaticas tocais; m)Gravidez = lactagko: n)Recusa em participar da pesquisa

Objetivo da Pesquisa:

Obyetivo priméano:

Avaliar a correlagio entre os padrdes hamodindmicas da veia porta, veia hepdtica direita @ artéria hepatica,
calculados pels dopplervelocimatria, com graus de asteatoapatite e fibrose hepaticas,
previamantedeterminadas pelo estudo histolégico.

Objetivo Secundario
Anaiisar 0 grau de assoclaglio das alteragbes histoldgicas (esteatoss, fibrose e inflamagao) com os indices
doppiervalocimétricos da veia porta no grupa de pacieéntes com doenca hapdtica goraurcsa nllo alcodiica

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Segundo os pesquisadores:

Riscos: A bidpsia hepética percutinea & um procedimento seguro, sendo descrita uma taxa de mortalidade
de 0.01% (POYNARD, 2000) nos estudos que incluiram paicientas com necplasias e Insuficléncia hepatica
com disturthos da coagulagho. Conforme & citado nos critérios de exclusdo, pacientes/voluntarics com
neoplasia, insuficiéncia hepatica ou disturbios de coagulagdo serdo excluidos da pasquisa. Dentre os
Sujeitos da pesquisa & esperada complicagdo menor com dor leve e autolimitada, que & freguants,
ocorendo em até 30% (POYNARD, 2000), mas geralmente bam tolsrada e localiza-se prncipalmente no
local da puncéo & no ombro direito. Dor intensa pode
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ocorres em 1.5 a 3,0% (EISENBERG, 2003). O nisco de hemorragia subclinica é de 0,35 a 1,8% o o risco de
pungio de orgdos adjacentes & de 0,01 a 0,1% (TERJUNG et al, 2003) O paciente/voluntario passara por
monitoracao rgorosa e repouso apds a coleta da bidpsia (minime de 4 horas). Esta monitoragao tem
cbjetivo de detectar complicagdes precocements para tratd-las da forma mais adequada, por maio de
obsafvagdo intra-hospitalar caso seja necessdria no periodo apés a bidpsia (minimo de 24 horas) (JACOBS,
1989). A literatura & clara no julgamento que a realizagiio da biopsia sob visdo ultra-sonografica é um
procedimento que minimiza riscos (TERJUNG et al. 2003). Séo considerados como fatores de rlsco no
procedimento a experiéncia do madico, a técnica utilizada (preferancialmente guiada por ultra-som) e o
numero de passagens (ou tentativas). Nesta pesquisa serdo feitas 1 ou 2 passagens apenas. A bliopsia
hepdtica percutanea guiada por ultra-som &, portanto, segura em paclentes selecionados, ou 36ja, excluidos
aqueles com condigdes Gue aumentam o risco de hemorragia (6 a 10 vezes), a saber, encefalopatia, ascite.
insuticiéncia hepatica, ictericia grave e avidéncia de obstrucdo biliar extrahepatica, coagutopatia significativa,
doengas graves am oulros Orgiios (coma insufickéncia cardiaca congestiva) ou idade avangada. Voluntarios
com estes fatores de nsco no sero incluidos, até mesmo porque & cimosa hepética, que é a hepatopatia
que se manifesta com estes sinais de gravidade, ndo ¢ objeto deste estudo (FIRP!, 2005). Com relagio a
expenéncia do médico, a pesquisadora, Ora. Angélica Lemos Debs Diniz & médica especialista pato Coléglo
Brasileiro de Radiologia & habilitada a realizar procedimentos invasivos guiados por ultra-sonografia
segundo as normas desta entidade. Este protocolo esta de acordo com as recomendagdes de seguranga
preconizadas em todo © mundo, Inclusive porgue a bidpsia gulada por ultra-sonografia tem a grande
vantagem am relacao a bidpsia As cegas por detectar complicagdes possiveis muito precocemente, a tempa
da serem conforadas.

Os beneficios sariio o dlagnéstico mais especifico da hepatopatia & melhor estadiamento da DHGNA ja que
alguns marcadores séricos de fibrese hepatica e sxames de imagem podem sugerir a gravidade da fibrose,
mas nenhum desses & capaz de substituir a bidpsia, método este considerado padrio ouro no dagnastico
da gravidade da fibrose hepatica. Os pacientes que sa recusarem a participar do estudo terdo a mesma
assisténcia, mesme acompanhamento, orientagdo e atendimentos necessarios ac seu tratamento, nao
havendo nenhum prejuizo para © mesmo,

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
A pesquisa apresenta grande relevincia clinico-cientifica.
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Consideragoes sobre o8 Termos de apresentagao obrigatéria:

Apresenta todos os documentos obrigatorios,

Recomendacodes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de inadequagdes:

Todas as pendéncias listadas no parecer n° 345,736, de 19 de Julho de 2013, foram atendidas.

De acordo com as atrbuigdes definidas na Resolug@o CNS 466/12, o CEP manifesta-se pela aprovacio do
Protocoio de pesquisa proposto.

O protocolo nio apresanta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres humanes, nos limies
da redagao & da metodologia apresentadas.

Sltuagio do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Data para entrega de Redatdrio Final ao CEP/UFU! sstembro de 2014

OBS - O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANGA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AQ CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVACAQ DA MESMA

O CEP/UFU lembra que:

&- segundo & Resolugio 466/12, o pesquisador devera arquivar por 5§ anos o refaldno da pesquisa e os
Termos de Consantimento Livee & Esclarecido, assinados pelo sujeito de pesquisa

b- podera, por escolha aleatdria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatorio e documentagio
pertinente ao projeto

c- & aprovegio do protecolo de pesquisa pelo CEP/UFU dé-se em decorréncia do atendimento a Resolugio
466/12/CNS, nao implicando na qualidade cientifica do mesma.

Orientacdes ao pesquisador :
¢ O sujeito da pesquisa tem a libergade de recusar-se & participar ou de retirar seu consantimento em

qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sam prejuizo ao seu culdado (Res. CNS
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466/12 ) e deve receber uma cépia do Terme de Consentimento Livre & Esclarecido, na integra, por ele
assinado.

¢ O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme dekineada no protocoio aprovado e descontinuar o
estudo somante apds andlise das razbes da descontinuldade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS ),
aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano nao previsio ao sujeito participante ou
Quande constatar a superioridade de ragime oferésde a um dos grupos da pesquisa que requeiram agao
imediata.

¢ O CEP dave ser informado de todos os sfeitcs adversos ou fatos relevantes que alteram o curso normal
do estudo (Res. CNS). E papel de o pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento
adverso grave ocorndo (mesmo que tenha sido em outro centro) e anviar notficacdo ao CEP & 4 Agéncia
Nacional de Vigitdncia Sanitaria ; ANVISA ¢ junto com ssu posicicnamento

¢ Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara &
sucinta, Identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupe | ou Il apresentados anteriormente 4 ANVISA, o pesquisador ou patrocinadar deve anvid-las tambem
& mesma, |unto com o parecer aprobatdrio do CEP, para sarem |untadas a0 protocolo inicial (Res.251/97,
item 111.2.8). O prazo para entrega de relatdrio & de 120 dias apos o t4rmino da execugio prevista no
cronograma do projeto, conforme norma

UBERLANDIA, 30 de Agesto de 2013

Assinador por;
Sandra Terezinha de Farias Furtado
(Coordenador)
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10.2-ANEXO B Analise histologica

Data NUMERO DO PACIENTE

1. ESPECIFICACAO DA BIOPSIA
Tamanho Biopsia | [mm

N° fragmentos | | N° tratos portais |____| N° veias centrais |___|

2. ESTEATOSE (macro vacuolar)
Intensidade (0 ) ausente (1) até 33% (2) 33% a 66% (3) > 6%

Localizagédo (1) zonal(2)zonas2e 3

3. ESTEATOSE (micro vacuolar)
Intensidade (0 ) ausente ( 1) presente

Localizagédo (1) zonal(2)zonas2e 3

4. BALONIZACAO HEPATOCELULAR
Intensidade ( 0 ) ausente (1) ocasional ( 2) frequente

Localizagédo (1) zonal(2)zonas2e 3

5. INFLAMACAO LOBULAR - focos inflamatérios 20 X 20
Intensidade ( 0 )ausente( 1) 1-2 focos( 2 ) 3-4 focos ( 3) + 4 focos

Fendtipo celular ( 1) mono. ( 2) granulo. ( 3) misto () lipogranulomas

6. INFLAMACAO DO TRATO PORTAL
Intensidade ( 0 ) ausente ( 1 )discreta ( 2 ) moderada ( 3 )acentuada

Fenotipo celular (1) mononuclear (2) granulocitério ( 3 ) misto



7. HIALINO DE MALLORY

(0) ausente (1) presente

8. APOPTOSE

(0) ausente (1) presente

9. INCLUSAO NUCLEAR DE GLICOGENIO
Intensidade ( 0 ) ausente (1) ocasional ( 2) frequente

Localizagédo (1) zonal(2)zonas2e 3

10. FIBROSE
PERI-SINUSOIDAL/PERI-VENULAR( 0 ) ausente (1) até 33% (2 ) 33% a 66% ( 3) >66%
PORTAL (0) ausente ( 1) expanséo do trato portal ( 2 ) fibrose peri-portal

SEPTAL ( 0) ausente (1) raros septos ( 2 ) diversos sem nodularidade ( 3) cirrose

11. CONCLUSAO

- Diagnéstico: () Esteatose () Esteatohepatite

- Escore de atividade da DHGNA (NAS): esteatose + inflamag&o + balonizagéo (0-8):__
Esteatose: 0 (<5%); 1 (5- 33%); 2 (33- 66%); 3( > 66%)
Inflamac&o lobular: 0; 1 (<2 focos); 2 ( 2-4 focos); 3 ( >4 focos)

Balonizacédo: 0; 1 (poucos); 2 (muitos)

- Fibrose
Estagio 0 — auséncia de fibrose.
Estagio la — fibrose perisinusoidal (zona 3), leve.

Estagio 1 b- fibrose perisinusoidal (zona 3), moderada.



Estagio 1 c- apenas fibrose portal/periportal.
Estégio 2 — fibrose perisinusoidal (zona 3) e fibrose peortal/periportal.
Estagio 3 — fibrose em ponte.

Estagio 4 - cirrose.



10.3- ANEXO C

10.3.1- DADOS GRUPO CONTROLE
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2 45000 2000 24300 0.000 16.000 8 660 0410 2000 1670 0.690
3 50000 2000 22890 0.000 14290 9150 0310 3.000 1.860 0.810
4 51.000 2000 21.160 0.000 17.000 8730 0.240 3000 1410 0.780
5 27000 2000 21.480 0.000 14.820 9.320 0.420 3.000 1.180 0.680
6 45000 2000 22770 0.000 12760 6750 0280 3000 1.600 0740
T 55000 2000 21630 0.000 14.030 7690 0.260 3.000 2310 0.870
8 29000 1000 21390 0.000 14 670 11590 0320 3000 1770 0.750
9 36000 2000 26040 0.000 13.910 78670 0270 3.000 1170 0.700
10 33000 2000 20200 0.000 15720 10.410 0.360 3.000 0.350 0.600
1 49000 2000 17.750 0000 14140 8030 0.380 3000 1010 0570
12 29000 1.000 22880 0.000 17.8%0 9.410 0.450 3.000 1.530 0.730
13 31000 2000 18660 0.000 14570 10 150 0.350 3000 1420 0700
14 29 000 2000 17.990 0.000 14220 9900 0.350 3.000 1310 0740
15 33000 2000 20450 0.000 13.060 10370 0.330 3.000 1.480 o
16 31000 2000 23240 0.000 17.070 10.850 0320 3000 0.8%0 0810
17 48000 2000 25710 0.000 14.050 7.260 0.330 3.000 1210 0.710
18 31000 2000 19.960 0.000 15.09%0 9.090 0260 3.000 1140 0.680
19 27 000 1000 25510 0.000 16.360 11840 0.360 BRI 1.650 0760
20 27000 1000 22600 0.000 13510 10660 0.350 3.000 2020 0.810
21 27000 1000 22310 0.000 15,500 10 520 0380 3000 1.000 0650
2 26000 1000 22490 0.000 15.440 9920 0300 3000 1.630 0.750
23 48000 1000 23570 0.000 15.620 5960 0.280 3.000 1710 0740
24 47000 2000 0.000 14100 9900 0.250 3.000 0.790 0.480
25 50.000  1.000 0.000 12160 8410 0.580 3.000 2190 0.850
2% 3000 1000 0.000 14350 7240 0310 3000 1230 0690
b 70.000 2000 19.740 0.000 10.900 9430 0.250 3.000 1.780 0.780
28 51000 1000 25550 0.000 15730 10 950 0.300 3.000 1720 0750
23 49000 2000 22770 0000 15.880 6850 0470 3.000 1860 0800
30 45000 2000 20580 0.000 12.390 8530 0.300 3.000 1380 oo
N 66.000 2000 23240 0.000 15.660 9.840 0.310 3.000 1350 0.750
32 46000 2000 18980 0.000 16.520 8960 0540 1.000 1440 o7
33 50000 2000 23070 0000 15100 12550 0320 3.000 1440 0710
3 31000 2000 23420 0.000 14.740 9.530 0.300 3.000 1.560 0.750
35 61.000 2000 21340 0.000 15.540 11140 0.440 3.000 0.920 0610
3» 50000 2000 23490 0.000 17.390 nin 0320 3.000 1010 0660
37 50000 2000 20650 0.000 13.780 9400 0.290 3000 1920 0810
38 45000 2000 0.000 13.960 9.390 0.300 3.000 1210 0.690
39 43000 2000 20230 14 600 $5.2% 0.380 1350 0680
40 47000 1000 24780 15310 7220 0280 2970 0.850
41 54000 2000 25770 0.000 14700 9.800 0380 3.000 1340 0750
42 25000 2000 21360 0.000 11.500 9500 0.330 3.000 0.880 051
43 22000 2000 21260 0.000 16.000 9.000 0.290 3.000 1160 0670
44 26 000 1000 25370 0000 13600 8.000 0600 3000 14%0 0650
45 26000 2000 19530 0.000 15 500 11.400 0.500 3.000 1240 0.700
46 56.000 1.000 21850 0.000 14.800 7.300 0.210 3.000 1170 0.810
47 54000 2000 20880 0.000 13.500 8300 0.380 3.000 1580 08
48 24 000 1000 25490 0.000 13600 8200 0310 3.000 1630 0740
49 365000 2000 23430 0.000 14 300 9720 o.2r0 2.000 1430 0.690
50 37000 2000 20410 0.000 14.100 7.600 0.300 3.000 1530 0.1



10.3.2- DADOS GRUPO PORTADOR DE ESTEATOSE
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62000 2000 34620 2000 14.000 4.400 0.310 3.000 1450 74.000
35000 2000 32150 3.000 18 300 10.800 0.210 3000 1150 67.000
38000 2000 35380 1.000 16.040 10.630 0.240 3000 2030 77.000
64000 2000 33690 2000 18 400 10.100 0160 1.000 2800 8.000
31000 1000 29750 3.000 19.120 11500 0210 2000 1,140 59,000
54000 2000 30170 1.000 14 780 7.400 0.290 1.000 1280 74.000
1000 1000 31590 2000 19.300 10 460 0220 1000 2940 81.000
52000 2000 36330 3.000 23100 16.450 0.290 1.000 1720 75,000
60000 2000 29670 3000 19.000 9,950 0.160 1.000 1500 75 000
42000 2000 34200 1.000 17.230 7.140 0.070 2.000 1400 70.000
57000 2000 46740 1.000 18 700 11,000 0120 3000 1150 65,000
44000 2000 28690 3.000 18.600 13.250 0.090 1.000 1240 71.000
37000 2000 26.730 3000 12.000 7.900 0.220 1000 1750 80.000
43000 2000 34680 1.000 14,350 5.400 0.320 3000 1010 65000
40000 1000 43950 3.000 20070 12610 0250 1.000 niio ndo
52000 2000 28530 3000 20,900 12100 0230 1,000 18650 78,000
55000 2000 2¢170 2.000 nio no 0.110 3.000 1140 71.000
41000 1000 33020 2000 17.200 9,780 0.270 3000 nido n3o
42000 2000 30.500 3.000 18.400 6.700 0.200 1.000 1430 73.000
49000 2000 29000 1.000 14 500 8300 0150 3000 2570 87000
58000 2000 38.050 1.000 13 840 7.890 0.150 1.000 2040 82.000
48000 2000 23700 3.000 18 100 14.400 0.090 1.000 nic ndin
37000 1000 39.500 3.000 16,100 10.330 0.110 1.000 1080 64.000
36000 2000 28620 3.000 19.790 13.920 0.170 1.000 nio rdo
50000 2000 27970 3.000 14.020 8920 0190 3000 1770 73,000
53000 2000 26900 1.000 17.000 10.210 0.220 3.000 1180 70.000
57000 2000 31560 2000 18 000 5000 0220 3.000 1360 71.000
54000 2000 29120 3.000 18 300 10.000 0.100 1.000 2110 76.000
52000 2000 35600 2000 17 640 9520 0.280 3000 1250 £9.000
31000 2000 29640 3.000 17610 9.450 0.150 3000 2710 £3.000
58000 2000 45840 2000 17 090 11.640 0230 3.000 1470 72.000
39000 2000 31850 3.000 19 600 11.060 0.200 2000 1150 57.000
55000 2000 27.890 1.000 16.200 13500 0.230 3.000 1100 66.000
50000 2000 30700 2000 14 670 9200 0.100 2,000 1550 77.000
57000 1000 31620 1.000 15.790 5250 0320 3.000 1570 4,000
51000 2000 26570 2000 17730 9.900 0090 2000 1290 67.000
52000 1000 27.730 1.000 15,490 1.700 0.310 3.000 1470 72.000
29000 2000 38000 2000 16,630 11530 0.200 0,000 0 880 64,000
20000 2000 29810 3.000 18.420 15.170 0.160 2.000 1960 77.000
60000 2000 6¢750 2000 14 920 10.890 0.210 1000 1530 76.000
33000 1000  50.%00 2.0043.00 19 400 12100 0170 1.000 1450 0640
34000 2000 45750 1.000 14 600 11.400 0.200 1.000 1820 0.730
50000 2000 37.500 1.000 15.700 11300 0.220 1,000 1230 0630
33000 2000 44680 1.0072.00 16.600 7,600 0.240 2.000 1460 0.740
55000 2000 51000 2000 16 000 7700 0.250 1.000 2070 0,800
52000 2000 57.000 3.000 17.600 14.100 0.110 1.000 1220 0.700
8000 2000 43110 2000 22 100 13100 0190 3000 1570 0750
60.000 2000 42.960 0.000 13.700 9.100 0.430 1.000 13950 0800
52000 2000 57.000 2000 18 300 13 900 0630 2000 1200 0630
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10.4- ANEXO D- ARTIGO SUBMETIDO PARA A REVISTA JOURNAL OF
CLINICAL ULTRASOUND (JCU) EM 26/02/15

ABSTRACT

PURPOSE: To evaluate hepatic Doppler ultrasound (US) indices for steatosis
diagnose and grading, comparing with histological study. METHODS: Doppler
ultrasonography was performed in 49 healthy volunteers, without risk factors for
nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) and in 49 patients with NAFLD. Steatosis
patients were biopsied. Portal venous pulsatility index (VPI), hepatic artery resistance index
(HARI) and pulsatility index (HAPI) were analyzed in hilum. The right hepatic vein
waveform pattern (HVWP) was classified as triphasic, biphasic or monophasic.
Histological samples were analyzed by two pathologists. ROC curve was used for
sensitivity and specificity and multivariate analysis to create equation for classifying
patients. RESULTS: Significant correlation was found between VPI and steatosis (r= -
0.69, p <0.0001). VPI ideal cutoff for predicting steatosis was 0.26 (sensitivity of 91%;
specificity of 79.6%). HVWP correlated with steatosis presence (r=-0.61, p< 0.0001).
HARI and HAPI could not differentiate healthy and steatosis group. None of the indices
correlated with steatosis grading. The rule to differentiate healthy and steatosis patients was
16.15VPI+1.96HVWP. CONCLUSION: Portal and hepatic vein hemodynamic changes
help noninvasive steatosis diagnosis. Doppler US indices are limited to quantify degree of
fat infiltration. Histological study remains essential for steatohepatitis diagnose and

steatosis grading.

KEY WORDS: Fatty liver; nonalcoholic hepatic steatosis; Doppler ultrasonography; liver

biopsy.



INTRODUCTION

Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is characterized by a spectrum of hepatic
lesions which includes simple steatosis and nonalcoholic steatohepatitis (NASH),! due to
glucose and lipid metabolism deregulation resulting in oxidative stress and hepatic

damage.’

NAFLD has a prevalence of 10-30% in western population® and represents the
current most common chronic hepatic disease.*” Its complications involve fibrosis

8

development which can progress to cirrhosis®® and hepatocellular carcinoma

development.®

It is a subdiagnosticated condition as in most cases it has an asymptomatic clinical
course.’® Usually, disease suspicion is based in ultrasonography findings of hepatic

hiperechogenicity or a mild to moderate rise in hepatic liver enzymes.***2

Currently, ultrasonography constitutes the method of choice for NAFLD
screening.™ For a definite diagnosis and staging, histological study continues to be the gold
standard method™, as it confirms the diagnosis, analyze necrotic-inflammatory activity and

fibrosis semi-quantitatively and accurately evaluates response to treatment.'*

However, biopsy presents disadvantages as high cost, potential sampling errors and
risks; constituting a non-dynamic evaluation and thus inappropriate for population

screening.

At present, there had been a growing search for image diagnostic methods with

similar accuracy to biopsy and that could, at least in part and in some cases, replace it.



In this context, ultrasonography is the most used technique for NAFLD screening.™
Its advantages are immediate results, better availability, usability and lower costs.”
Besides, US has a screening sensitivity for NAFLD moderate to severe grades similar to
other non-invasive techniques as magnetic resonance image (MRI) and computed
tomography (CT)." Elastography techniques, which uses evaluation of liver parenchyma
elasticity, has shown promising results in mild steatosis diagnosis and grading™, but are
still not widely available. In general, bidimensional ultrasonography sensitivity for NAFLD
diagnosis (steatosis recognition) is 60-94% with specificity of 85-95%.!" However, this

18,19

technique is not able to differentiate simple steatosis from steatohepatitis and has low

ability to predict fibrosis when correlating to histological findings.?>**

Combination of multiple echography parameters improves diagnostic accuracy.?
Associate use of bidimensional ultrasonography and Doppler method is safe, low cost, of
simple realization, highly available and do not involve radiation exposure.”® However, the
real role of steatosis in modifying hepatic blood flow is still controversy in literature and

needs to be clarified.

This study is one of the few in literature to exclude patients with hepatic diseases
other than NAFLD,?42>:%:272829.30 1 evialuate several hemodynamic parameters of the three

24,29

major hepatic vessels and to correlate data with biopsy findings, the current gold

standard, in all patients with steatosis

The goals of this study performed in patients with NAFLD are to evaluate arterial
Doppler in hepatic artery by resistance index (HARI) and pulsatility index (HAPI); to study

venous Doppler in portal vein by venous pulsatility index (\VPI) and in right hepatic vein by



Q

hepatic vein waveform pattern (HVWP). Then, we aim to correlate data with histological

findings regarding fat infiltration and its degree.



PATIENTS AND METHODS

This is an observational and transversal diagnostic study, performed in only one
research center. VVolunteers were included consecutively. Protocol was approved by the

local ethics committee. Written informed consent was obtained from all study participants.
PATIENTS

Inclusion criteria were steatosis verified by ecography and age range between 18
and 70 years, both genders. Forty nine people were included in steatosis group, 40 were
attending fatty liver clinic and 9 attending bariatric surgery clinic, with NAFLD. Other 49
healthy volunteers, without risk factors for NAFLD, none or minimal alcohol ingestion,

without diabetes or obesity, composed the healthy group (without steatosis).

Exclusion criteria were alcohol ingestion > 140g/week for men and > 70g/week for
women®!, use of hepatotoxic medication, chronic viral hepatitis B or C, hemochromatosis,
other chronic hepathopaties, portal hypertension, cirrhosis, ascitis, hepatic failure, blood
clotting disorders, heart diseases, acute coronary, cerebral or peripheral ischemia,
respiratory failure, focal hepatic lesions, pregnancy or lactation.

Volunteers group had the same evaluation of steatosis group, except by hepatic
biopsy, for ethical reasons. This group had the same inclusion (except by hepatic steatosis
in ecography) and exclusion criteria of patients, described above. Also, evidences of insulin

resistance or risk factors for NAFLD constituted exclusion criteria for healthy group.



BIDIMENSIONAL AND DOPPLER US EVALUATION

The 98 subjects were examined by bidimensional echography and Doppler US,
using two ultrasonography equipments (Voluson 730 Expert, General Electric, Milwaukee,
USA and Siemens Acuson X150, Washington, USA); both with multifrequency convex
transducer (2 a 5 MHz), 50 Hz filter, Doppler sample volume setted in 3 mm, with a pulse
repetition frequency of 2.0 kHz. Patients were fasted overnight (8-12 hours), in dorsal
decubitus, with arms extended beside the head and the exam was performed in the morning,

by a single experienced examiner, blind to clinical-laboratorial data.

Hepatic and splenic segments were analyzed and vascular malformations, cysts or

focal lesions, excluded.

Initially, examination was performed in bidimensional mode, in which was based
the steatosis ultrasonography diagnosis; by findings as diffuse increase in echogenicity,
acoustic attenuation increase, loss of diaphragm definition and decrease visualization of

vascular structu I'ES.25

Then, in apnea, arterial and venous Doppler analyzes were performed, using a beam
lower than 30° and at least register of five waveforms with homogeneous pattern. Portal
vein and hepatic artery analyzes were performed in hilum, immediately in the point where
they meet hepatic surface and right hepatic vein analyze was done 1.0 cm before its

merging point with the inferior vena cava.



BIOPSY AND HISTOLOGICAL STUDY PROTOCOL

Hepatic biopsies were performed with TruCut needle (16 ga x 15 cm). Material was
obtained from right lobe, in the sixth segment. In patients attending fatty liver clinic,
intercostal access guided by ultrasound was used and in patients attending bariatric surgery
clinic the biopsy was done during bariatric surgery, as soon as liver was exposed. Biopsy
was performed with a maximum gap of one week after ultrasonography examination (US).
Liver tissue fragments (one or more), measuring about 10 mm in length were fixed in 10%
formalin solution. Then, submitted to histological procedures and to hematoxin-eosin,
Masson trichrome, reticulin, PAS and Ziehl colorations. Two pathologists, unaware of
clinical-laboratorial and ultrasound data, procedure to material analyses individually. Then,

together, established consensus.

Histological evaluation was based on standard classification of Pathology
Committee of the NASH Clinical Research Network.®> Hepatocellular alterations
systematically searched were steatosis, hepatocellular ballooning, Mallory hyaline bodies,
hepatocyte glycogen inclusions and apoptosis. Steatosis was classified as mild (0-33% of
hepatocytes), moderate (33-66%) and severe (more than 66% of fat infiltration in
hepatocytes) and its location in hepatic acinus was described. Lobular and portal
inflammatory infiltrates, when present, were described according to intensity as mild,
moderate and severe. Fibrosis, which characterizes biopsy staging, was described according
to localization in hepatic acinus, aspect and intensity. NAS score (Non-alcoholic fatty liver
disease Activity Score) was calculated for each sample. It combines the sum of three semi-
guantitative histological criteria: steatois (0-3), lobular inflammation (0-3) and

hepatocellular balloning (0-2).






LINEAR DISCRIMINANT ANALYSIS FOR STEATOSIS DIAGNOSIS

Discriminant analysis, a multivariate technique, was used to create an equation
which enables classifying patients in healthy and steatosis group. Data from all 98 patients
and from those hemodynamic variables which proved to be significant for diagnosis were

used. The resultant classification was compared with histological study.

STATISTICAL ANALYZES

Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) 13.0 (SPSS Inc., Chicago, IL)
program was used for statistical analyzes. The Lilliefors test was used to test the suitability
of the data to a normal distribution. According to their distribution, Mann-Whitney test or t
test were used to compare two independent groups. Kruskal-Wallis test was done to
compare more than two groups with Dunn test performed for pair-wise comparisons (post-
hoc analysis). Descriptive statistics were presented as median, media and standard
deviation. Categorical data were presented as absolute frequency (n) and relative frequency
(%) and analyzed with Fisher and Mann- Whitney tests. For studying variables relations,
Spearman correlation coefficient was used. For determining sensitivity and specificity ROC
curve- receiver operating characteristic curve was used. Statistical significance was set as
p<0.05. Statistical Analysis System (SAS) was used for multivariate technique of

discriminant analysis and equation framing.



RESULTS

Volunteers group was composed of 14 male subjects and 35 female subjects while

steatosis group was composed of 8 male patients and 41 female patients. There were no

significant differences between these proportions (p=0.149).

There was no significant difference between groups related to serum albumin and

bilirubin levels, platelets count and transferrin saturation index.

NAFLD patients showed altered and elevated indices of obesity, dyslipidemia,

glycaemia, liver enzymes and ferritin compared to healthy group (Table 1).

TABLE 2 - Laboratorial and clinical characteristics of healthy and steatosis group,

expressed as media = standard deviation and median (minimum- maximum) except

for categorical variables, expressed, when indicated, in absolute frequencies and

percentage.
Steatosis (n=49) Volunteers(n=49) P

Male (%) 8 (16.32%) 14 (28.57%) 0.149
Age (years) 50(27-64) 45(23-70) 0.0032
Albumin (g/dL) 4.47+0.66 4.60+0.40 0.678
Platelets /1000 260.73+80.68 252.65+46.86 0.440
Transferrin saturation (%) 29.80+13.17 32.57+£12.08 0.344
Total bilirubin (mg/dL) 0,57 (0.22-3.81) 0.64 (0.25-2.90) 0.084
BMI (Kg/m?) 35,05+8,76 22.20£2.21 0.0001
Glycaemia (mg/dL) 108.55+24.03 85.97+7.19 0.0001
Total cholesterol (mg/dL) 192.04+39.85 187.54+30.84 0.554
Triglycerides (mg/dL) 157.65+83.03 97.51+41.79 0.0001
HDL (mg/dL) 43.78+10.15 59.77+12.48 0.0001
Aspartate amino transferase 19.50(9.00- 273.00) 12.50(9.00- 4.20) 0.0001




Alanine amino transferase 42.50(12.00-230.00) 16.000(8.000-57.000) 0.0001
Gamma-glutamyl transferase 45.50(16.00-324.20) 16.00(8.00-63.00) 0.0001
Alkaline phosphatase 99.50(42.00-290.00) 63.00(27,00-135,00) 0.0001
Ferritin (ng/mL) 192.9 (16.40-558.00) 117.47+127.35 0.0001

BMI: body mass index; HDL: High density lipoprotein

BMI in steatosis group had the following distribution: 2 (4.08%) patients were
eutrophic, 15 (30.61%) overweight, 14 (28.57%) with class | obesity, 6 (12.24%) with class
Il obesity and 12 (24.48%) with class 111 obesity. Therefore, 65.29% of steatosis group had
some grade of obesity.

A strong and positive correlation was found between the degree of steatosis and
BMI (r= 0.77; p<0.0001).

In steatosis group, 15 (30.61%) patients had diabetes mellitus and 37 (75.51%) had

dyslipidemia.

Biopsy confirmed steatosis in all patients, wherein 22 (44.89%) had mild steatosis;

19 (38.77%) moderate steatosis and 8 (16.32%) patients had severe steatosis.

The majority of patients, 44 (89.79%), fulfilled criteria for NASH. Simple steatosis
was found in 5 cases (10.20%). Thirty seven patients (75.51%) had NAS score between 5
and 8, which corresponds to definite NASH. Twelve patients (24.48%) had score between 3

and 4, corresponding to borderline cases.

Mild lobular inflammation was found in 15 (30.61%) patients, moderate in 8
(16.32%) and severe in 21 (42.85%). Portal inflammation was absent to mild in 2 patients
(4.08%), portal and lobular inflammation was seen in 45 (91.83%) patients and only portal

inflammation in 2 patients (4.08%).



None of the evaluated patients had cirrhosis in histological study. Thirty four
patients (69.38%) had some grade of fibrosis. From them, three (8.82%) patients had bridge
fibrosis- stage 3, 22 (64.70%) perisinusoidal and portal/periportal fibrosis- stage 2, 6
(17.64%) only portal/periportal fibrosis- stage 1C and 3 (8.82%) mild perisinusoidal

fibrosis- stage 1A.

Portal vein Doppler US study showed more phasic waveform in healthy group than

in steatosis group.

VPI media was 0.35 +0.08 for volunteers group and 0.21+£0.10 for patients with

steatosis (p<0.0001) (Figure 1).
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Figure 1 — Box-plot graphic of portal vein pulsatility index (VPI) according to
steatosis grading in histology. Horizontal line corresponds to median. Association markers
express significant differences between healthy and steatosis group. Specified values refer

to outliers.

*p<0.0001

VPl media, standard deviation, confidence interval, median, minimum and
maximum values to each group, with statistical difference between them, are showed in

table 2.
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TABLE 2 — Portal vein pulsatility index (VPI) values expressed as media, standard

deviation, confidence interval (Cl), median and minimal and maximum values for

each group and subgroup.

VPI
Media Standard Cl 95% Median Minimum
deviation Mesimum
Groups  Healthy* 0.35 0.08 0.33-0.37 0.32 0.24-0.60
Steatosis 0.21 0.10 0.19-0.23 0.21 0.07-0.63
Mild 0.24 0.16 0.14-0.34 0.22 0.1- 0.63
Moderatef 0.18 0.09 0.14-0.22 0.17 0.07-0.43
Severef 0.20 0.07 0.15-0.25 0.21 0.10-0.31

* healthy group was different (p<0.05) from all groups by multiple comparison

using analysis of variance (Kruskall-Wallis) with Dunn test for post Hoc

analyses.

T steatosis subgroups were different from volunteers group, but did not differ

significantly between themselves using the same tests described above.
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There was a significant and inverse correlation between portal venous pulsatility
index and steatosis presence in biopsy, with Spearman correlation coefficient of -0.69 (p

<0.0001). However, PVI had no significant correlations with inflammation or fibrosis.

ROC curve data for VVPI are presented in figure 2.
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Figure 2- Receiver operating characteristic (ROC) curve graphic of plotted
sensitivity and 1- specificity of portal vein pulsatility index (VPI) for steatosis biopsy

diagnosis.
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The VPI cutoff of 0.26, in this sample, was valid for distinguishing healthy and
steatosis group, with 91.00% of sensitivity, 79.60% of specificity and accuracy of 85.70%.
Positive predictive value was 81.82% and negative predictive value was 90.66%. The area

under the curve ROC (AUROC) was 0.9058, which is statistically significant (p < 0.0001).

Hepatic vein waveform pattern (HVWP) in Doppler was different between steatosis
group and volunteers group. In volunteers group, the predominant HVWP was the triphasic,
while in steatosis group, triphasic pattern predominated in mild steatosis subgroup and
monophasic pattern in both moderate and severe steatosis subgroups. Thirty out of 48
patients (62.50%) with steatosis showed abnormal hepatic vein pattern, 22 (45.83%) with

monophasic pattern and 8 (16.66%) with biphasic pattern.

The difference of abnormal HVWP frequency between healthy and steatosis group
was significant (p <0.0001) according to Mann-Whitney test. Correlation between degree

of fatty infiltration and HVWP was inverse and significant (r=-0.61; p< 0.0001).

The difference of abnormal HVWP frequency between steatosis subgroups was not

significant (p = 0.67).

Table 3 shows distribution of HVWP according to steatosis grade in histology.
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Table 3 - Distribution of Doppler right HVWP in healthy group and steatosis group in

biopsy, expressed in absolute frequency and percentage.

Monophasicn@®) Biphasic n)  Triphasic n(%) Total

Groups Healthy 1(2.04) 2 (4.08) 46 (93.87) 49.0
Mild 8 (38.09) 3 (14.28) 10 (47.61) 21.0%
Moderate 8 (42.10) 4 (21.05) 7 (36.84) 19.0
Severe 6 (75.00) 1 (12.50) 1 (12.50) 8.0

*In one obese patient with mild steatosis it was not possible to evaluate HVWP due to

technical difficulties.

Based in these results, HVWP sensitivity for steatosis diagnosis was 63.26%, with
specificity of 93.61%. Positive predictive value was 91.17% and negative predictive value

70.96%. Accuracy was 78.12%.

Spearman coefficient did not show correlation between inflammation presence and
HVWP (r=-0.18; p=0.19) and fibrosis presence correlated weakly with this parameter (r= -

0.29; p=0.04).

Hepatic artery Doppler US study, through resistance index (HARI) and pulsatility
index (HAPI), was not able to differentiate healthy group and steatosis group, nor

differentiate subgroups of steatosis grading. HARI media in healthy group was 0.72+0.08
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and in steatosis group it was 0.73+0.07 (p=0.71). HAPI media in healthy group was

1.46+0.41 and in steatosis group it was 1.57 £0.48 (p=0.43).

HARI and HAPI usage for steatosis diagnosis was analyzed through ROC curve.
For HARI, the cutoff was 0.71; with sensitivity of 46.90% and specificity of 57.80%.
AUROC was 0.5099 which is not significant (p =0.43). For HAPI, the cutoff was 1.44;
with sensitivity of 53.10% and specificity of 55.60%. AUROC was 0.5467 which is not

significant (p = 0.21).

Spearman coefficient showed neither HARI nor HAPI correlated with inflammation

(p=0.86; 0.43; respectively) or fibrosis (p= 0.21; 0.07; respectively).

Both VPI and HVWP were used for discriminant analysis as only these variables
were significant for steatosis diagnostic. The discriminant equation was D =
16.15VPI+1.96HVWP, in which if D > 9.20 patient belongs to healthy group, otherwise (D
< 9.20), to steatosis group (Wilks lambda= 0.4799; p < 0.0001). Sensibility was 71.43%,

specificity 97.96% and accuracy 84.69%.
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DISCUSSION

In the present study, Doppler US parameters of the three major hepatic vessels were
evaluated in order to evidence steatosis impact, in NAFLD context, in vascular impedance
(hepatic artery through resistance and pulsatility indices and portal vein through portal

venous pulsatility index) and in waveform pattern (right hepatic vein).

Current knowledge suggests that steatosis leads to increase in cellular hepatic mass
volume and, due to the limited hepatic capsule distensibility, generates compression and
decrease in intrahepatic venous compliance.?*? Thus, in severe steatosis, compression and
reduction in portal system flow would occur, consequently increasing compensatory flow in

arterial system.*

Portal vein was hemodynamically evaluated through portal venous pulsatility index
(VPI). This parameter has the major advantage of not depending on angulation to obtain

real velocities, being more reproducible.®®

A decrease in VPI was observed when comparing healthy group with the group with
any degree of hepatic fatty infiltration. A study which evaluated patients with NAFLD
found similar PVI media values, of 0.42 = 0.92 for healthy group and 0.25 + 0.50 for
steatosis group. % Similar findings have also been described in studies which focused in
other chronic hepatic diseases as the one that evaluated fibrosis influence in VPI in patients
with hepatitis C and found 0.33 + 0.07 for volunteers group and 0.23 £ 0.09 for steatosis
group.® In another paper which evaluated patients with portal hypertension, they found
respectively, 0.39 + 0.10 and 0.23 + 0.08.%® It means that the waveform became less phasic
in steatosis presence, a consequence of vessel compliance reduction. These findings can

result either from sinusoidal compression by hepatocytes full of fat or from fibrosis and
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fibroblastic proliferation in perisinusoidal space.”® However, VP correlation with fibrosis
presence was not statistically significant in this study. Therefore such results could be due

to steatosis effect in portal vein phasicity.

Non-correlation of VVPI values with steatosis grading in the current study agree with
some publications.”**® However, others showed reduction of VPI as steatosis grading
increased.®”® In all studies cited, steatosis grading was based in bidimensional hepatic
ecography, wherein in one study, from 31 patients in steatosis group, only 11 underwent
liver biopsy,”® making findings more vulnerable to errors. The present investigation, based
in histological findings as comparison parameter for all 49 patients, allows a more reliable
evaluation of steatosis grading, inflammation and fibrosis presence. Besides, histological
analyzes were done by two pathologists with aftermost discussion and consensus. However,
the small number of patients with severe steatosis (eight patients) could be a limiting factor
in this study and future analyzes with higher number of patients in the referred subgroup

are needed.

VPI performance as a diagnostic test was analyzed through ROC curve. The results
reinforced VPl as a parameter with high sensitivity (91.00%) for steatosis diagnosis;
specificity of 79.60% and accuracy of 85.70%, when compared to the gold standard, the
histological study. VPI ideal cutoff value was 0.26. Positive predictive value was 81.82%
and negative predictive value 90.66%; such indices show VPI is suitable to be applied in

clinical practice as a screening tool.

Few studies held such analyzes. One study in which VPI was evaluated as a non-

invasive method for fibrosis diagnosis in patients with hepatitis C, the ideal cutoff was 0.28
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with sensitivity of 73.5% and specificity of 71.1%.% These results suggest that VPI is a

more suitable index for steatosis diagnosis than for fibrosis diagnosis.

There is still controversy about effects of NAFLD in hepatic vein waveform
pattern.”” There are many studies which evaluated this parameter in chronic parenchymal

liver diseases, mainly in portal hypertension, but a few did it in NAFLD setting.>*4°

In the present study, this evaluation was done in right hepatic vein, since cardiac
movements frequently create artifacts in left hepatic vein Doppler and evaluation of media

hepatic vein frequently shows artifacts from respiratory movements.*

Triphasic pattern constitutes the characteristic normal pattern of hepatic vein, it has
two antegrade peaks and a short reverse flow due to atrial systole; in biphasic pattern there
Is a reduction in oscillation amplitude and loss of reverse flow and in monophasic pattern,
the wave is continuous and flat, without periodicity.” In steatosis setting, the increase in
hepatocytes volume creates hepatic vein compression, since hepatic capsule distensibility is
restrict.”® Literature has shown that in steatosis, hepatic vein waveform is more frequently

24,25,26,28,29,39,40 Present StUdy

abnormal, biphasic or monophasic, than in healthy volunteers.
findings corroborate these data, since 30 out of 48 steatosis patients (62.5%) had abnormal
hepatic vein pattern, 22 (45.83%) of them had monophasic pattern and 8 (16.66%) had
biphasic pattern, comparing with only 3 (6.37%) healthy volunteers who had an abnormal
pattern However, there was no significant difference in abnormal pattern frequency
between steatosis subgroup, in agreement with several studies in literature. 22"%% |t can

be inferred that HVWP is a Doppler parameter suitable for steatosis detection, but do not

distinguish between degrees of fat infiltration. Moreover, the fact that healthy volunteers



also can have abnormal waveform pattern, as shown in present study and in

24,28,29,40

literature, generates the possibility of false positive diagnosis, with specificity

reduction.

Studies addressing this theme in literature used image methods such as

24,25,27

bidimensional ecography, computadorized tomography*® or magnetic resonance® as

comparative parameters, except for one study that, as this, used histological findings.?®

Inflammation presence did not show correlation with HVWP and fibrosis presence
correlated weakly with this parameter. Therefore, in the present study, right hepatic vein
Doppler US analyzes showed better correlation with steatosis, with accuracy of 78.12% for

NAFLD diagnosis.

Liver blood flow is around 1450 ml/min and comes either from portal vein, which
contributes with 1100 ml/min, and from hepatic artery, responsible for 350 ml/min.*
During fasting, hepatic artery has low resistance, since liver requires continuous blood
flow.** Historically, arterial resistance has been quantitatively analyzed through resistance

index (HARI) and pulsatility index (HAPI), the former being the most used.

Normal values for HARI are between 0.6-0.7;** but can vary in a larger zone of
0.55-0.81.* HARI values in healthy group reported in literature corroborate this larger
zone: 0.77+0.03;%* 0.65+0.07;%" 0.82+0.40% and 0.81+0.04*° as well as the value found in

the present study, of 0.72+0.08.

The literature is widely controversial relative to hemodynamic hepatic artery

alterations secondary to steatosis, but several studies showed a decrease in HARI with an

increase in the degree of fat accumulation, with an inverse and significant relation.?*3® |n
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line with these findings, a study demonstrated HARI significant increase after NAFLD

treatment.*®

The presence of inflammation and fibrosis can lead to the same phenomenon
verified in steatosis.?* *” Without histological analyzes as comparative parameter, it is not
possible to certify that HARI alteration is due to steatosis or other hepatic lesion.

Inflammation and fibrosis, in the present study, did not correlate to HARI or HAPI.

Subjacent mechanism, both in fat accumulation and in inflammation or fibrosis,
seems to be compression of portal triad structures, with earlier commitment of portal vein,
consequently reduction on its flow and an increase in hepatic artery compensatory diastolic
flow, which generates reduction in resistance index.*® The structure of the venous wall,

thinner and with more compliance than arteries walls may be the basis of this phenomenon.

However, other studies showed opposite results, with an increase in HARI in

29,48

NAFLD group in comparison with healthy group, a find that was justified by the

increase in arterial microcirculation peripheral resistance due to fibrosis progression.

Notwithstanding, in this study, hepatic artery hemodynamic parameters, represented
by resistance index (HARI) and pulsatility index (HAPI) were not able to distinguish
healthy group from steatosis group, nor differentiate degrees of fat infiltration. In relation to
HARI, similar findings, without significant difference between healthy and steatosis group

nor between steatosis subgroups, had also been described.?’

These variations in hepatic artery hemodynamic values in several different studies
may arise from technique, since the site and position used for Doppler US examinations

influences results. Some authors use intra-hepatic arterial segments;*® others hepatic hilum,
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24,27,29 30,43,48

as in this study; or the point where hepatic artery crosses the main portal vein.
Besides, race, gender, age® and ultrasonography equipment’s configurations*® may be

influencing factors.

Few studies evaluated HAPI, and even rarer are those which analyzed its role in
steatosis evaluation and, thus, data regarding its normal values are restricted. It had been
described 1.82 as the median for HAPI in healthy group® while the present study found
media of 1.46 + 0.41, without significant difference with steatosis group. More studies
evaluating this parameter could contribute for better understanding of its diagnostic value in

NAFLD.

In order to improve diagnosis, multiple parameters were used together for a
discriminant equation. To the best of our knowledge, this is the first study with such

analyze comparing data with biopsy in NAFLD patients.

Chosen parameters were those which, when used singly, were able to differentiate

healthy and steatosis patients, VPl and HVWP.

In this group of patients, discriminant equation improved Doppler specificity to
97.96% in comparison to 79.6% and 93.61% of PVI and HVWP single specificities,

respectively.

Furthermore, discriminant equation added a considerable increase to Doppler

sensibility and accuracy in hepatic steatosis diagnosis comparing to single use of HVWP.
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However, histological study remains essential for NAFLD diagnosis and for simple
steatosis grading, as the studied hemodynamic parameters showed limitations for these

purposes.

CONCLUSION

Hepatocyte fatty infiltration causes hepatic hemodynamic alterations which can be
used for NAFLD diagnosis. The most prominent effects were found in portal vein, through
decrease in VPI and in hepatic vein, with alterations in waveform patterns. HARI and HAPI

were not effective for detecting steatosis.

The proposed discriminant equation is a simple and clinical applicable method,
which increases hepatic hemodynamic sensibility, specificity and accuracy for steatosis

diagnosis.

Hepatic Doppler US indices, in general, have limitations to quantify hepatocyte fat

content compared to histological results.
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