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RESUMO

A doenca hepatica gordurosa néo alcoolica (DHGNA) compreende espectro de
lesdes que vao desde a esteatose, esteatoepatite e cirrose até ao carcinoma
hepatocelular, sendo a esteatoepatite n&o alcodlica (EENA) a forma progressiva
da DHGNA. Suspeita-se de DHGNA se no exame clinico ha hepatomegalia e/ou
no ultra-som abdominal ha acumulo de lipideos no figado e/ou as
aminotransferases sado discreta (2 a 3 vezes o valor de referéncia) e
persistentemente (duas ou mais ocasides) elevadas em individuos sem qualquer
causa que justifique estas alteragdes (exclusdo de outras doencgas hepaticas).
Estes métodos propedéuticos apenas sugerem o diagnostico. A bidpsia hepatica é
padrao-ouro na avaliacdo da doenga, sendo o unico meio capaz de diferenciar
EENA da esteatose como les&o unica, graduar a inflamagéo e estadiar a fibrose.
Neste trabalho analisam-se os achados histopatologicos de bidpsias hepaticas e a
concordancia interobservador na avaliagao histolégica de casos com diagnostico
anatomo-patoldgico de esteatose ou esteatoepatite, com ou sem fibrose, sem
mengao de ingestdo alcodlica na requisicao do exame, valorizando-se os critérios
minimos para o diagndstico de EENA. Setenta biopsias por agulha foram
analisadas segundo Brunt et al (1999), com modificagbes. A forma discreta da
EENA (grau 1) foi a mais comum e quando se detectou fibrose, o mais frequente
foi o estagio 1. O componente determinante do grau da EENA foi a atividade
inflamatdria lobular. Existindo fibrose, intensidades crescentes de deposicdo de
colageno a partir da zona 3, com formacao de septos, determinam o estagios 2 e
3. A concordancia interobservador foi muito boa para esteatose macrovacuolar
(Kw=0,82), boa para inflamagao lobular (Kw= 0,68) e para fibrose (Kw=0,73). A
classificacao de Brunt et al (1999), com as modifica¢des introduzidas, pode ser
usada nao apenas para a EENA mas também para a DHGNA e representa
método confiavel a ser usado na pratica diaria dos patologistas, além de prestar-

se ao diagnostico das formas brandas da EENA.

Palavras-chave: doenga hepatica gordurosa nao alcodlica, esteatoepatite ndo
alcodlica, esteatose, figado



ABSTRACT

Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) comprises a spectrum of lesions ranging
from steatosis, steatohepatitis and cirrhosis to hepatocellular carcinoma, with
nonalcoholic steatohepatitis (NASH) being the progressive form of NAFLD. NAFLD
is suspected in the case of hepatomegaly upon clinical examination, fat
accumulation in the liver on abdominal ultrasound and/or discrete (2 to 3 times the
reference value) and persistently elevated (two or more occasions)
aminotransferase levels in individuals presenting no other cause of these
alterations (exclusion of other liver diseases). However, these work-up methods
only suggest the diagnosis. Liver biopsy is the gold standard for the diagnosis of
the disease and is the only method able to differentiate NASH from simple
steatosis, to grade inflammation and to stage fibrosis. In the present study, we
analyzed the histopathological findings of liver biopsies and interobserver
agreement in the histological evaluation of cases with an histological diagnosis of
steatosis or steatohepatitis, with or without fibrosis and with no history of alcohol
abuse in the exam request, with emphasis on the establishment of minimal criteria
for the diagnosis of NASH. Seventy needle biopsies were analyzed according to
Brunt et al (1999), with modifications. Discrete NASH (grade 1) was the most
common form. If fibrosis was detected, stage 1 was the most frequent. Lobular
inflammation determinated NASH’s grade. When fibrosis was present, increasing
collagen deposition at zone 3, with septal formation, determinated stages 2 and 3.
Interobserver agreement was very good for macrovesicular steatosis (Kw = 0.82)
and good for lobular inflammation (Kw = 0,.68) and fibrosis (Kw = 0.73). The
classification of Brunt et al (1999), with the modifications introduced here, can be
applied to the diagnosis not only of NASH but also of NAFLD, representing a
reliable method for use in the daily practice of pathologists, besides diagnosing
mild forms of NASH.

Keywords: nonalcoholic fatty liver disease, nonalcoholic steatohepatitis, steatosis,
liver.
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INTRODUCAO

A partir de 1980, com a publicagdo de Ludwig e colaboradores, ao
descreverem nova entidade clinico-patolégica denominada esteatoepatite nao
alcoodlica (EENA), este assunto compds mais um capitulo em hepatologia. O perfil
clinico de pacientes com esta recém nomeada entidade incluia, na maioria,
mulheres obesas com diabetes mellitus tipo 2 e/ou dislipidemia. Na histéria
pregressa, persistentemente, havia referéncia a auséncia ou consumo minimo de
bebida alcodlica. Por mais de uma década, muitas pesquisas reforcaram estes
achados, firmando a existéncia da entidade EENA cujo aspecto histoldgico,
embora semelhante ao da esteatoepatite alcodlica, clinicamente, nao se
relacionava a ingestdo de alcool. Nesse periodo, ficou também evidente a
evolugdo de esteatose para EENA e desta para cirrose. Assim, foi proposta a
denominacgao de doenga hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA) para definir o
espectro de lesdes relacionadas a esteatose, na auséncia de ingestao alcodlica ou
referente a consumo minimo de etanol, definido como de até 20g/dia.

A obesidade, a resisténcia a insulina ou diabetes tipo 2 e as dislipidemias
sdo fatores de risco para a DHGNA. Até hoje sua real prevaléncia nao é
conhecida, pois os estudos geralmente se baseiam em uma populagdo com
obesidade modrbida ou diabetes, nos quais a incidéncia da doenca é elevada.
Entre os obesos 70 a 80% tém DHGNA e 20% destes tém EENA. Entre os
diabéticos tipo 2, 75% tém alguma forma de DHGNA. Outras condi¢cdes estao
associadas ao desenvolvimento da DHGNA, sendo elas: resseccao intestinal,
bypass jejuno-ileal, nutrigdo parenteral total e uso de alguns medicamentos como
amiodarona, diltiazem e tamoxifeno.

Na atualidade tem sido mostrado que a DHGNA é provavelmente a leséo
hepatica mais prevalente dos Estados Unidos, atingindo de 20 a 30% da
populacdo geral. Estima-se que 10% destes individuos, ou seja, 2 a 3 % da
populacdo geral, sejam portadores de EENA. O aumento de incidéncia da
obesidade na populacgéao, calculada como crescente ano a ano, e acometendo nao

apenas adultos, mas também criangas, ja é problema de saude publica. Estima-se
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que cerca de 40% da populagado dos Estados Unidos sera obesa em 2008 e ja se
constatam taxas de prevaléncia de obesidade e diabetes tipo 2 na infancia. Além
disso, casos de DHGNA tém sido relatados em pacientes que clinicamente nao
apresentam fatores de risco para a doenca.

Suspeita-se de DHGNA quando o exame clinico e o ultra-som abdominal
demonstram hepatomegalia e este ultimo sugere acumulo de lipideos no figado
e/ou quando as aminotransferases estéo discreta (duas a trés vezes o valor de
referéncia) e persistentemente (em duas ou mais ocasibes) elevadas em
individuos sem qualquer causa que justifique estas alteragdes (exclusdo de outras
doengas hepaticas). Estes métodos propedéuticos sdo em geral insuficientes para
o diagnéstico. Achados sugestivos de esteatose ao ultra-som nao permitem
diferenciar entre a esteatose simples e a esteatoepatite. A DHGNA pode também
ocorrer em pacientes com niveis normais de aminotransferases. O exame da
biopsia hepatica por pungao percutanea é pois considerado de padrao-ouro para
avaliagao.

As lesbes histopatologicas que caracterizam a EENA sdo: esteatose
predominantemente macrovacuolar, balonizagdo hepatocitaria, focos de atividade
inflamatéria lobular com linfocitos e neutrofilos, podendo ou ndo haver
intensidades variaveis de fibrose. A bidpsia hepatica € de valor diagnéstico
inquestionavel na DHGNA, sendo o exame que melhor informa sobre as lesdes
existentes e com as quais se pode estabelecer correlagdo anatomo-clinica. Apesar
disso, ha variabilidade amostral caso duas bidpsias simultdneas sejam efetuadas
no mesmo paciente.

Mesmo sendo o exame da bidpsia hepatica de grande valor, duvidas ainda
persistem sobre: que alteragbes histopatoldégicas melhor definem as formas
clinicas de evolugao branda; qual a relagdo entre o grau de esteatose, a atividade
inflamatéria e a fibrose; que critérios sdo suficientes e necessarios para se
diagnosticar esteatoepatite discreta. Além disso, € necessario também ter nogéo
sobre a interferéncia da variagdo interobservador na definigdo diagnostica; ha
poucos estudos sobre esta variabilidade na avaliagao histologica, tendo havido,

dentre as pesquisas realizadas, maior concordancia na graduagao da esteatose e
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no estadiamento da fibrose. Com relacdo a atividade inflamatéria houve baixa
concordancia entre os examinadores.

Estudos prospectivos de individuos com DHGNA tém demonstrado o
desenvolvimento de formas mais graves da doengca com o passar do tempo. Um
terco dos pacientes com EENA sustentada evoluem com fibrose. A cirrose
hepatica é complicagdo conhecida que ocorre em 7 a 20% dos individuos
portadores de EENA. A EENA tem sido relatada em estudos retrospectivos como
responsavel por casos de cirrose criptogénica. Ja existem também relatos da
ocorréncia de carcinoma hepatocelular em pacientes portadores de EENA. Todas
estas possibilidades evolutivas justificam a necessidade de se fazer diagnéstico
precoce da EENA, assim como de se caracterizar possiveis lesdes preditivas de
mau prognostico, o que poderia modificar a histéria natural da doenca.

Esta pesquisa visa descrever detalhadamente a histologia da biopsia
hepatica de pacientes com diagnostico anatomo-patolégico de esteatose ou
esteatoepatite, com ou sem fibrose, sem meng¢do de ingestdo alcodlica na
requisicdo do exame, com énfase na identificacdo das lesbes e na utilizacdo de
critérios minimos para o diagnostico de EENA, tendo como base a classificagao de
Brunt et al (1999) e Brunt (2004). Com isto, espera-se obter boa concordancia
interobservador, possibilitando uma classificagdo segura da DHGNA na pratica
diaria do patologista. Adicionalmente, far-se-do testes estatisticos para tentar
estabelecer relagbes anatomo-patoldgicas e clinicas que reforgam o diagndstico

da doenca.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Consideracdes iniciais

A histéria da EENA teve inicio em 1980 com a publicagcdo de Ludwig e
colaboradores. Eles descreveram 20 casos de esteatoepatite morfologicamente
indistinguiveis da esteatoepatite alcodlica em pacientes que negavam o uso de
alcool. Predominavam na amostra mulheres obesas, com idade média de 54 anos.

Trabalhos subsequentes reforgaram os achados de Ludwig et al (1980)
firmando a existéncia da entidade denominada EENA, cujo aspecto histoldgico,
embora semelhante ao da esteatoepatite alcodlica, clinicamente, nao se
relacionava a ingestdo de alcool. Com o passar do tempo foi ficando também
evidente que o acometimento hepatico nos pacientes nao se expressava
exclusivamente como EENA, mas poderia ocorrer como esteatose (lesdo unica),
com ou sem fibrose ou cirrose (Bacon et al, 1994; Brunt et al, 1999; Brunt 2004).
As pesquisas também demonstraram a possibilidade de evolucdo da esteatose
para EENA, e dai, para fibrose, em graus variaveis, podendo culminar com cirrose
hepatica, forma grave e irreversivel da doenga (Bugianesi et al, 2002; Hubscher,
2006). Assim, foi proposta a denominagao de DHGNA para definir o espectro de
lesbes hepaticas relacionadas a esteatose, na auséncia de ingestdo alcodlica ou
referente a consumo minimo de etanol, definido como de até 20g/dia (Bacon et al,
1994).

Epidemiologia

A real prevaléncia da DHGNA nao € conhecida, pois os estudos geralmente
se baseiam em populacdes selecionadas de pacientes com obesidade mérbida ou
diabetes tipo 2, nos quais a incidéncia da doencga é elevada (Contos & Sanyal,
2002). Ela ocorre em todas as idades, inclusive em criangas. Estima-se que na
populacado geral norte-americana sua prevaléncia seja de 20 a 30 % e que a de

EENA seja de 2 a 3 %, tornando a DHGNA a doenga hepatica potencialmente
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mais comum nos Estados Unidos (Younossi et al, 2002; Neuschwander-Tetri &
Caldwell, 2003). As criangas parecem ser afetadas em 2.6% dos casos (Tominaga
et al, 1995) e se forem obesas a prevaléncia de DHGNA pode variar de 22,5
(Tominaga et al, 1995) a 53% (Franzese et al, 1997) quando examinadas com
ultra-som. Acredita-se que a prevaléncia da DHGNA tende a aumentar juntamente
com o aumento das taxas de obesidade, inclusive nas criangas, constituindo
problema de saude publica. Estima-se que cerca de 40% da populagdo dos
Estados Unidos sera obesa em 2008 (Hill et al, 2003).

Casos de EENA também tém sido relatados em pacientes que clinicamente
nao apresentam os fatores de risco para desenvolverem a doenga, ou seja, séo
homens, ndo obesos, nao diabéticos e ndo portadores de hiperlipidemia (Bacon et
al, 1994; Marchesini et al, 2001; Contos & Sanyal, 2002).

A obesidade, a resisténcia a insulina ou diabetes tipo 2 e as dislipidemias
sdo os principais fatores de risco para a DHGNA (Clark et al, 2002; Kang et al,
2006). Dentre estes a obesidade é a condigdo mais freqlentemente associada a
DHGNA: Neuschwander & Caldwell (2003) relatam que 60% dos pacientes obesos
tém DHGNA e que a EENA é encontrada em 20 a 25% deles. Contos & Sanyal
(2002) citam que 80% dos pacientes com obesidade moérbida [aqueles com indice
de massa corporal (IMC) > 35] tém DHGNA e 20% destes tém EENA. Vale
lembrar que pacientes ndo obesos também podem ser acometidos, porém em
menor proporgéo. Entre os diabéticos tipo 2 obesos, 48,4% tém EENA (Silverman
et al, 1990). Por estar tdo comumente ligada a condi¢bes que caracterizam a
Sindrome metabdlica, a DHGNA tem sido considerada a sua manifestacéo
hepatica (Brunt, 2004; Kang et al, 2006). Outras condigdes estdo associadas ao
desenvolvimento da DHGNA, sendo elas: ressecgéao intestinal, bypass jejuno-ileal,
nutricdo parenteral total e uso de alguns medicamentos como amiodarona,

diltiazem e tamoxifeno (Contos & Sanyal, 2002).

Patogénese

A insulina tem efeitos importantes no metabolismo dos carboidratos e
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lipideos, mediando e sendo essencial para o desenvolvimento da esteatose
hepatica e da esteatoepatite. Em condi¢des fisioldgicas a insulina promove a
lipogénese periférica e a sintese de glicogénio, inibe a gliconeogénese e diminui a
oxidacado lipidica. A resisténcia a insulina estd associada ao aumento da
disponibilidade de acidos graxos (AG) livres para o figado, aumento da B-oxidagao
mitocondrial e aumento da sintese de triglicerideos a partir desses AG livres. Os
triglicerideos podem se acumular no figado devido ao aumento da disponibilidade
de AG livres ou a diminuicdo na producao e/ou secrecdo de lipoproteinas de
densidade muita baixa (VLDL) (Contos & Sanyal, 2002). Os triglicerideos
acumulados no citoplasma constituem vacuolo [identificado a hematoxilina-eosina
(HE)] que rechaga o nucleo para a periferia (esteatose macrovacuolar). Se ha
oxidacdo dos AG ha formacgdo de radicais livres, perdxido de hidrogénio e
especies reativas do oxigénio. (McCullough, 2002).

A peroxidagao lipidica parece ligar a esteatose a atividade inflamatéria. Dois
dos aldeidos produzidos na peroxidagdo sao os principais mediadores: o
malondialdeido (MDA) e o 4-hidroxinonenal (McCullough, 2002). O MDA ativa o
NF-kB (fator de transcricao regulador da expresséo de citocinas pro-inflamatorias
e de moléculas de adesdo), promovendo a producgéo do fator de necrose tumoral
alfa, interleucina 8 e selectina E. O 4-hidroxinonenal ativa as células estreladas do
figado, promovendo a deposi¢cédo de colageno e consequente fibrose. Ele também
esta implicado na formacao dos corpusculos hialinos de Mallory e na quimiotaxia
dos neutrdfilos (Day & James, 1998).

A partir dessas informagdes Day & James (1998) propuseram o modelo dos
dois hits, o qual tenta explicar por que alguns pacientes permanecem
indefinidamente apenas com esteatose e outros evoluem com esteatoepatite e
fibrose. Segundo eles, em adicao a esteatose (primeiro hit), o desenvolvimento da
esteatoepatite requer um segundo hit referente a maior produgéo ou incapacidade
de inativacdo dos radicais livres produzidos na (B-oxidagdo, com persisténcia da
sua agao lesiva na célula (estresse oxidativo).

Wanless e Shiota propuseram em 2004 um modelo para a patogénese da

EENA constituido por quatro etapas. As duas primeiras consistem nos dois hits
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propostos por Day & James (1998). A terceira etapa seria o extravasamento dos
lipideos no intersticio hepatico levando ao dano direto e a inflamacéo das veias
hepaticas. A quarta e ultima etapa consistiria na obstru¢do venosa com colapso

secundario, fibrose e finalmente cirrose.

Quadro clinico

A maioria dos pacientes (77%) é assintomatica (Lee, 1989; Matteoni et al,
1999; Contos & Sanyal, 2002; Zafrani, 2004). Eles geralmente procuram o
atendimento médico por outros motivos e acabam descobrindo enzimas hepaticas
pouco elevadas e/ou hepatomegalia. Fadiga e mal-estar podem ser atribuidos a
doenga hepatica (Bacon et al, 1994). Dor no quadrante superior direito descrita
como vaga e inespecifica também pode ocorrer. Uma fragdo menor dos pacientes
experimenta prurido, anorexia e nauseas, indicando doenga mais grave. Ascite,
anasarca, varizes esofagianas e encefalopatia hepatica ocorrem apenas quando
ha cirrose descompensada (Contos & Sanyal, 2002).

A hepatomegalia esta presente em até 50% dos pacientes (Contos &
Sanyal, 2002). Sua presenga pode chegar a até 95% quando as dimensbdes
hepaticas sao avaliadas por ultra-som (Powell et al, 1990). Ao exame ultra-
sonografico, a esteatose hepatica produz aumento difuso da ecogenicidade
quando comparada com a dos rins. A ultra-sonografia tem sensibilidade de 89% e
especificidade de 93% na deteccao de esteatose e sensibilidade e especificidade
de 77 e 89%, respectivamente, para o diagnéstico de fibrose (Joseph et al, 1991).

A alteracao laboratorial mais comum é o aumento de duas a quatro vezes
das aminotransferases hepaticas: alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST) (Bacon et al, 1994; Teli et al, 1995). Cinquenta a 90% dos
pacientes hospitalares mostram aminotransferases elevadas, sendo o valor de
ALT normalmente mais alto que o de AST (Bacon et al, 1994; Contos & Sanyal,
2002). A relacao AST/ALT é geralmente menor que um na DHGNA, o que ajuda a
distingui-la da doenga hepatica alcodlica (Diehl et al, 1998; Matteoni et al, 1999).

Relagao maior que um na DHGNA sugere estagio avangado da doenga (Matteoni
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et al, 1999; Angulo et al, 1999). Vale ressaltar que todo o espectro histolégico da
DHGNA pode ocorrer em individuos com valores normais de ALT e um valor
normal ndo garante que o individuo ndo tenha um quadro de fibrose avancada
(Mofrad et al, 2003). No estudo de Sorrentino et al (2004), de um total de 80
pacientes com Sindrome metabdlica e enzimas hepaticas normais, 72,5%
apresentavam quadro histolégico compativel com EENA. Destes, 10%
apresentavam cirrose. A gama glutamil transpeptidase (GGT) pode estar
aumentada em duas ou trés vezes em 50% dos pacientes. Bilirrubina e albumina
sao geralmente normais, a n&o ser que a doenga tenha avangado para cirrose
(Contos & Sanyal, 2002; Adams & Talwalkar, 2006).

Atualmente ndo existem métodos nao invasivos capazes de estabelecer o
diagnostico de EENA (Sanyal, 2002). A intensidade da elevacédo das
aminotransferases nao é especifica e ndo é capaz de diferenciar entre esteatose e
esteatoepatite (Lee, 1989). O mesmo acontece com os métodos de imagem
(Sanyal, 2002). A biopsia hepatica &, portanto, o0 melhor método diagndstico para
confirmar a DHGNA, verificar a existéncia de inflamacédo e fibrose e fornecer
informacbes progndsticas, além de poder ser usada para avaliar os efeitos de
tratamento. Ela é considerada o exame de padrao-ouro, devendo o diagndéstico da
doenca ser efetivado através da correlagédo anatomo-clinica (Younossi et al, 2002,
Adams & Talwalkar, 2006).

Quadro histologico

As lesbes histopatolégicas necessariamente presentes para o diagnostico
de EENA sao: a esteatose predominantemente macrovacuolar, a balonizagao
hepatocitaria e os focos de infiltrado inflamatério misto com mono e
polimorfonucleares neutréfilos (Bacon et al, 1994; Brunt, 2001; Brunt 2004). Os
critérios minimos, no entanto, até hoje ainda ndo sdo bem definidos. Concorda-se
que o diagndstico histopatologico de EENA baseia-se em uma série de
caracteristicas e nao apenas em uma delas. Nenhum achado isolado na

microscopia € suficiente para o diagndstico de esteatoepatite (Brunt, 2001). A



18

necessidade da presencga de fibrose para o diagndstico da EENA € ainda uma
area de discussdo. Em 2004 Brunt pesquisou quais critérios eram usados para
avaliar a EENA através de formulario eletrénico. Dez hepatopatologistas
internacionais opinaram sobre as lesdes histopatologicas e as dividiram nas
seguintes categorias: necessarias; comuns mas nao necessarias ou suficientes;
ajudam mas nao sao suficientes ou necessarias; incomuns mas podem ocorrer e
pouco usuais. Embora a fibrose tenha sido considerada comum e achado
histolégico que ajuda no diagnéstico, 80% dos respondentes ndo necessitam da
presenca de fibrose para fazer o diagnostico de EENA. Segundo esta autora,
alargar os critérios de EENA para incluir qualquer quadro de inflamagao e
esteatose significa inclusdo inapropriada de pacientes que ndo tém um quadro
verdadeiro de esteatoepatite. Entretanto, adotar critérios muito rigidos significa
aceitar como EENA somente aqueles casos mais graves e excluir pacientes com
doencga branda que poderiam se beneficiar de algum tratamento (Brunt, 2001).

A esteatose é a unica variavel histologica presente em 100% dos casos.
Predomina a forma macrovacuolar, aquela caracterizada pela presenga de grande
vacuolo de gordura que empurra o nucleo para a periferia. Em muitos casos,
geralmente os mais graves (Brunt, 2001), ha também esteatose microvacuolar,
formada por numerosos pequenos vacuolos citoplasmaticos que provocam
indentagdes no nucleo centralmente localizado. Ambos os tipos de esteatose séo
facilmente reconhecidos a microscopia Optica, ndo sendo necessario o uso de
coloracdes especiais. Na DHGNA a esteatose acomete primeiramente a zona 3 do
acino, poupando a zona 1. Ela pode também ser panacinar. Em casos em que ha
evolugdo para cirrose, a esteatose pode diminuir e até mesmo desaparecer
(Bugianesi et al, 2002; Liou & Kowdley, 2006). A maioria dos estudos gradua de
forma semiquantitativa a esteatose macrovacuolar: ela € classificada como
discreta quando compromete de 0 a 33% dos hepatécitos; moderada quando
compromete 33 a 66% e acentuada quando compromete mais de 66% dos
hepatdcitos (Brunt, 2001; Brunt 2004).

A balonizagédo, alteragdo morfolégica que denota dano celular, é

consequiéncia da disfungdo de microtubulos e da diminuicdo de secrecdo de
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proteinas, acompanhada de retengao de fluido dentro do hepatécito (Burt et al,
1998). O citoplasma dos hepatdcitos baloniformes adquire aspecto finamente
granular e eles se tornam arredondados, edemaciados. Geralmente estao
presentes nas areas com esteatose, ou seja, na regiao perivenular (zona 3) (Brunt,
2001; Brunt 2004).

As células baloniformes podem conter hialinos de Mallory. Eles s&o
inclusbes homogéneas, eosinofilicas e perinucleares, podendo ser vistos em
coloracbes de rotina. Eles sao formados por proteinas do citoesqueleto
agregadas, podendo também ser detectadas por imuno-histoquimica (sao
positivos para citoqueratinas 7, 18 e 19 e ubiquitina) (Burt et al, 1998). A natureza
quimiotatica dos hialinos de Mallory promove o acumulo de neutréfilos ao redor do
hepatdcito que o contem, fendmeno chamado de satelitose. Eles tendem a ser
menos frequentes que na hepatite alcodlica (Ludwig, 1980; Burt et al, 1998; Diehl,
et al, 1998) e nem sempre sdo bem formados (Burt et al, 1998).

A inflamacdo da EENA é tipicamente discreta e lobular. O infiltrado
inflamatério portal pode ser discreto e composto por mononucleares. Inflamagao
portal intensa com atividade de interface sugere outra etiologia, como hepatite
cronica viral, auto-imune ou induzida por drogas. Os infiltrados lobulares se
caracterizam por um misto de mononucleares e polimorfonucleares neutrofilos
(Brunt, 2001). A atividade inflamatoria na EENA é geralmente mais discreta que na
hepatite alcodlica (Diehl et al, 1988). Lipogranulomas podem também estar
presentes, embora ndo sejam diagnosticos de EENA. Eles nada mais sdo do que
uma reagao giganto-celular tipo corpo estranho a hepatécitos repletos de lipideos
que se romperam (Burt et al, 1998). Sado formados por células mononucleares e
células de Kupffer, com eosindfilos ocasionais (Brunt, 2001).

Corpos acidofilicos densamente eosinofilicos resultam de hepatdcitos
apoptoticos. Eles sdo detectados ndo apenas na EENA, mas também em casos
de hepatite alcodlica e esteatose simples (Brunt, 2001; Brunt 2004).

A presenca de nucleos vacuolizados, repletos de glicogénio, € comum mas

nao diagnostica de EENA (Brunt, 2001). Eles s&o vistos em 70 a 80% dos casos
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de DHGNA e em apenas 5 a 10% dos casos de hepatite alcodlica (Hubscher,
2004).

Mitocdndrias aumentadas de tamanho, conhecidas como
megamitocdndrias, podem ocorrer na EENA. Aparecem como inclusbes
citoplasmaticas arredondadas ou em forma de agulha (Brunt, 2001).

O pigmento férrico detectado pela coloragdo de Perls nos hepatécitos é
pouco usual e quando presente ocorre em pequena quantidade (tipicamente
graduado como 1+ ou 2+) (Brunt, 2004). George et al (1998) demonstraram que a
maioria dos pacientes com EENA e pigmento férrico nos hepatdcitos detectado
pela coloragdo de Perls tem um ou dois alelos com a mutagdo Cys282Tyr
(mutagao da hemocromatose hereditaria).

O padrao da fibrose € uma das caracteristicas da EENA. A deposi¢ao de
colageno é observada primeiramente na regido perivenular/perisinusoidal da zona
3, juntamente com as outras lesdes da EENA. O colageno pode envolver células
isoladamente, em um padrao conhecido como fibrose pericelular ou em “cerca de
galinheiro” (do inglés chicken wire). Esse padrdo de fibrose distingue as
esteatoepatites alcodlica e ndo alcodlica de outras formas de doencgas crdnicas do
figado que tém como base fibrose portal. Com a progresséo do dano, ha fibrose
portal, formacgéo de septos que acabam por ligar veias centrolobulares e espagos
portas entre si e finalmente estabelecimento da cirrose (Brunt, 2001). Quando
densa a fibrose pode ser observada na coloragao pela hematoxilina e eosina (HE),
mas em todos os casos € imediatamente detectada por coloracdes histoquimicas
para colageno, como por exemplo, o tricromico de Masson. A reticulina de Sweet e
0 picrosirius evidenciam mais tipos de colageno que o tricrémico de Masson. O
uso dessas coloragdes pode resultar na observacdo de mais fibrose que a

detectada pelo tricromico de Masson (Brunt, 2004).

Classificagbes

Em 1999 o grupo de Cleveland (Matteoni et al, 1999) adotou um sistema

para categorizar as lesdes da DHGNA. Eles dividiram as lesdes em quatro grupos:
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Grupo 1: esteatose hepatica apenas.

Grupo 2: esteatose hepatica + inflamacao.

Grupo 3: esteatose hepatica + balonizacao.

Grupo 4: grupo 3 + hialinos de Mallory ou fibrose.

Neste estudo, 37% dos casos pertenciam ao grupo 1, 8% ao grupo 2, 14%
ao grupo 3 e 41% ao grupo 4. Falck-Ytter et al (2001), Cotrim et al (2004) e
Siqueira et al (2005), consideraram apenas os grupos 3 € 4 como EENA em seus
trabalhos.

Ainda em 1999 Brunt et al propuseram um método semi-quantitativo para
graduar a atividade inflamatdria e estadiar a fibrose na EENA. A classificagcao
segue abaixo:

Grau 1 (EENA discreta): esteatose (predominantemente macrovacuolar)
comprometendo até 66% dos hepatdcitos. Balonizagdo ocasional na zona 3.
Focos esparsos de infiltrado inflamatério de polimorfonucleares intralobulares.
Inflamacao portal ausente ou discreta.

Grau 2 (EENA moderada): esteatose de qualquer grau. Balonizagéo 6bvia
de hepatdcitos na zona 3. Infiltrado inflamatério de polimorfonucleares mais
importante que em 1, podendo estar associado a fibrose pericelular na zona 3.
Inflamacéo portal discreta a moderada.

Grau 3 (EENA acentuada): esteatose panacinar (tipicamente > 66%).
Balonizagdo acentuada na zona 3. Inflamacé&o lobular mais acentuada que em 2.
Inflamacao portal discreta a moderada.

O estadiamento da fibrose proposto por Brunt et al (1999) foi:

Estagio 1: fibrose perisinusoidal/pericelular na zona 3, focal ou extensa.

Estagio 2: estagio 1 + fibrose periportal focal ou extensa.

Estagio 3: estagio 2 + fibrose em ponte focal ou extensa.

Estagio 4: cirrose.

Apesar de todo esse detalhamento a respeito da classificagdo existem
criticas quanto ao valor da bidpsia por agulha para avaliagdo de doencgas crénicas
do figado. Franzén et al (2005) afirmam que a avaliagdo semi-quantitativa da

esteatose superestima o seu grau, quando em comparagdo com a técnica de
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contagem de pontos. Além disso, questiona-se se a bidpsia por agulha, a qual
representa cerca de 1/50.000 do figado (Lee, 1994), seria representativa da
totalidade do envolvimento hepatico. Ratziu et al (2005) demonstraram que ha
variabilidade amostral caso duas bidpsias simultdneas (com diferengas quanto a
angulacao da agulha) sejam efetuadas no mesmo paciente. Em 24% dos casos a
balonizag&o ndo teria sido identificada e em 35% dos pacientes a fibrose teria sido

sub-estadiada.

Correlagdes

As correlagdes clinico-patoldgicas ja descritas sdo as mais variaveis.
Marceau et al (1999) demonstraram que a hipertensao arterial sistémica (HAS), a
resisténcia a insulina e a dislipidemia correlacionaram-se estatisticamente com os
graus de esteatose e fibrose. Eles relatam também que o diabetes mellitus
correlacionou-se com a fibrose. Brunt et al (2004) ndo encontraram correlagao
entre esteatose e sexo, peso, IMC, AST, ALT, GGT, niveis de triglicerideos e
colesterol; fiborose também nado se correlacionou com diabetes. Silverman et al
(1990) relataram que graus crescentes de esteatose e fibrose correlacionaram-se
com glicemia aumentada em 100 pacientes com obesidade marbida.

Segundo Marchesini et al (2001), os niveis de ALT ndo se correlacionaram
com a esteatose ou fibrose, mas houve associacdo entre ALT e a atividade
inflamatdria. Brunt et al (2004) e Lee (1989) ndo encontraram tal associagéao.

Entre as trés principais variaveis histologicas os achados também sé&o
discordantes. Angulo et al (1999) e Brunt et al (2004) ndo encontraram relagao
estatisticamente significativa entre o grau de esteatose, o score de fibrose e o grau
de inflamagédo. Marchesini et al (2001) nao identificaram associagdo entre
esteatose e inflamacgao, assim como Marceau et al (1999), o qual mostrou relagao
entre fibrose e esteatose. Ja Ratziu et al (2000) encontraram forte associagao

entre a fibrose septal e a atividade inflamataria.
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Concordancia interobservador

Raros sao os trabalhos que estudaram a variacao inter e intraobservador na
analise da DHGNA. Younossi et al (1998) utilizaram o mesmo sistema de Matteoni
et al (1999) e calcularam a variagcdo inter e intraobservador. Concordancia
moderada (0,41-0,60) entre os observadores foi encontrada para o grau de
esteatose, localizacdo da esteatose, grau de fibrose, balonizagdo e nucleos
glicogenados. A concordancia intraobservador foi mais alta que a interobservador.
A inflamagdo nado teve boa concordancia entre os patologistas, como ja foi
observado para outras doengas hepaticas. Mendler et al (2005), ao proporem um
sistema de classificacdo para a DHGNA, também encontraram concordancia
intraobservador melhor do que a interobservador, indicando que os patologistas
concordam mais consigo mesmos do que uns com 0s outros. A concordancia
interobservador foi boa para a fibrose perisinusoidal e moderada a boa para
esteatose. Novamente para a inflamagdo a concordancia foi mais baixa. Apenas
um trabalho para avaliagdo da concordancia interobservador (Kleiner et al, 2005)

utilizou a classificagdo de Brunt et al (1999).

Evolucéo

A DHGNA é doenga lentamente progressiva, com potencial de evolugao
para cirrose (Powell et al, 1990; Falck-Ytter et al, 2001; Bugianesi et al, 2002;
Fasio et al, 2004). Pacientes com esteatose hepatica parecem ter curso
extremamente benigno (Matteoni et al, 1999; Teli et al 1995). Teli et al (1995)
observaram que, em 12 pacientes, seguidos por 7,6 a 16 anos, nao houve
alteracdo do quadro histolégico na segunda bidpsia, inclusive da intensidade da
esteatose. Apenas uma paciente que mostrava esteatose acentuada desenvolveu
moderada fibrose pericelular e discreta fibrose peri-venular. Bacon et al (1994)
estudaram 33 bidpsias de pacientes com diagnostico anatomo-clinico de EENA e
observaram que 18% deles apresentavam fibrose em ponte e 15% ja mostravam

cirrose. Lee (1989), acompanhou 39 pacientes por 3,8 anos em média. Destes
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individuos,13 (seguidos por 3,5 anos em média) apresentaram uma segunda
biopsia e oito (61,5%) ndo mostraram diferencas na histologia, mantendo-se o
quadro estavel. Cinco (38,5%) pacientes mostraram progresséo da fibrose, sendo
que dois (15,3%) deles evoluiram para cirrose. Angulo (2002) reuniu dados de
cinco séries (Lee, 1989; Powell et al, 1990; Bacon et al, 1994; Teli et al, 1995 e
Ratziu et al, 2000), totalizando 54 pacientes com seguimento médio de 3,5 a 11
anos. Destes, 28% apresentaram progressao do dano hepatico, 59% nao sofreram
alteracbes e 13% apresentaram melhora histoldgica.

Tem sido proposto que a EENA seja uma possivel causa da chamada
cirrose criptogénica. Embora algumas das caracteristicas histologicas da EENA
desaparegam com a progressao da doenga para cirrose (como por exemplo, a
esteatose), a prevaléncia de fatores de risco para DHGNA esta aumentada em
pacientes com cirrose criptogénica (Zen et al, 2001; Bugianesi et al, 2002;
Yoshioka et al, 2004). Ha também relatos de carcinoma hepatocelular em
pacientes que possuiam biopsia prévia com diagnostico de EENA (Zen et al, 2001;
Yoshioka et al, 2004), sendo essa neoplasia uma complicagdo possivel da
DHGNA. Shimada et al (2002) acompanharam 82 pacientes com EENA durante
11 anos. Dezesseis pacientes (19,5%) desenvolveram cirrose e seis (7,3% do
total) evoluiram com carcinoma hepatocelular. Em todos os casos o tumor estava
presente em figados cirréticos e a cirrose por si s6 pode atuar como promotora da
transformacéo neoplasica. Esses autores consideraram o carcinoma hepatocelular
uma complicacdo frequente o suficiente para que se faca o rastreamento dos
pacientes em risco. Outro estudo (Hui et al, 2003) seguiu 23 pacientes com EENA
durante 7 anos em média e nenhum dos pacientes evoluiu com carcinoma
hepatocelular.

Angulo et al (1999) identificaram fatores de risco para fibrose. A chance de
se encontrar fibrose na biépsia aumenta quando o paciente tem mais de 45 anos,
quando a relagdo AST/ALT é maior que um e quando ele € portador de obesidade
ou diabetes. Outros estudos criaram scores que tentam prever aqueles individuos
portadores de algum grau de fibrose. Ratziu et al (2000) criaram o score BAAT

que se baseia em quatro variaveis independentes identificadas através de analise
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multivariada. Sao elas: IMC (do inglés BMI — body mass index: se 228 = 1; <28 =
0), idade (Age: 250 = 1; < 50 = 0), ALT [= 2N (normal) = 1; <2N = 0] e
Triglicerideos séricos (=1,7mmol/l = 1; < 1,7mmol/l = 0). Quanto maior o resultado,
maior a chance de existir fibrose. Dixon et al (2001), no entanto, ao utilizarem o
BAAT, observaram poder preditivo fraco em relagao a fibrose, o que indica que a
selecdo da amostra pode alterar quais fatores preditivos estdo associados as
variaveis histoldgicas. Seus resultados indicaram como fatores preditivos da
existéncia de fibrose a hipertensao arterial (se presente = 1), dosagem de ALT (se
>40Ul = 1) e o indice de resisténcia a insulina (insulin resistence), criando assim o
score HAIR.
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OBJETIVOS

Objetivo geral:

Descrever detalhadamente a histologia da bidpsia hepatica de pacientes com
diagnéstico anatomo-patolégico de esteatose ou esteatoepatite, com ou sem
fibrose, com énfase na identificagdo das lesdes e na utilizagdo de critérios
minimos para o diagnéstico de EENA, tendo como base a classificagdo de Brunt et
al (1999) e Brunt (2004). Com isto, espera-se obter boa concordancia
interobservador, possibilitando uma classificagdo segura da DHGNA na pratica
diaria do patologista. Adicionalmente, far-se-ao testes estatisticos para tentar
estabelecer relagdes anatomo-patoldgicas e clinicas que reforcam o diagnéstico

da doenca.

Objetivos especificos:
» Graduar a esteatose hepatica e a atividade inflamatodria lobular e
estadiar a fibrose das biopsias selecionadas;
= Relacionar estatisticamente esteatose, atividade inflamatdria lobular e
fibrose;
= Calcular a concordancia interobservador para as variaveis esteatose,
atividade inflamatéria lobular e fibrose;

= Estabelecer relagbes anatomo-clinicas.
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MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi retrospectiva. Foram avaliadas bidpsias hepaticas por agulha
encaminhadas ao Laboratorio Analys de Anatomia Patologica no periodo de 1999
a 2006 com diagndstico anatomo-patolégico de esteatose hepatica ou
esteatoepatite de qualquer grau, com ou sem fibrose. A selegao considerou casos
em cujo pedido de exame ndo havia meng¢ao ao uso abusivo de alcool (definido
como consumo maior que 20 g/dia) nem a sorologia positiva para os virus B e/ou
C e ao uso de medicamentos hepatotoxicos. Clinicamente tais pacientes
apresentavam elevacbes nas aminotransferases hepaticas e/ou alteragcdes na
ultra-sonografia abdominal, justificando assim a realizagdo da bidpsia hepatica.
Foram identificados com essas caracteristicas 200 casos.

Apoés consulta detalhada do prontuario de cada individuo, foram excluidos
89 casos pelos seguintes motivos: a amostra pertencia a figado transplantado [n
total=10, sendo as causas primarias dos transplantes as seguintes: hepatite auto-
imune (n=1), cirrose biliar secundaria (n=1), etilismo (n=1), etilismo e virus nao
especificado (n=1) e hepatopatia pelo virus C (n=6)], paciente heterozigoto para
hemocromatose (n=5), paciente etilista (n=35), presenga de auto-anticorpos (n=4),
paciente portador de virus B (n=5), paciente portador do virus C (n=5), paciente
etilista e portador do virus C (n=2), paciente portador de hepatite por
antiinflamatérios ndo esteroidais (n=1), casos de revisao cujos blocos e laminas
nao estavam disponiveis (n=3), pacientes cujo prontuario nao foi encontrado (n=7)
e impossibilidade de contactar o médico responsavel (n=12).

Com relacdo ao etilismo foi utilizada a tabela 1 para conversdo das
informagbes dos prontuarios meédicos para gramas de alcool. Individuos taxados

como etilistas sociais foram incluidos no estudo.
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Conteudo das principais bebidas em nosso meio

] Concentracgao de alcool / gramas Unidades de
Bebidas

de alcool alcool
1 lata de cerveja - 350 ml 5% = 17 gramas de alcool 1,5
1 dose de aguardente - 50 ml 50% = 25 gramas de alcool 2,5
1 copo de chope - 200 ml 5% = 10 gramas de alcool 1
1 copo de vinho — 90 ml 12% = 10 gramas de alcool 1
1 garrafa de vinho - 750 ml 12% = 80 gramas de alcool 8
1 dose de destilados (uisque, pinga, vodca ]
40%-50% = 20g - 25g de alcool 2-2,5
etc.) - 50 ml
) 40% - 50% =300g-370 gramas de
1 garrafa de destilados - 750 ml 30-37

alcool

Tabela 1: Correspondéncia entre doses e gramas de alcool. Fonte:
alcoolismo.com.br

Para que a biopsia por agulha fosse considerada representativa ela deveria
conter pelo menos cinco tratos portais (Crawford et al, 1998). Ja que todas as
lesdes fundamentais acometem preferencialmente a zona 3, também foram
consideradas como representativas as biopsias que continham também pelo
menos cinco veias centrolobulares. A presenca de esteatose foi condigao si ne
gua non para inclusdo e casos com menos de 5% de hepatdcitos esteatédticos
foram considerados normais (Brunt et al, 2004) e excluidos do estudo. Com base
nesses critérios foram excluidos mais 40 casos: bidpsia em cunha (n=4), menos
de cinco tratos portais (n=7), menos de cinco veias centrolobulares (n=21), figado
normal (n=8). Foi ainda desconsiderada uma biopsia com colestase acentuada e
hemacias falcizadas.

As 70 amostras restantes ja haviam sido processadas de maneira rotineira
no servico de origem, ou seja, foram fixadas em formol a 10%, desidratadas em
solucbes de concentracdes crescentes de etanol, clareadas em xilol e
infiltradas/emblocadas em parafina. A microtomia e coloragdo dos cortes em

laminas, pelas técnicas de HE e tricrémico de Masson ou Gomori ja haviam sido



29

feitas no laboratério primario. A partir dos blocos foram feitos novos cortes corados
pelas técnicas de Perls e picrosirius. Eventualmente, se necessario, foram feitos
novos cortes que foram corados em HE ou tricrémico de Masson.

As laminas coradas em HE e tricrobmico de Masson/Gomori foram
examinadas por dois patologistas experientes, sem conhecimento dos informes
clinicos/laboratoriais. Para a analise foi utilizado protocolo préprio (vide anexo 1)
baseado nos parametros de Brunt et al (1999) e Brunt (2004), com algumas
modificacdes. No estudo as biopsias foram medidas no seu maior eixo, somando-
se o valor de cada fragmento quando havia mais de um. Os parametros para
avaliagao histologica da esteatose, da atividade inflamatéria e da fibrose foram
graduados e estadiados de forma semiquantitativa.

Dos prontuarios foram anotados informes clinicos que justificaram a
realizagdo da biopsia percutanea: peso; altura; IMC; presenga ou ndo de
obesidade; uso abusivo de alcool; doengas associadas (HAS, diabetes mellitus
tipo 2 e/ou resisténcia a insulina (DM/RI) e hipercolesterolemia); bilirrubina total,
direta e indireta; ALT; AST; GGT,; sorologia para virus B e C; presenca de auto-
anticorpos; uso de drogas hepatotoxicas; glicemia; colesterol total; lipoproteina de
alta densidade (HDL); lipoproteina de baixa densidade (LDL); VLDL; triglicerideos;
resultado do ultra-som abdominal e outros possiveis exames de imagem (vide
anexo 2).

Com relagao as caracteristicas relacionadas a Sindrome metabdlica foram
considerados obesos aqueles pacientes que apresentaram IMC maior ou igual a
30 ou os descritos pelo médico como obesos, mas nos quais ndo havia anotacoes
quanto ao peso e/ou altura. O paciente foi considerado hipertenso quando a
pressao arterial estava maior que 130 x 85 mmHg em duas ou mais ocasides ou
quando ele fazia uso de anti-hipertensivos. A resisténcia a insulina foi
diagnosticada quando a impaired fasting glucose era maior ou igual a 110 mg/dl e
diabetes mellitus quando a glicemia de jejum era maior que 126 mg/dl. Pacientes
em uso de hipoglicemiantes orais também foram considerados diabéticos. Os
niveis de colesterol foram considerados alterados quando: colesterol total > 200

mg/dl, HDL menor que 40 mg/dl para homens e menor que 50 mg/dl para
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mulheres. Hipertrigliceridemia foi diagnosticada quando os valores eram maiores
que 150 mg/dl. Pacientes classificados como portadores da Sindrome metabdlica
deveriam ter pelo menos trés dessas caracteristicas (Expert Panel on Detection,
Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults, 2001).

As dosagens de ALT, AST e GGT foram realizadas em laboratorios
diferentes que utilizaram diferentes valores de referéncia em sua analise. Para que
se pudesse avaliar alteracdes nos valores dos exames foi considerada a mediana
(“valor do meio”, ou seja, aquele que deixa 50% dos dados acima e 50% abaixo)
dos valores de referéncia citados nos prontuarios. Para AST e ALT a mediana foi
40U/L e para GGT foi 45U/L. Para cada caso foi calculada a relacdo AST/ALT.

A graduagcdo do ferro nos hepatécitos foi feita através da seguinte
classificacdo (Searle et al, 1994):

e 0 - Granulos ausentes ou pouco discerniveis no aumento de 400X.

e +1 — Granulos pouco discerniveis no aumento de 250X. Facilmente
confirmados no aumento de 400X.

e +2 — Granulos discretos no aumento de 100X.

e +3 — Granulos discretos no aumento de 25X.

e +4 — Massas visiveis no aumento de 10X ou a olho nu.

A analise descritiva dos resultados foi realizada no programa estatistico
SPSS 9.0. Para testar as relagdes entre os informes clinicos (obesidade, HAS,
DM/RI, hipercolesterolemia, baixa concentragdo de HDL, aminotransferases
hepaticas e GGT elevadas) e as trés principais variaveis histologicas estudadas
(esteatose macrovacuolar, atividade inflamatdria lobular e fibrose) e dessas trés
entre si foram utilizados o teste do X? e o teste exato de Fisher (Soares & Siqueira,
2002). Para avaliar a concordancia interobservador foi utilizado o teste Kappa
ponderado (Jakobsson & Westergren, 2005; Sim & Wright, 2005) do programa
Stata 7.0. O coeficiente Kappa ponderado (Ky) foi interpretado conforme a tabela 2
(Altman, 1991). Utilizando a correcao de Cross-Chaffin (correcdo do erro alfa)
(Cross & Chaffin, 1982) para multiplos testes o valor de p foi corrigido de 0,05 para
0,0027. Portanto os testes foram considerados como estatisticamente

significativos quando p<0,0027.
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Valor do coeficiente Ky,

Interpretacao

Abaixo de 0,2 Concordancia baixa
0,21 a 0,40 Concordancia fraca

0,41 a 0,60 Concordancia moderada
0,61a0,80 Concordancia boa
Acima de 0,80 Concordancia muito boa

Tabela 2: Interpretagao do teste Kappa ponderado

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da
UFMG, parecer numero ETIC 534/04 (vide anexo 3).
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RESULTADOS

Dos 70 casos estudados, 25 (35,7%) pertenciam a pacientes do sexo

feminino e 45 (64,3%) a individuos do sexo masculino (grafico 1).

Efeminino
Emasculino

Grafico 1: Numeros absolutos da distribuicao por sexo.

A média e a mediana da idade foram semelhantes, sendo a primeira de
42,8 anos e a segunda de 42 anos. A idade minima foi de 21 anos e a maxima de
73 anos. As mulheres apresentaram idade média de 47,2 anos e os homens de
40,4 anos.

Em 47 pacientes foi obtida informacgao a respeito da existéncia ou ndo de
obesidade. Desses 47 pacientes, 25 (53,2%) eram obesos e 22 (46,8%) né&o
obesos. Dos 25 obesos, 17 apresentaram IMC maior que 30 e nos 8 casos
restantes havia apenas o relato clinico de obesidade (IMC nao calculado). Dos 22
nao obesos, 19 apresentaram IMC menor que 30 e trés foram clinicamente
descritos como ndo obesos.

Em 64 pacientes nos quais havia informacao sobre os niveis pressoricos,
apenas 19 (29,7%) eram hipertensos.

Em 45 pacientes foram obtidas informagdes sobre o perfil glicémico. Doze
(26,6%) individuos foram classificados como diabéticos tipo 2 ou resistentes a
insulina. Em 10 deles os valores da glicemia de jejum estavam disponiveis e nos 2

casos restantes o médico informou sobre a presenca de DM/RI.
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A dosagem de colesterol total pode ser avaliada em 53 pacientes. Vinte e
sete (51,0%) apresentaram niveis de colesterol total acima de 200 mg/dl. O HDL
estava abaixo dos valores esperados em 22 (46,8%) de 47 pacientes.

Do total de 44 pacientes com niveis de triglicerideos disponiveis, 26
(59,1%) apresentaram valores acima de 150 mg/dI.

No grafico 2 estdo considerados o numero absoluto de pacientes com cada
um dos componentes da Sindrome metabdlica e o numero de casos nao

avaliaveis. O resumo dos dados clinicos e laboratoriais pode ser visto na tabela 2.

B presente
Oausente
Hnao avaliavel

% Oy, s “be e 0,
s/o '?/
%

Gréfico 2: Numero absoluto de pacientes com diagnésticos de obesidade,

DM/RI,HAS, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia e niveis de HDL baixos.

Do total de 70 pacientes, 17 (24,3%) apresentaram critérios para serem
classificados como portadores da Sindrome metabdlica.

Trinta e um (49,2%) de 63 pacientes apresentaram AST acima do valor de
referéncia considerado (40 U/L); 49 (75,4%) de 65 mostraram ALT acima do valor
de referéncia considerado (40 U/L). A relacdo AST/ALT foi menor que um em 59
casos (84,3%). Quarenta e dois (71,2%) de 59 casos exibiam GGT acima de 45
U/L (tabela 3).



Dados clinico/laboratoriais Numero de Média Valor n° de casos com
casos (n) minimo- valores alterados (%)
maximo
IMC (Kg/m?) 36 29,74 20,2-43,2 17 (56,6)
AST (U/L) 63 48,55 16 - 198 31 (49,2)
ALT(U/L) 65 75,92 10 - 289 49 (75,4)
GGT (U/L) 59 117,07 12-574 42 (71,2)
Glicemia de jejum (mg/dl) 43 102,93 74 - 230 10 (23,3)
Colesterol total (mg/dl) 53 203,73 100 - 327 27 (51,0)
HDL (mg/dl) 47 45,28 26-73,7 22 (46,8)
Triglicerideos (mg/dl) 44 189,73 46 - 697 26 (59,1)

Tabela 3: Achados clinicos e laboratoriais disponiveis dentre os 70 casos

estudados.

A ultra-sonografia abdominal foi realizada nos 70 pacientes. Em trés casos

(4,3%) nao se obteve o laudo do exame. Quatro pacientes (5,7%) apresentaram

ultra-sonografia abdominal compativel com esteatose discreta, nove (12,9%) com

esteatose moderada e 23 (32,9%) com esteatose acentuada. A esteatose foi
(2,9%) e como

moderada/acentuada em sete (10%). Em 21 exames (30%) a esteatose nao foi

quantificada como discreta/moderada em dois casos

quantificada e em um exame o figado apresentava-se com caracteristicas dentro

dos limites da normalidade (grafico 3). Este paciente apresentava clinicamente

aumento de AST e de GGT.
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Grafico 3: Distribuicdo dos diagnosticos ultra-sonograficos de esteatose hepatica.

O tamanho das biépsias variou de 0,9 cm a 3,6 cm, com média e mediana
de 1,8 cm. O numero de fragmentos em cada caso variou de um a 12. As
amostras apresentaram em média 10,6 tratos portais e 8,9 veias centro-lobulares,
com minimo de cinco tratos portais e cinco veias centro-lobulares conforme
estipulado. Em dois casos classificados como de cirrose hepatica, as estruturas
acima nao foram avaliadas.

Vinte e nove casos (41,4%) mostraram esteatose macrovacuolar de
intensidade discreta, 23 (32,9%) apresentaram esteatose moderada e 18 (25,7%)

biépsias exibiram esteatose acentuada ( figuras 1 e 1B; gréfico 4).
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Figura 1: Graduagao da esteatose: A- Esteatose discreta (HE, 50X); B-
Esteatose moderada (HE, 50X).
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Fome

Figura 2: Esteatose microvacuolar em meio a esteatose macrovacuolar
(HE, 400X).
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32,9%

Grafico 4: Distribuicao (%) da esteatose macrovacuolar.

Em 46 (65,7%) casos a esteatose estava difusamente distribuida, ou seja,
presente nas trés zonas do acino. Quando difusa, predominavam as intensidades
de esteatose moderada e acentuada (36/46), mas casos (10/46) que exibem
esteatose discreta podem ter distribuicdo difusa no acino. Em 22 (31,4%) casos
ela se restringiu as zonas 2 e 3. Nos 2 (2,9%) casos classificados como de cirrose
nao se topografou a esteatose (tabela 4).

A esteatose microvacuolar (figura 2) foi identificada em 42 (60%) amostras.
Ela associou-se a esteatose discreta em 13/29 (44,8%) casos, a esteatose
moderada em 14/23 (60,9%) casos e 15/18 (83,3%) casos de esteatose
acentuada. Além disso, observou-se esteatose microvacuolar em 11/20 (55%)
casos sem atividade inflamatoria lobular associada.

A balonizagdo hepatocitaria foi ocasional em 39 (55,7%) bidpsias e
frequente em 31 (44,3%). Em 43 (61,4%) casos ela distribuiu-se nas trés zonas e
em 25 (35,7%) ela ocorreu nas zonas 2 e 3. Nos dois casos classificados como de
cirrose a avaliagao topografica da balonizagao nao foi realizada (tabela 3).

Os nucleos glicogenados em hepatdcitos (figura 5) ndo foram identificados
em 37 (52,9%) das 70 biopsias. Nos 33 casos restantes, em 18 (54,5%) eles

foram vistos ocasionalmente e em 15 (45,4%), com frequéncia. Eles se
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localizaram na zona 1 em 23 (69,7%) amostras, nas zonas 1, 2 e 3 em nove
(27,3%) e em um (3%) caso de cirrose né&o foi feita a avaliagdo topografica (tabela
4). Nao houve relagao estatisticamente significativa entre a ocorréncia de DM/RI e

a de nucleos glicogenados (X? = 0,89; p= 0,34).

Zona 1 Zonas 2/3  Zonas1,2e3 Nao Total
topografado
Esteatose macrovacuolar 0 22 (31,4%) 48 (65,7%) 2 (2,9%) 70
Balonizacéo 0 25 (35,7%) 43 (61,4%) 2 (2,9%) 70
Nucleos glicogenados 23 (69,7%) 0 9 (27,3%) 1 (3,0%) 33

Tabela 4: Distribuicdo zonal da esteatose macrovacuolar, balonizagao e nucleos
glicogenados.

A inflamagéo nos tratos portais foi ausente em 34 (48,6%) casos, discreta
em 31 (44,3%) e moderada em 3 (4,3%). Nos dois casos classificados como de
cirrose a inflamacéao nos tratos portais nao foi avaliada. O infiltrado inflamatdrio era
composto por mononucleares em 20 (58,8%) das biopsias e por mono e
polimorfonucleares em 14 (41,2%).

A atividade inflamatdria lobular, considerada presente quando o foco
inflamatorio continha polimorfonucleares neutréfilos, foi detectada em 50 (71,4%)
casos. Quarenta e trés (61,4%) bidpsias mostraram inflamagéo discreta; cinco
(7,1%) exibiram inflamagdo moderada e duas (2,9%) foram classificadas como de
inflamacao acentuada (grafico 5 e figuras 3 e 3B). Esses dois ultimos casos
correspondem aos de cirrose. Em 20 (28,6%) amostras nao se identificou

atividade inflamatdria lobular.



Flgura 3: Graduaao da inflamacao: A
— inflamagdo moderada (HE, 200X)

Inflamagao discreta (HE 200X);
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Grafico 5: Distribuicédo (%) da atividade inflamatéria lobular.
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Dos 50 pacientes com EENA, 31 (62%) eram homens. Do total de 45
pacientes do sexo masculino, 31 (68,9%) apresentavam EENA e das 25 mulheres,
19 (76%) mostravam EENA. Dezoito (72%) dos obesos e 8 (81,8%) dos né&o
obesos; 11 (57,9%) dos hipertensos e 34 (75,5%) dos n&o hipertensos; seis (50%)
dos diabéticos/resistentes a insulina e 27 (81,8%) dos nao diabéticos/resistentes a
insulina; 20 (74%) dos pacientes com hipercolesterolemia e 17 (65,4%) dos com
niveis normais de colesterol total; 16 (72,7%) dos pacientes com baixos niveis de
HDL e 17 (68%) dos com niveis de HDL dentro dos limites da normalidade; 22
(84,6%) dos pacientes com hipertrigliceridemia e 20 (55,5%) dos pacientes com
niveis séricos de triglicerideos normais apresentaram atividade inflamatéria
lobular.

Os lipogranulomas (figura 4) estiveram presentes em 25 (35,7%) casos.

Os hialinos de Mallory (figura 6) e a morte celular por apoptose de
hepatocitos foram detectados em 10 (14,3%) e 17 (24,3%) amostras
respectivamente. Os hialinos de Mallory ndo foram identificados em casos que
mostraram apenas esteatose. Em todos os casos em que foram observados
existia fibrose de algum grau.

O pigmento acastanhado de lipofuscina nos hepatécitos (figura 7) foi

ausente em 25 (35,7%) e presente em 45 (64,3%) casos.
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Figura 7: Presenca de lipofuscina ao redor da veia centrolobular (HE, 400X).
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O acumulo de ferro, pesquisado através da coloracado de Perls, foi ausente
em 44 (62,9%) bidpsias. Houve acumulo de ferro no citoplasma dos hepatdcitos
em 4 (5,7%) casos, nas células de Kupffer em 6 (8,6%) e nos dois tipos celulares
em 12 (17,1%) casos. Em quatro casos ndo houve material suficiente para
pesquisa do ferro. O acumulo de ferro nos hepatocitos foi classificado como grau 1
em 14 (87,5%) biopsias e como grau 2 em duas (12,5%) delas.

A fibrose foi ausente em 47 (67,1%) casos. Ela foi classificada como
discreta em 12 (17,1%), moderada em sete (10%) e acentuada em dois (2,9%).
Dois casos (2,9%) foram classificados como de cirrose hepatica (grafico 6 e
figuras). Dos 17 pacientes com Sindrome metabdlica, apenas seis (35,3%)

apresentaram fibrose de algum grau.

109% 9% 29%

l ausente

M discreta

O moderada
[l acentuada
Ml cirrose

17,1%

67,1%

Gréfico 6: Distribuicao (%) da fibrose.
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As tabelas 5, 6 e 7 mostram como se distribuiram a esteatose

macrovacuolar, a atividade inflamatdria lobular e a fibrose quando relacionadas

umas com as outras.

Graduacao da atividade inflamatoria

0 1 2 3 Total
§ o | 1 14 13 1 1 29
(7]
W O
g ® 2 3 18 2 1 24
S 0
w3
& 3 3 12 2 0 17
Total 20 43 5 2 70

Tabela 5: Distribuicdo dos graus de esteatose macrovacuolar em relagao

aos graus da atividade inflamatéria lobular.

Estadiamento da fibrose

0 1 2 3 4 Total
k . 1 26 1 0 1 1 29
o w
S L 2 10 8 4 1 1 24
o ©
5 9
® 8 3 11 3 3 0 0 17
O

Total 47 12 7 2 2 70

Tabela 6: Distribuicdo dos graus de esteatose macrovacuolar em relagéo aos

estagios da fibrose.
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Estadiamento da fibrose

0 1 2 3 4 Total
(&)
8 0 20 0 0 0 0 20
2 ®
= 1 26 10 5 2 0 43
S w
o E 2 1 2 2 0 0 5
w2
g £
E 3 0 0 0 0 2 2
©
G Total 47 12 7 2 2 70

Tabela 7: Distribuicdo dos graus de atividade inflamatdria lobular em relagao aos
estagios da fibrose.

A relacdo entre as variaveis histologicas principais (esteatose
macrovacuolar, atividade inflamatdria lobular e fibrose) foi estatisticamente

significativa para as trés hipéteses estudadas (tabela 8).

Valor de p
Esteatose x inflamacao | 0,002*
Esteatose x fibrose 0,001~
Inflamacéo x fibrose 0,000*

Tabela 8: Valores de p para a relagado entre as variaveis histolégicas.

Nao houve relagao estatisticamente significativa entre os componentes da
Sindrome metabdlica (obesidade, DM/RI, hipercolesterolemia, baixos niveis de
HDL e HAS) e as trés principais variaveis histoldgicas (esteatose macrovacuolar,

atividade inflamatéria lobular e fibrose), conforme a tabela 9.
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Valor de P ( X? bicaudal)
Obesidade DM/RI Hipercolesterolemia HDL baixo HAS
(n=47) (n=45) (n=53) (n=47) (n=64)
Esteatose | 0,73 0,56 0,65 0,94 0,70
Inflamagao | 0,42 0,03 0,72 0,72 0,15
Fibrose 0,20 1,0 0,63 0,47 0,41

Tabela 9: Valores de p para o teste do X2. Valor de p<0,0027

A relacédo entre a AST e GGT elevadas e a atividade inflamatoria também
nao se mostrou significativa. No entanto, a relagdo entre ALT e atividade
inflamatéria foi estatisticamente significativa, com valor muito proximo ao de p
(tabela 10).

AST (n=63) ALT (n=65) GGT (n=59)

Inflamagéo lobular 0,056 0,002* 0,612

Tabela 10: Valores de p para a relagao entre aminotransferases hepaticas e GGT
e atividade inflamatdria lobular.

O teste Kappa ponderado mostrou concordancia muito boa para esteatose
macrovacuolar (Kw=0,82) e boa para atividade inflamatdria lobular (Kw= 0,68) e

para a fibrose (Kw=0,73).
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DISCUSSAO

Até 1990 os trabalhos relatavam que a EENA ocorria predominantemente
em mulheres. Entretanto, alguns estudos mais recentes (Bacon et al, 1994; Adams
et al, 2005) tém mostrado que tanto a DHGNA quanto a EENA ocorrem com igual
frequéncia em homens e mulheres. Nesta pesquisa, 45 (64,3%) dos pacientes
com DHGNA eram homens e 31 em 50 (62%) dos pacientes classificados como
portadores de EENA também eram homens. Este trabalho confirma que ndo ha o
predominio de mulheres conforme inicialmente se acreditava. Clark et al (2002) e
Clark (2006) observaram que em varios grupos etarios os homens apresentavam
maior tendéncia a ter DHGNA do que as mulheres. Eles levantam a possibilidade
dos hormdnios femininos desempenharem papel protetor, pois a probabilidade de
DHGNA era mais comum em mulheres pds-menopausa em comparagao com
mulheres pré-menopausa. Além disso, mulheres pds-menopausa que faziam
reposicado hormonal tinham menor probabilidade de ter DHGNA. Neste estudo,
76% (19/25) das mulheres apresentavam EENA e 68,9% (31/45) dos homens
eram portadores da doenga. As mulheres (47,2 anos) foram em média mais velhas
que os homens (40,4 anos) e apresentaram maior tendéncia a inflamagao. Vale
ressaltar que, entre as mulheres, a idade média foi quase uma década maior que
a idade média dos homens. Assim sendo, essa maior tendéncia a esteatoepatite
no sexo feminino poderia ser explicada pela falta do papel protetor hormonal
sugerida por Clark et al (2002) e Clark (2006). A tabela 11 resume os achados
clinicos/laboratoriais de séries de pacientes com DHGNA. Nesta pesquisa a média
da idade para DHGNA foi de 42 anos, o que esta ligeiramente abaixo da referida
nos artigos considerados na tabela 11 (variou entre 47 e 54 anos). Segundo
Sanyal (2002) prevaléncia mais alta de DHGNA ¢é observada justamente entre 40

e 49 anos, 0 que corrobora os achados desta pesquisa.
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Sexo . Diabetes . e .
Autores n rlggc(ijiz feminino Obe(%/ld)ade Mellitus tipo 2 Hlpertrlg;(Ll/c)erldemla
(%) ° (%) °
Ludwig et al
20 54 65 90 50 67
(1980)
Lee (1989) 49 53 78 69 51 NR
Powell et al
42 49 83 95 36 81*
(1990)
Bacon et al
33 47 42 39 21 21*
(1994)
Matteoni et
132 53 51,5 52 22 NR
al (1999)
Adams et al
435 49 51 71 26 68
(2005)

Tabela 11: Achados clinicos/laboratoriais de séries de pacientes com DHGNA.

NR = n&o relatado;
*Valores relativos a pacientes hiperlipidémicos, sem especificagdo quanto ao tipo de hiperlipidemia
(hipercolesterolemia e/ou hipertrigliceridemia).

Neste estudo a prevaléncia de pacientes obesos foi de 53,2% (25/47), a de
DM/RI foi de 26,6% (12/45) e a de pacientes com hipertrigliceridemia foi de 59,1%
(26/44). Nos trabalhos consultados na literatura a prevaléncia de obesidade foi de
39 a 95% dos pacientes, a de diabetes foi de 21 a 51% e a de hipertrigliceridemia
foi de 67-68% (vide tabela 11). A hipertensao arterial foi diagnosticada em 29,7%
(19/64) dos casos neste estudo, taxa essa que se encontra entre os 15% relatados
por Ludwig et al (1980) e os 36% referidos por Adams et al (2005). Apesar do
grande numero de perdas e da dificuldade em se obter as informagdes clinicas
dos pacientes, os valores encontrados aqui para diabetes, obesidade e HAS
corroboram os relatados na literatura; o mesmo n&o ocorrendo para o achado de
hipertrigliceridemia, o qual se encontra abaixo dos valores citados. Adams et al
(2005) encontraram baixos niveis séricos de HDL em 33% (117/359) dos casos,
porcentagem menor que a deste estudo que foi de 46,8% (22/47). No entanto, sé
foram biopsiados 84 casos da amostra de 435 pacientes, ndo havendo portanto a

confirmacgao histolégica da DHGNA. Com relagdo as medidas de colesterol sérico
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total, poucos séo os estudos que referem detalhadamente seu valor. Ludwig et al
(1980) relatam que 36% dos seus casos apresentavam hipercolesterolemia, o que
contrasta com os 51% encontrados neste estudo. Matteoni et al (1999) mostraram
que, em média, os pacientes tém niveis de colesterol acima dos considerados
aceitaveis, qualquer que seja a gravidade da doenca.

O componente da Sindrome metabdlica mais frequentemente associado a
DHGNA nesta pesquisa foi a hipertrigliceridemia, seguido pela obesidade. DM/RI
foi a condicdo menos freqlentemente associada, apesar de a resisténcia a
insulina ser considerada uma das alteracdes basicas da doenca. Do total de 70
pacientes, apenas 17 (24,3%) apresentaram critérios para serem classificados
como portadores da Sindrome metabdlica. Este resultado mostra que se deve
considerar a DHGNA como uma hipotese diagndstica mesmo que o paciente ndo
apresente os critérios para Sindrome metabdlica, pois pacientes euglicémicos,
magros e sem dislipidemias podem apresentar alguma forma da DHGNA. Bacon
et al (1994) ja alertavam que o grupo acometido por esta doenga hepatica era bem
maior do que aquele de mulheres obesas de meia idade originalmente descrito por
Ludwig et al (1980).

Os valores médios de AST variam bastante na literatura, indo de 41 U/L
(Brunt, 2004) a 89 U/L (Lee, 1989). O mesmo € observado para ALT com valores
meédios de 53 U/L (Brunt, 2004) a 96 U/L (Powell et al, 1990). Os valores médios
dos casos estudados nesta pesquisa foram de 48,6 U/L para AST e 75,9 U/L para
ALT, estando dentro dos valores relatados previamente. Apesar dos exames
laboratoriais terem sido feitos em épocas diferentes, em laboratérios diferentes e
com kits de analise diferentes, acreditamos que ao tomarmos por valor de corte da
normalidade o valor de referéncia mediano, ocorre anulagao das diferencas.

A ALT estava aumentada com mais frequéncia (75,4%) que a AST (49,2%).
A maioria dos casos (59 pacientes — 84,3%) mostrou relagdo AST/ALT menor que
um, confirmando os achados de Diehl et al (1988) e Matteoni et al (1999) que
mostraram que a relacdo AST/ALT é geralmente menor que um na DHGNA. A

tabela 12 mostra os casos que apresentaram relagdo AST/ALT maior que um.



N° do caso | AST/ALT Esteatose macrovacuolar Atividade inflamatéria Estadiamento
15 1,12 1 0 0
17 1,17 1 0 0
22 1,40 1 1 3
26 1,41 1 3 4
28 1,66 2 2 2
34 1,10 2 0 0
40 1,17 3 2 2
49 1,09 2 1 0
50 1,03 1 0 0
64 1,60 3 0 0
68 1,09 3 1 0

Tabela 12: Relagdo AST/ALT e seus respectivos achados histologicos.

Trés dos quatro casos com valores maiores que 1,4 mostraram fibrose pelo
menos de intensidade moderada, indicando doenga mais grave, conforme relatado
por Matteoni et al (1999) e Falck-Ytter et al (2001). Angulo et al (1999),
identificaram fatores preditivos de fibrose hepatica acentuada em pacientes com
EENA através de analise multivariada; dentre estes fatores consideraram a
relagdo AST/ALT >1 significantemente correlacionada com fibrose avangada. O
caso de numero 64 desta pesquisa apresentou relagcdo AST/ALT de 1,6 e revelou
apenas esteatose acentuada, sem fibrose ou atividade inflamatéria lobular. Bacon
et al (1994) encontraram trés pacientes com valores de AST/ALT >1; apenas dois
deles apresentavam cirrose, ndo havendo nenhuma explicagdo sobre o porqué do
terceiro caso apresentar relacao alterada. Com base nos dados disponiveis néo
se sabe qual o motivo da elevagao da AST/ALT para o caso 64 deste estudo. Os
demais valores alterados sdo bem proximos de um e podem n&o refletir um
aumento verdadeiro da AST/ALT.

A esteatose macrovacuolar de intensidade discreta foi a mais frequente,
41,4% (29/70), seguida pela forma moderada, 32,9% (23/70) e depois pela
acentuada, 25,7% (18/70). Brunt et al (2004) e Adams et al (2005) também
observaram distribuicdo semelhante, na mesma ordem crescente de incidéncia,

sendo que a esteatose discreta correspondeu a 37% e 46% dos casos,
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respectivamente. Silverman et al (1990) encontraram porcentagens de 42, 20 e
24% respectivamente. Lee (1989) encontrou a esteatose acentuada como a forma
mais comum. No presente trabalho topografaram-se as lesbes como pertencentes
as zonas 2 e 3 ou as 3 zonas (panacinar). Tal conduta se deve ao fato de que ndo
existem limites nitidos entre as zonas do acino e frequentemente as lesbdes da
zona 3 se estendem a zona 2. Tal distribuicdo nas zonas 2 e 3 € comparavel a de
outros autores que citam apenas a zona 3 como a mais acometida (Brunt, 2001;
Brunt et al, 2004). Em mais da metade dos casos (65,7% - 46/70) a distribuicao foi
difusa, ndo havendo preferéncia por uma zona especifica. Quando difusa,
predominam a esteatose moderada e acentuada (36/46), mas casos que exibem
esteatose discreta podem ter distribuicao difusa no acino. Nos 22 casos nos quais
a esteatose se restringiu as zonas 2 e 3, a grande maioria (18/22 — 81,2%)
mostrava esteatose discreta. Nas quatro (18,2%) biopsias restantes a esteatose
foi classificada como moderada. Ela ndo poderia ser acentuada ja que as zonas 2
e 3 correspondem a 66% do acino hepatico.

A associacdo da esteatose macrovacuolar com a microvacuolar foi
bastante frequente, ocorrendo em 60% (42/70) dos casos. Na literatura tal
associagao variou de 34,1% (Gramlich et al, 2004) a 59% (Diehl et al, 1988).
Mendler et al (2005) observaram também que a maioria dos casos mostra
esteatose macro e microvacuolar. Brunt (2001) relata que a esteatose
microvacuolar apareceria geralmente nos casos mais graves. Neste trabalho, ela
foi presente em 83,3% (15/18) dos casos de esteatose macrovacuolar acentuada,
aparecendo em menor freqiéncia nos casos de esteatose discreta (44,8% - 13/29)
e moderada (60,9% - 14/23). Ela foi também presente em 55% dos casos (11/20)
em que ndo havia atividade inflamatéria lobular e em 62% dos casos (31/50) de
EENA. Mesmo tendo patogéneses diferentes (Burt et al,1998), ambos os tipos de
esteatose podem ocorrer desde o inicio da DHGNA, podendo representar fases
diferentes de uma mesma lesao, ja que ambas mostram alguma forma de leséo
mitocondrial .

Com relagao a utilizagdo dos graus de esteatose na graduagao da EENA,

concordamos com Mendler et al (2005) quando eles excluem a ocorréncia de
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esteatose do seu score, afirmando que ela é usada somente para se estabelecer o
diagndstico de DHGNA e que sua intensidade nao se correlaciona com o grau da
esteatoepatite e consequente gravidade da doenga. Brunt et al (1999) definem que
na EENA discreta (grau 1) a esteatose pode ser no maximo de intensidade
moderada (até 66% dos hepatdcitos da amostra) e que na EENA acentuada (grau
3) a esteatose acomete tipicamente mais de 66% dos hepatocitos da amostra.
Encontramos 12 casos de EENA discreta (grau 1) com esteatose acentuada. Além
disso, um caso de EENA acentuada (grau 3) apresentava esteatose discreta.
Assim sendo, 13/50 casos (26%) ndo se encaixam na classificagdo de Brunt et al
(1999), se levarmos em consideragao a quantificagdo da esteatose na graduagéao
final da EENA. Vale ressaltar que a esteatose parece ser inversamente
proporcional a gravidade da doenga, ou seja, quanto mais intensa a
esteatoepatite, menor a quantidade de esteatose (Mendler et al, 2005). Tal
fendbmeno tem também sido documentado em casos de cirrose atribuidos a EENA
(Bugianesi et al, 2002). Portanto, a intensidade da esteatose nao prediz
prognostico e ndo deve interferir na graduagdo da EENA.

A balonizagao hepatocitaria esteve presente em 100% das amostras. Na
literatura ela variou entre 34,9% (Gramlich et al, 2004) e 83,3% (Dixon et al, 2001)
dos casos. O encontro de apenas balonizagdo ndo faz o diagnostico de EENA.
Essa alteracdo € uma manifestacdo morfolégica do dano celular e aparece em
resposta aos mais variados insultos, sendo portanto inespecifica. Neste estudo ela
foi também identificada nos casos em que a esteatose era a Unica lesdo, o que
reforgca sua importancia como lesdo basica da DHGNA, nao apenas relacionada a
EENA. Igualmente a Brunt et al (1999), neste trabalho a balonizagao foi dividida
em ocasional e frequente. Durante a realizagdo da pesquisa houve sempre grande
dificuldade em gradua-la, sendo esta subclassificacdo extremamente subjetiva.
Isso se deve ao fato de nao existir um niumero de hepatdécitos balonizados definido
como sendo de quantidade ocasional ou frequente. Como os critérios minimos de
EENA incluem a balonizagao (Burt et al, 1998; Brunt, 2001; Brunt 2004) bastaria
verificar se ela esta presente, sem quantifica-la. A balonizacdo acompanhou a

distribuicdo zonal da esteatose, sendo 61,4% dos casos distribuidos nas trés
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zonas e 35,7% na zonas 2 e 3, sugerindo que as lesdes tenham alguma relacao
entre si. Caldwell et al (2006) evidenciaram a microscopia eletrénica hepatécitos
aumentados de volume (que a microscopia Optica correspondiam a células
balonizadas) contendo goticulas de lipideo que podiam se fundir, levando a
formacado de macrovacuolos. Eles sugerem que o citoplasma rarefeito visto como
balonizacdo a microscopia Optica representa o acumulo de goticulas lipidicas
(esteatose microvacuolar). Uma avaliagao critica deste trabalho deve ser feita,
tendo em vista ja estar bem definido na literatura o conceito de degeneragao
hidropica, sendo a balonizagao a representagdo extrema do acumulo de agua no
citoplasma e organelas. A esteatose microvacuolar se refere ao acumulo de
lipideos e é representada por pequenos vacuolos citoplasmaticos, sendo
resultante de dano mitocondrial. Do ponto de vista da microscopia optica elas
constituem lesdes morfologicamente distintas.

A inflamagéo nos tratos portais (34/70 - 48,6%) foi menos freqliente que a
relatada pela literatura (83% citados por Brunt, 2004 e 90% citados por Diehl et al,
1988). Predominou o tipo de infiltrado inflamatério composto por mononucleares. A
intensidade da inflamagao portal foi discreta em 31 (44,3%) e moderada apenas
em 3 (4,3%) biopsias, corroborando Brunt et al (1999). Os casos estudados
reforcam o conceito de que a inflamacéao portal ndo € um componente importante
na DHGNA e na EENA e que casos que mostram inflamagao portal exuberante
devem levantar a possibilidade da ocorréncia de outras doencas associadas.
Deste modo, o aspecto histoloégico encontrado nas bidpsias mais uma vez
corrobora a validade dos critérios de exclusao utilizados.

Nos trabalhos publicados a taxa de atividade inflamatéria lobular na
DHGNA variou de 25% (Dixon et al, 2001) a 97% (Diehl et al, 1988), estando o
valor de 71,4% (50/70) dentro da faixa relatada. O achado de atividade
inflamatéria lobular de intensidade discreta (grau 1) em 61,4% (43/70) das
bidpsias reforca o conceito de que a maioria dos casos de EENA mostra
inflamacao discreta (Brunt, 2001). A metodologia de avaliagdo da inflamag¢ao como
descrita por Brunt et al (1999) foi o unico parametro utilizado nesta pesquisa para

graduar a EENA: inflamagdo quantificada como discreta corresponde a EENA
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discreta e assim por diante. Outras lesdes hepatocitarias tais como a esteatose
macrovacuolar e a balonizagdo sao fundamentais para o diagndstico de EENA,
mas podem aparecer em intensidades variaveis nas biopsias. Assim sendo, a
presenca destas lesdes seria obrigatéria, mas sua quantificagdo nao influenciaria
na graduacao da EENA. Esta forma de quantificar a atividade inflamatdria lobular
€ objetiva e de aplicagao segura.

A ocorréncia de lipogranulomas em casos de DHGNA tem sido bem
variada na literatura, com valores que vao desde 1% (Silverman et al, 1990) até
82,3% (Brunt et al, 1999). A taxa aqui encontrada de 35,7% esta de acordo com
esses relatos. Brunt et al (1999) ndo encontraram qualquer relagao aparente entre
a ocorréncia de lipogranulomas e outros indicadores de grau histolégico. Nao ha
evidéncias de que os lipogranulomas contribuam para a progressao da fibrose
(MacSween & Burt, 1986). Portanto, sua presenga n&o foi considerada como
indicadora de atividade inflamatdria.

Hialinos de Mallory (presentes em 10/70 - 14,3%) ocorreram com
frequéncia dentro dos valores relatados na literatura: eles variaram de 9 (Powell et
al, 1990) a 90% (Diehl et al, 1988). Os casos que apresentavam a maior
quantidade de hialinos de Mallory eram aqueles que mostravam hepatécitos com
balonizacdo acentuada, fato que facilitava sua identificacdo. Provavelmente a
ocorréncia de hialinos de Mallory indique realmente estagio mais avancado da
doenga, conforme sugerido por Matteoni et al (1999), pois eles nao foram
identificados em casos que mostraram apenas esteatose e em todos os casos em
que foram observados existia fibrose de algum grau. O achado de hialinos de
Mallory em apenas 14,3% dos casos reforga o conceito de que eles ndo séo
considerados fundamentais ao diagnostico da EENA (Brunt, 2001; Brunt 2004). Se
eles fossem essenciais apenas diagnosticos tardios seriam efetuados.

A apoptose de hepatécitos esteve presente em 17/70 (24,3%) casos. Na
literatura o achado de apotose variou de trés (Gramlich et al, 2004) a 40% (Brunt
et al, 2004). Por ndo evocar resposta inflamatéria, a morte celular por apoptose
n&o tem valor na graduacdo da DHGNA. E um achado que pode estar presente,

nao sendo fundamental ao diagndstico (Brunt, 2001; Brunt, 2004).
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Os nucleos glicogenados foram identificados em quase metade das
biopsias (47,1%). Silverman at al (1990) encontraram nucleos glicogenados em
66% de seus casos, porém todos os pacientes eram obesos e 54% apresentavam
DM/RI, sendo essas alteragdes bem mais frequentes que nesta amostra (53,2%
de pacientes obesos e 26,6% de pacientes com DM/RI). A importancia de sua
identificagcao reside no fato de que eles sao muito mais comuns na DHGNA do que
na hepatite alcodlica (Hubscher, 2004). Brunt (2001) relata a presenga dos
nucleos glicogenados na zona 1 do acino. Nesta pesquisa eles também foram
identificados nas zonas 2 e 3 em 9/70 (27,3%) casos. Portanto, eles sdo mais
freqientes na zona 1, embora nao sejam exclusivos dela. O conteudo de
glicogénio hepatico varia com a dieta e o periodo pés-prandial. Apés uma refeicao
rica em carboidratos, o glicogénio é depositado primeiramente na zona 1 e depois
vai sendo depositado nas demais. Apos o término da absorgéo o glicogénio € em
parte removido, primeiramente da zona 3 (Lima, 2004). Isso explicaria o
predominio dos nucleos glicogenados na zona 1 e mostra que € possivel
encontra-lo também nas outras zonas. Os nucleos glicogenados foram descritos
como mais freqlentes em pacientes diabéticos por Silverman et al (1990). Eles
encontraram tal alteragdo histologica em 60,9% dos pacientes sem DM/RI, em
56,5% dos intolerantes a glicose e em 80,6% dos pacientes diabéticos tipo 2. A
relacdo entre nucleos glicogenados e DM/RI néao foi estatisticamente significativa
nesta amostra. Mesmo assim, os nucleos glicogenados foram descritos em 7
(68,3%) pacientes diabéticos/resistentes a insulina e em 14 (42,4%) néao
diabéticos/ resistentes a insulina. Provavelmente o pequeno numero de pacientes
com DM/RI (apenas 12) contribuiu para que o teste ndo fosse estatisticamente
significativo.

O acumulo de ferro nos hepatdcitos néo foi frequente e quando presente
foi graduado como siderose grau 1 (14 casos) ou 2 (2 casos). Bacon et al (1994) e
Adams et al (2005) n&o encontraram depositos hepatocelulares de ferro
superiores ao grau 2. Resultados semelhantes foram descritos por Brunt et al
(2004) como pode ser visto na tabela 13, porém eles observaram siderose mais

frequentemente em hepatdcitos do que em células de Kupffer, ao contrario de
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nossas observagdes. Freqlente foi o acumulo de lipofuscina (64,3%), pigmento
acastanhado referente a desgaste celular e que pode ser confundido com ferro ao
HE.

Acumulo de ferro Amostra atual (%) Brunt et al
(2004) (%)
Ausente 62,9 46,7
Hepatdcitos 5,7 30
Células de Kuppfer 8,6 3,3
Hepatécitos e células de 171 20
Kuppfer

Tabela 13: Comparacao entre a deposicao de ferro entre a amostra deste
trabalho e Brunt et al (2004).

Nesta pesquisa, quando presente, a fibrose de intensidade discreta
(estagio 1) foi a mais frequente (12/70 - 17,1%). Na literatura ela variou de 18%
(Adams et al, 2005) a 38,7% dos casos (Lee, 1989). A cirrose, neste estudo, foi
pouco comum (2/70 - 2,9%); na literatura este relato variou de 0 (Brunt, 2004) a
26% (Diehl et al, 1989). A maioria dos casos foi estadiada como 1, ou seja,
predominou a fibrose perivenular, justamente onde se concentram a esteatose e a
balonizagao. Isso refor¢ca a teoria de que a fibrose surge em consequéncia dos
insultos que ocorrem nesta area. A fibrose tende a ter evolugao lenta (Adams et al,
2005), o que favorece também o achado de maior numero de casos com fibrose
estagio 1.

A coloragdo pelo picrosirius revelou a mesma intensidade de fibrose
observada com o tricromico de Masson/Gomori em todos os casos. Assim sendo,
estas ultimas coloracdes sao apropriadas para serem utilizadas rotineiramente no
estudo da DHGNA, pois ndo subestimam a fibrose conforme sugeriu Brunt (2004).

Com referéncia a fibrose algumas modificagbes foram feitas em relagao aos
conceitos propostos por Brunt et al (1999). Em seu estadiamento eles incluem na
mesma categoria alteragdes focais ou extensas, portanto uma biépsia com fibrose
septal focal teria 0 mesmo estadiamento de uma bidpsia com fibrose septal

extensa. Brunt et al (1999) e Brunt (2001) relatam que uma das caracteristicas da
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EENA é seu padrdao de fibrose na zona 3, que é tipico. No entanto, no
estadiamento ela considera como estagio 2 aquelas bidpsias que mostram fibrose
na zona 1 (periportal) focal ou extensa, sem levar em conta a formagéo de septos
na zona 3. Por isso optou-se por modificar o estadiamento original de Brunt et al
(1999) e adotou-se o descrito no protocolo 2.

A classificagdo para EENA proposta por Brunt et al (1999) foi neste
trabalho a escolhida por ser a mais completa e a mais difundida classificacdo
internacionalmente utilizada. O sistema de categorizacao tal como descrito pelo
grupo de Cleveland nos artigos originais de Younossi et al (1998) e Matteoni et al
(1999) nao foi utilizado porque nao deixa claro se a inflamagao esta presente na
categoria 3 (esteatonecrose: esteatose + balonizagdo). Alem disso, diferentes
interpretagdes sobre quais categorias correspondem a EENA foram observadas:
Siqueira et al (2005), Cotrim et al (2004), Falck-Ytter et al (2001) e Youssef &
McCullough (2002), ao utilizarem o sistema de categorizagdo de Younossi et al
(1998) e Matteoni et al (1999), consideraram apenas os grupos 3 € 4 como EENA
em seus trabalhos. Ja Contos & Sanyal (2002), ao discutirem a referida
categorizagéo, consideraram como representativas de EENA as categorias de 2 a
4. Neste trabalho a classificagdo histoldégica de Brunt et al (1999) foi utilizada
porque particulariza diversas variaveis histologicas e propée uma forma semi-
quantitativa de avaliacdo da atividade inflamatéria lobular, considerando
principalmente o fendtipo da célula inflamatéria (polimorfonucleares neutrdfilos,
linfécitos e eosindfilos). Desta forma pode-se graduar a EENA nas suas formas
mais brandas, gerando diagnésticos mais precoces e mais fidedignos.

Nao foram encontradas relagbes estatisticamente significativas entre os
componentes da Sindrome metabdlica e a presenca das trés principais variaveis
histolégicas (esteatose macrovacuolar, atividade inflamatoéria lobular e fibrose).
Esse achado pode refletir a dificuldade vivenciada para se obter as informacdes
referentes a clinica do paciente, pois o numero de casos em cada uma das
condicdes clinicas foi menor que 70. Foi baixo o numero de individuos com as
alteragcdes da Sindrome metabdlica: 12 com DM/RI, 19 com HAS, 27 com

hipercolesterolemia, 25 obesos, 22 com baixos niveis de HDL e 26 com
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hipertrigliceridemia. A dificuldade na obtencdo das informagdes clinico-
laboratoriais comprometeu a analise estatistica, por reduzir em demasia a
amostra. A grande variabilidade de resultados descrita na literatura (vide revisao
bibliografica) mostra que estas associacbes sdo altamente dependentes da
amostra (tanto do seu tamanho como de suas caracteristicas). Além disso, o
diagnostico de EENA por parte do patologista sé pode ser feito se ele recebe do
clinico a informagao de que o paciente nao ¢ etilista e/ou é portador de algum dos
componentes da Sindrome metabdlica.

Niveis elevados de ALT mostraram relagcado estatisticamente significativa
com a presencga de inflamacao lobular, confirmando os achados de Marchesini et
al (2001). Este achado nao estabelece qualquer relagédo de causa ou efeito, mas
sugere que ambos nao ocorreram juntos devido ao acaso. Varios outros trabalhos
relatam n&o haver associacdo entre a elevagao das transaminases e o grau de
atividade inflamatéria, ou seja, valores pouco elevados podem ocorrer com
atividade inflamatéria mais intensa e vice-versa (Lee, 1989; Brunt et al, 2004,
Mendler et al, 2005).

Houve também relagcdo estatisticamente significativa das trés variaveis
histologicas entre si, em concordancia com Ratziu et al (2000) e George et al
(1998). Esse achado sugere que as trés variaveis estdo de alguma forma
relacionadas, mas nao estabelece quem é causa e quem é efeito. Vale frisar mais
uma vez que tal associacéo foi encontrada entre esteatose moderada e acentuada
e a presencga de inflamacgao e fibrose e destas duas ultimas entre si. Angulo et al
(1999) ndo encontraram relagao estatisticamente significativa entre o grau de
esteatose, o de inflamagédo e o estagio da fibrose. No presente estudo as
variaveis foram analisadas como categoéricas e ndo como ordinais como descrito
por Angulo et al (1999). Como o numero de casos graves era muito pequeno, ndo
foi possivel fazer a analise ordinal. Somente no estudo da variagcéo
interobservador os diferentes graus e estagios foram levados em consideragao.

O teste Kappa ponderado mostrou excelentes resultados com concordancia
muito boa para esteatose macrovacuolar (Kw=0,82), boa para atividade

inflamatéria lobular (Kw= 0,68) e para fibrose (Kw=0,73). De forma semelhante a
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literatura a inflamacao foi a variavel que mostrou a maior discordancia (Younossi
et al, 1998; Mendler et al, 2005; Kleiner et al, 2005). Os resultados de Kappa desta
pesquisa foram, em sua maioria, melhores (ou seja, exibiram maior concordancia)
que os relatados na literatura. Tal observagao pode ser explicada pelo fato de que
os dois patologistas envolvidos na analise das laminas trabalham juntos e estéao
constantemente envolvidos em discussdes clinico-patologicas.

Uma critica poderia ser entao feita: sendo a atividade inflamatoéria lobular a
variavel com menor taxa de concordancia, poderia ela ser utilizada como o
principal parametro para definicdo do grau da EENA? Nesta pesquisa observou-se
que patologistas bem treinados conseguem concordéncia em 68% dos casos.
Classificagbes de doencas em outros 6rgdos se baseiam em sistemas que
mostram teste Kappa com moderada concordancia: o sistema de Gleason é o
mais utilizado para graduar o cancer de préstata, o qual tem kappa variando de
0,47 a 0,64 (Allsbrook et al, 2001). Mesmo assim, ele € amplamente utilizado.
Acreditamos portanto que, da mesma forma que na prostata, a graduagao da

EENA pode ser feita com relativa seguranca por patologistas treinados.



CONCLUSOES

Os resultados discutidos neste trabalho permitem concluir que:

A DHGNA consiste em um espectro de lesdes (esteatose, EENA,
fibrose/cirrose), das quais a EENA de intensidade discreta (grau 1)
constitui a maioria dos casos. Portanto, alteragdes brandas séo
encontradas na maior parte das biopsias.

Para a graduagcédo da EENA o componente determinante do grau foi a
atividade inflamatéria lobular, composta por infiltrado inflamatério misto
que contem, além de linfocitos, principalmente neutréfilos, quantificada
conforme a classificagéo descrita por Brunt et al (1999).

E de suma importancia que o sistema de graduacdo da EENA valorize
os critérios minimos para que se possa fazer o diagndstico, sendo eles:
existéncia de esteatose macrovacuolar, de balonizagdo e de focos de
atividade inflamatéria lobular. A classificacdo de Brunt et al (1999)
atende a esses critérios.

Quando ha fibrose na EENA, ela é geralmente discreta (estagio 1).
Existindo fibrose, intensidades crescentes de deposigdo de colageno a
partir da zona 3, com formacgao de septos, determinam o estagios 2 e 3.
A classificacdo de Brunt et al (1999), inicialmente desenvolvida para
EENA e utilizada neste trabalho com algumas modificagdes (utilizagédo
apenas da atividade inflamatdria lobular na graduacédo da intensidade da
esteatoepatite, sem valorizar a quantidade de esteatose e de
balonizagcdo e alteracbes no estadiamento da fibrose) pode ser usada
ndo apenas para o diagnostico de EENA, mas também da DHGNA
como um todo.

A classificagcao de Brunt (1999), com as modificagdes introduzidas neste
trabalho, pode ser usada com facilidade na pratica diaria do patologista
e se presta ao diagnéstico das formas brandas da EENA, mostrando
concordancia interobservador muito boa para esteatose macrovacuolar

e boa para a atividade inflamatdria e para o estadiamento da fibrose.
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Para que seja feito o diagnéstico de DHGNA em qualquer uma de suas
formas de apresentagdo € indispensavel comunicagao entre clinico e
patologista. E imprescindivel que as solicitagdes de pedidos anatomo-
patolégicos sejam preenchidas com o0 maior numero possivel de

informes clinico-laboratoriais.
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ANEXO 1
Protocolo de avaliagdo histopatolégica para DHGNA/EENA

Nome:

Biopsia Sexo: |__|F |_|M Idade: |__| anos

1. ESPECIFICACAO DA BIOPSIA

Cunha (1) Tamanho Biopsia |____[cm NP tratos portais |__|
Agulha (2) N® Fragmentos |__| NP° veias centrais |___|

2. ESTEATOSE (macrovacuolar)

Intensidade Localizacao

(0)ausente | (1) até33% (2)33% a 66% | (3)>066% | (1)zonal (2)zonas2e3

3. ESTEATOSE (microvacuolar)

Intensidade Localizacio

(0) ausente (1) presente ‘ (1) zonal (2)zonas2e3

4, BALONIZACAO HEPATOCELULAR

Intensidade Localizacao

(0) ausente (1) ocasional (2) freqiente (1)zonal (2)zonas2e3

5. INFLAMACAO LOBULAR - focos inflamatérios 20 X 20

Intensidade Fenoétipo celular
(0) (1)1-2 (2)34foc. [(3)+4 (1) mono. (2) granulo. (3) misto ()
ausente foc. foc. lipogran.

6. INFLAMACAO DO TRATO PORTAL

Intensidade Fenoétipo celular

(0) ausente | (1 )discreta |(2) moderada ‘ (3)acentuada | (1) mononuclear | (2) granulocitario ‘ (3) misto

7. HIALINO DE MALLORY

(0) ausente | (1) presente ‘

8. APOPTOSE

(0) ausente ‘ (1) presente
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9. INCLUSAO NUCLEAR DE GLICOGENIO

‘ Intensidade Localizacio ‘

‘ (0) ausente (1) ocasional (2) freqiente | (1)zonal (2)zonas2e3 |

10. PIGMENTOS

Lipofuscina zona 3 Ferro (Peatls)
(0) ausente (1) presente (0) ausente (1) hepatécito (2) Kupffer (3) ambos
11. FIBROSE
PERI-SINUSOIDAL/PERI-VENULAR (zona 3)
(0) ausente ‘ (1) até 33% (2)33% a 66% ‘ (3)>66%
PORTAL
‘ (0) ausente ‘ (1) expansio do trato portal ‘ (2) fibrose peri-portal ‘
SEPTAL
‘ (0) ausente ‘ (1) raros septos (2) diversos sem nodularidade ‘ (3) cirrose ‘

Estagio 0 — auséncia de fibrose.
Estagio 1 — arquitetura lobular preservada, com fibrose limitada a area perivenular (zona 3)
Estagio 2 — arquitetura lobular preservada, com fibrose perivenular e poucos septos esparsos.

Estagio 3 — arquitetura lobular alterada, com septos unindo estruturas entre si, com esbog¢o de
nédulos.

Estagio 4 - cirrose.

12. CONCLUSAO
Esteatose: Grau
Atividade necro-inflamatéria: Grau

Estadiamento: Estadio



ANEXO 2
PROTOCOLO CLINICO DO ESTUDO SOBRE NAFLD/EENA

1. IDENTIFICAQAO CASO N°
Nome:
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Idade| | | (anos) Sexo: | | M |_| F Data da biopsia:

Médico:

2. HISTORIA CLINICA
MOTIVO DA CONSULTA:

PESO kg
ALTURA m
IMC____kg/m2

Obesidade:SIM NAO

Etilista: SIM NAO Nao pesquisado

Doencas associadas: (Faga um X nos itens positivos)
Hipertensdo |_|

Diabetes ||

Hipercolesterolemia |_|

3. EXAMES COMPLEMENTARES

Bilirrubina total Direta Indireta

TGO TGP GGT

TGO TGP GGT

HbsAg:SIM NAO Nao pesquisado

Virus C:SIM NAO Nao pesquisado

Auto anticorpos SIM NAO N&o pesquisado

Uso de drogas hepatotoxicas SIM NAO Qual?
Glicose

Colesterol total HDL LDL VLDL
Triglicérides

Ultra-som abdominal:
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ARTIGO ENVIADO A REVISTA MODERN PATHOLOGY

Nonalcoholic fatty liver disease — histopathological evaluation in 70 needle biopsies
and interobserver agreement

Berenstein, CK; Cardoso, CG; Toppa, NH; Leite, VHR

Abstract

Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) comprises a spectrum of lesions ranging from
steatosis, steatohepatitis and cirrhosis to hepatocellular carcinoma, with nonalcoholic
steatohepatitis (NASH) being the progressive form of NAFLD. NAFLD is suspected in the
case of hepatomegaly upon clinical examination, fat accumulation in the liver on abdominal
ultrasound and/or discrete (2 to 3 times the reference value) and persistently elevated (two
or more occasions) aminotransferase levels in individual s presenting no other cause of these
alterations (excluson of other liver diseases). However, these work-up methods only
suggest the diagnosis. Liver biopsy is the gold standard for the diagnosis of the disease and
is the only method able to differentiate NASH from simple steatosis, to grade inflammation
and to stage fibrosis. Herein, we analyzed the histopathological findings of liver biopsies
and interobserver agreement in the histological evaluation of cases with a histological
diagnosis of steatosis or steatohepatitis, with or without fibrosis and with no history of
alcohol abuse in the exam request, with emphasis on the establishment of minimal criteria
for the diagnosis of NASH. Seventy needle biopsies were analyzed according to Brunt et al
(1999), with modifications, and clinical data of the patients were collected. Discrete NASH
(grade 1) was the most common form. If fibrosis was detected, stage 1 was the most
frequent. Only two cases of cirrhosis were identified. Interobserver agreement was very
good for macrovesicular steatosis (Kw = 0,82) and good for lobular inflammation (Kw =
0,68) and fibrosis (Kw = 0,73). The classification of Brunt et a (1999), with the
modifications introduced here, can be applied to the diagnosis not only of NASH but also
of NAFLD, representing areliable method for use in the daily practice of pathologists.

Keywords. nonal coholic steatohepatitis, nonal coholic fatty liver disease, steatosis, liver.
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Introduction

Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is considered to be the most common
liver disease in the United States and has been related to insulin resistance and metabolic
syndrome. NAFLD comprises a spectrum of lesions ranging from steatosis, steatohepatitis
and cirrhosis to hepatocellular carcinoma (1-4). Ludwig et a (5) were the first to describe
nonal coholic steatohepatitis (NASH), which is currently considered to be the progressive
form of NAFLD.

NAFLD is suspected when clinical examination demonstrates hepatomegaly and/or
abdomina ultrasound suggests fat accumulation in the liver and/or in the presence of
discrete (2 to 3 times the reference value) and persistently elevated (two or more occasions)
aminotransferase levels in individuals presenting no other cause of these alterations
(exclusion of other liver diseases) (6). However, these work-up methods only suggest the
diagnosis, since NAFLD may also occur in patients with normal aminotransferase levels
(7). Liver biopsy is considered to be the gold-standard for the diagnosis of NAFLD and is
the only method able to differentiate NASH from simple steatosis, to grade inflammation
and to stage fibrosis (8).

Histopathological classification systems have been proposed by Matteoni et a (9)
for NAFLD and by Brunt et a (3,4) for NASH. However, few studies evaluating inter- and
intraobserver variation in the analysis of NAFLD are available. Younoss et a (8) used the
system of Matteoni et al (9) and caculated inter- and intraobserver variation. Moderate
interobserver agreement was observed for steatosis grade, location of steatos's, fibrosis
stage, hepatocyte ballooning and glycogenated nuclel. Intraobserver agreement was better
than interobserver agreement. Inflammation presented poor agreement between
pathologists. Mendler et al (10), also proposing a scoring and grading system for NAFLD,
found that intraobserver agreement was better than interobserver agreement, indicating that
pathologists agree more with themselves than with others. In 2005, Kleiner et a (11)
published a report on a histological scoring system for NAFLD which was the first and
only study evaluating interobserver variation using the parameters of Brunt et al (3). Again,
inflammation showed poor interobserver agreement.

In the present study, we describe the histopathological findings of liver needle

biopsies and determine interobserver agreement in the histological evaluation of cases with
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a histological diagnosis of steatosis or steatohepatitis, with or without fibrosis and with no
history of alcohol abuse in the exam request, with emphasis on the establishment of
minimal criteriafor the diagnosis of NASH using the classification proposed by Brunt et al
(3,4), with modifications. This approach was expected to provide good interobserver

agreement that would permit its safe application in the daily practice of pathologists.

Materials and methods

In a retrospective study, needle biopsies of the liver sent to the Analys Laboratory
between 1999 and 2006 with a histological diagnosis of steatosis or steatohepatitis of any
grade, with or without fibrosis, were analyzed. Cases whose exam request did not report
abusive acohol use (more than 20 g/day) or positive serology for virus B and/or C were
selected. Clinically, these patients presented elevated aminotransferase levels and/or
alterations upon abdominal ultrasound that justified aliver biopsy. A total of 200 cases with
these features were identified.

After detailed analysis of the records of each subject, 89 cases were excluded due to
the following reasons. sample belonging to a transplanted liver [n = 10, with the primary
causes of liver transplantation being autoimmune hepatitis (n = 1), secondary biliary
cirrhosis (n = 1), alcoholism (n = 1), alcoholism and nonspecified virus (n = 1), and liver
disease due to virus C (n = 6)], heterozygous hemochromatosis (n = 5), alcoholism (n = 35),
presence of autoantibodies (n = 4), alcoholism and C virus infection (n = 2), hepatitis
associated with nonsteroidal anti-inflammatory drug use (n = 1), review cases (n = 3),
record not found (n = 7), and impossibility to contact the responsible physician (n = 12).

Needle biopsies were considered to be representative if they included at least five
portal tracts (12) and five centrolobular veins, since al fundamental lesions including
fibrosis preferentially affect zone 3. The presence of steatosis was a basic condition for
inclusion and cases with less than 5% of steatotic hepatocytes were defined as normal and
were excluded from the study (13). On the basis of these criteria, 40 additional cases were
excluded: wedge biopsies (n = 4), biopsies with fewer than five portal tracts (n = 7),
biopsies with fewer than five centrolobular veins (n = 21), and a normal liver (n = 8). One

biopsy presenting sickle-shaped red blood cells was al so excluded.
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The remaining 70 samples were submitted to routine processing at the service of
origin, including fixation in 10% formalin, dehydration in an increasing ethanol series,
xylene clearing, and embedding in paraffin. The specimens were cut with a microtome and
the dides were stained with hematoxylin-eosin, Masson/Gomori’s trichrome, Perls stain
and picrosirius.

The dlides stained with hematoxylin-eosin and Masson/Gomori’s trichrome were
examined by two experienced pathologists who were unaware of the clinical/laboratory
data. A specially prepared protocol was filled out based on the parameters of Brunt et al
(3,4,14), with some modifications.

The size of the biopsies was measured in their mgjor axis and, if there was more
than one fragment, the values were summed. Steatosis was defined as discrete (up to 33%
of hepatocytes affected), moderate (33 to 66%), and marked (more than 66%).
Microvesicular steatosis was classified as present or absent and its location in the acinus
was recorded. Hepatocyte ballooning and glycogenated nuclei were scored as absent,
occasional or frequent and their topography was also recorded. Lobular inflammatory
activity was classified as absent, discrete (1 to 2 foci at 20X magnification), moderate (3 to
4 foci at 20X magnification), and marked (more than 4 foci a 20X magnification). The
portal inflammatory infiltrate was classified as absent, discrete, moderate or marked, and its
cellular phenotype was recorded. The presence of lipogranulomas, Mallory’s hyaline and
apoptosis was recorded. The presence or absence of hepatic iron was determined and, if
present, iron accumulation was graded. The presence of lipofuscin was also evaluated. The
intensity of fibrosis was divided into four categories. absent, stage 1 (preserved lobular
architecture with fibrosis limited to the perivenular area), stage 2 (preserved lobular
architecture, with perivenular fibrosis and few scattered septa), stage 3 (altered lobular
architecture with septal bridging and incipient nodule formation), and stage 4 (cirrhosis).

The following data were obtained from the records: weight, height, body mass index
(BMI), presence or absence of obesity, alcohol abuse, associated diseases (arteria
hypertension, diabetes and/or insulin resistance (DM/IR), and hypercholesterolemia), serum
alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST) and gamma
glutamyltranspeptidase (GGT), serology for B and C virus, presence of autoantibodies, use

of hepatotoxic drugs, glycemia, total cholesterol, serum high-density lipoprotein (HDL),
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serum low-density lipoprotein (LDL), serum very low-density lipoprotein (VLDL),
triglycerides, and abdominal ultrasound result.

With respect to metabolic syndrome components, patients with a BMI > 30 or those
reported by the physician to be obese but for whom no data regarding weight and/or height
were available were classified as obese. Arteria hypertension was defined as a blood
pressure higher than 130 x 85 mmHg on two or more occasions or when the patients used
antihypertensive drugs. Insulin resistance was diagnosed when impaired fasting glucose
was > 110 mg/dl and type 2 diabetes mellitus was defined as fasting glycemia higher than
126 mg/dl. Patients using ora hypoglycemic drugs were also considered to be diabetic.
Elevated cholesterol levels were defined as total cholesterol >200 mg/dl and HDL <40
mg/dl for men and <50 mg/dl for women. Hypertriglyceridemia was diagnosed when
triglycerides levels were higher than 150 mg/dl. Patients presenting at least three of these
features were classified as having metabolic syndrome (15).

ALT, AST and GGT were measured at various laboratories using different
reference values. The median reference values cited in the records was used to classify the
exams as normal or abnormal, with a median of 40 U/l for ALT and AST and of 45 U/| for
GGT. The AST/ALT ratio was calculated for each case.

The results were submitted to descriptive analysis using the SPSS 9.0 statistical
program. Interobserver agreement was evaluated using the weighted kappa test (Ky)
(16,17) of the Stata 7.0 program. The K, coefficient was interpreted as follows: <0.2 = low
agreement, 0.21 to 0.40 = weak agreement, 0.41 to 0.60 = moderate agreement, 0.61 to 0.80
= good agreement, and >0.80 = very good agreement (17).

Results

Twenty-five (35.7%) of the 70 patients were women. The mean age was 42 years.
The clinical and laboratory characteristics of the patients are shown in Table 1. Information
regarding the presence of obesity was available for 47 patients. Twenty-five (53.2%) of
these patients were obese and 22 (46.8%) were non-obese. Seventeen of the 25 obese
patients presented a BMI >30 and in the remaining eight cases only the clinical record of
obesity was available (BMI not calculated). Nineteen of the 22 non-obese subjects had a
BMI <30 and three were clinically described as non-obese.
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Information regarding the glycemic profile was obtained for 45 patients. Twelve
(26.6%) subjects were classified as type 2 diabetic or resistant to insulin. Glycemia vaues
were available for 10 of these patients and in the remaining two cases the physician
informed about the presence of DM/IR. Seventeen of the 70 patients presented criteria
fulfilling the classification of metabolic syndrome. The AST /ALT ratio was less than one
in 59 (84.2%) cases.

Abdominal ultrasound was compatible with discrete steatosis in four patients
(5.7%), with moderate steatosis in nine (12.9%), and with marked steatosis in 23 (32.9%).
Steatosis was classified as discrete/moderate in two cases (2.9%) and as moderate/marked
in seven (10%). Steatosis was not quantified in 21 exams and the liver showed normal
characteristics in one patient who clinically presented elevated AST and GGT levels.

The size of the biopsy specimens ranged from 0.9 to 3.6 cm, with a mean of 1.79
cm and a median of 1.8 cm. The number of fragments per case ranged from one to 12. The
samples presented a mean of 10.57 portal tracts and of 8.87 centrolobular veins, with a
minimum of five portal tracts and five centrolobular veins. These structures were not
counted in two cases classified as cirrhosis.

Table 2 summarizes the histological findings. In 46 (65.7%) cases, macrovesicular
steatosis was diffusely distributed, i.e., it was present in the three zones of the acinus. When
diffuse, moderate and marked steatosis predominated (36/46), but cases of discrete steatosis
(10/46) showing a diffuse distribution in the acinus were also observed. Steatosis was
restricted to zones 2 and 3 in 22 (31.4%) cases. The topography of steatosis was not
determined in two (2.9%) cases classified as cirrhosis.

Microvesicular steatosis was associated with mild steatosis in 13/29 (44.8%) cases,
with moderate steatosis in 14/23 (60.9%), and with marked steatosis in 15/18 (83.3%). In
addition, microvesicular steatosis was observed in 11/20 (55%) patients who presented no
associated lobular inflammatory activity.

Hepatocyte ballooning was found in the three zones in 43 (61.4%) cases and in
zones 2 and 3 in 25 (35.7%). The topography of ballooning was not evaluated in two cases
classified as cirrhosis.

The portal inflammatory infiltrate consisted of mononuclear cells in 58.8% of

biopsies and of mono- and polymorphonuclear neutrophils in 41.2%. Lobular
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inflammation, defined as present when the inflammatory focus contained
polymorphonuclear neutrophils, was detected in 50 cases (71.4%). The two patients
presenting marked activity corresponded to the cases of cirrhosis. No inflammatory foci
were identified in 20 samples (28.6%). Lipogranulomas were not considered as indicators
of inflammatory activity.

Thirty-one (62%) of the 50 patients classified as having NASH were males. NASH
was observed in 68.9% (31/45) of men and 76% (19/25) of women. The following patients
presented lobular inflammatory activity: 18 (72%) obese and eight (81.8%) non-obese
patients, 11 (57.9%) hypertensive and 34 (75.5%) non-hypertensive patients, six (50%)
DM/IR and 27 (81.8%) non-DM/IR patients, 20 (74%) patients with hypercholesterolemia
and 17 (65.4%) patients with normal total cholesterol levels, 16 (72.7%) patients with low
HDL levels and 17 (68%) patients with HDL levels within normal limits, and 22 (84.6%)
patients with hypertriglyceridemia and 20 (55.5%) patients with normal serum triglyceride
levels. Only six (35.3%) of the 17 patients with metabolic syndrome presented some degree
of fibrosis.

Mallory’ s hyaline was not detected in cases presenting only steatosisand in all cases
they were present there was some degree of fibrosis. Mallory’s bodies were frequently
detected in extremely ballooning cells.

Glycogenated nuclei were located in zone 1 in 23 (69.7%) samples and in zones 1, 2
and 3 in nine (27.3%). No topographic assessment was performed in one case (3%) of
cirrhosis. No significant association was observed between the occurrence of DM/IR and
glycogenated nuclei (X? = 0.89; P = 0.34).

Iron accumulation determined with Perls stain was absent in 44 (62.9%) biopsies.
Iron accumulation was detected in the cytoplasm of hepatocytes in four (5.7%) cases, in
Kupffer cells in six (8.6%) and in the two cell types in 12 (17.1%). In four cases the
material was not sufficient for the investigation of iron. Hepatic siderosis was classified as
grade 1 in 14 (87.5%) biopsies and as grade 2 in two (12.5%).

The weighted kappa test showed very good agreement for the diagnosis of
macrovesicular steatosis (Kyw = 0.82) and good agreement for the detection of lobular
inflammation (K = 0.68) and fibrosis (Ky = 0.73).



Discussion

A predominance of NASH among women was reported up to the 1990’'s. However,
more recent reports (18,19) have shown a similar frequency of NAFLD and NASH in both
genders. In the present investigation, 45 (64.3%) of the patients with NAFLD were men
and 31 (62%) of the 50 patients classified as having NASH were also males, confirming the
lack of a predominance among women as initially believed. Clark et a (20) observed a
higher tendency toward NAFDL among men compared to women in various age groups
and raised the possibility that female hormones may play a protective role since the
probability of NAFDL was higher among postmenopausal women compared to
premenopausal  women. In addition, postmenopausal women undergoing hormone
replacement therapy presented a lower probability of NAFDL. In the present study, the
prevalence of NASH was 76% (19/25) among women and 68.9% (31/45) among men. The
mean age at the time of diagnosis of NAFDL was 42 years, an age dightly younger than
that reported in the literature (5,9,19-22). However, women were on average almost a
decade older (47.2 years) than men (40.4 years) and presented a greater tendency toward
inflammation. Thus, the increased tendency toward steatohepatitis in the female gender
might be explained by the lack of the protective role of hormones suggested by Clark et al
(20).

The prevalence of obese patients was 53.2% (25/47), the prevalence of diabetic
patients was 26.6% (12/45) and the prevaence of patients with hypertriglyceridemia was
59.1% (26/44). In the literature, a prevalence of 45 to 95% has been reported for obesity, of
22 to 55% for diabetes and of 67-68% for hypertriglyceridemia (5,9,19-22). Arterial
hypertension was diagnosed in 29.7% (19/64) of the present cases, a rate Situated between
the 15% reported by Ludwig et a (5) and the 36% reported by Adams et a (18). Despite
the large number of losses, the rates observed here for diabetes, obesity and systemic
arterial  hypertension agree with literature data. The same was not observed for
hypertriglyceridemia whose prevalence was below reported values. Adams et a (18)
observed low serum HDL levelsin 33% (117/359) of cases, a percentage lower than that
found in the present study which was 46.8% (22/47). However, only 84 cases of the sample
of 435 patients were biopsied (18), and no histological confirmation of NAFDL was
therefore obtained. Regarding serum total cholesterol, few detailed studies are available.
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Ludwig et a (5) observed hypercholesterolemiain 36% of patients with NASH, in contrast
to the 51% found in the present study. Matteoni et a (9) showed that patients with NAFDL
present on average cholesterol levels above those considered to be acceptable, irrespective
of the severity of the disease. In summary, the metabolic syndrome component most
frequently associated with NAFLD was hypertriglyceridemia, followed by obesity. DM/IR
was the least commonly associated condition, although insulin resistance is considered to
be a basic alteration of the disease. Only 17 (24.3%) of the 70 patients met criteria for the
classification of metabolic syndrome. This finding shows that NAFLD should be included
in the diagnostic hypothesis even in the absence of criteria for metabolic syndrome, since
euglycemic and lean patients without dyslipidemias may present some form of NAFLD.
Researchers have been warning since 1994 (19) that the group affected by this liver disease
is much larger than the group of middle-aged obese women originally described in 1989
(5).

As expected, most patients (59, 84.2%) showed an AST/ALT ratio of less than one.
The 11 cases with aratio >1 were classified histologically as shown in Table 3. Three of
the four cases with a ratio higher than 1.4 had at least moderate fibrosis, a finding
indicating more severe disease as reported by Falck-Ytter et a (23). Case 64 presented an
AST/ALT ratio of 1.6 but only had marked steatosis in the absence of fibrosis or
inflammatory activity. Bacon et a (19) reported an AST/ALT ratio > 1 in three patients but
only two presented cirrhosis, with no explanation being provided for the altered ratio in the
third case. On the basis of the available data, we do not know the reason for the elevated
AST/ALT ratio in case 64. The other atered values were close to one and may not reflect a
trueincrease in the AST/ALT ratio.

The classification for NASH proposed by Brunt et a (3) was chosen since it is the
first and most widely used international classification system. The classification system
described by the Cleveland group in the original articles of Younossi et a (8) and Matteoni
et a (9) does not clarify whether inflammation is present in category 3 (steatosis +
ballooning). In addition, different interpretations as to which categories correspond to
steatohepatitis have been reported. Siqueira et a (24), Cotrim et a (25), Falck-Ytter et al
(23) and Youssef & McCullough (26) only considered categories 3 and 4 as NASH,
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whereas Contos & Sanya (27) regarded categories 2 to 4 as representative of
steatohepatitis.

Discrete macrovesicular steatosis was the most common ateration (41.4%),
followed by the moderate (34.3%) and marked forms (24.3%), with the three categories
showing a more or less homogenous distribution. Steatosis was classified as occurring at
zones 2 and 3 or al three zones (panacinar). This was done because no clear limits exist
between the acinar zones and aterations are invariably observed in zone 2 but at a lower
frequency. This distribution is comparable to that reported by other investigators (13,14)
who only cited zone 3 as the most affected. In the present study, the distribution was diffuse
in more than half the cases (65.7%), with no preference for a specific zone. When diffuse,
moderate and marked steatosis predominated (36/46), but a diffuse distribution in the
acinus was aso observed for cases exhibiting discrete steatosis. Most of the 22 cases
(18/22, 81.2%) in which steatosis was restricted to zones 2 and 3 presented discrete
steatosis. In the remaining four (18.2%) biopsies steatosis was classified as moderate.
Steatosis could not be marked since zones 2 and 3 correspond to only 66% of the acinus.

The association with microvesicular steatosis was highly frequent, being observed
in 60% of cases. In the literature, this association ranges from 34.1% (28) to 59% (29).
Mendler et a (10) also observed macro- and microvesicular steatosis in most cases. Brunt
(14) reported that microvesicular steatosis generaly occurs in more severe cases. In the
present study, microvesicular steatosis was observed in 83.3% of cases of marked
macrovesicular steatosis but was also present in cases of discrete (44.8%) and moderate
(60.9%) steatosis. Microvesicular steatosis was also observed in cases of steatosis in the
absence of lobular inflammatory activity. Despite a different pathogenesis (30), both types
of steatosis seem to be present from the onset of NAFLD.

With respect to the use of steatosis grades in the grading of NASH, we agree with
Mendler et d (10) who omitted the steatosis from their score stating that steatosis is only
used to establish the diagnosis of NAFLD but is not correlated with the degree of
steatohepatitis. Brunt et al (3) defined that in discrete NASH (grade 1) steatosis might be
moderate at most and that in marked NASH (grade 3) steatosis predominantly affects more
than 66% of hepatocytes. We observed 12 cases of discrete NASH (grade 1) associated
with marked steatosis. In addition, one case of marked NASH (grade 3) presented discrete
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steatosis. Thus, 13 (18.5%) cases did not meet the classification criteria of Brunt et a (3).
Furthermore, severa reports have shown that steatosis tends to decrease with progression
of the disease (31) and might be absent in advanced cases of cirrhosis. It would thus be a
contradiction to say that marked NASH can only occur with severe steatosis.

Hepatocyte ballooning was observed in 100% of the samples. However, the finding
of ballooning alone does not indicate a diagnosis of NASH. This dteration is a
morphological manifestation of cell damage and occurs in response to the most variable
injuries, thus being a nonspecific lesion. In the present study, ballooning was also identified
in cases presenting only steatosis, a finding supporting its importance as a basic lesion of
NAFLD and not only related to NASH. Balooning was classified as occasional and
frequent, but great difficulties in grading this alteration were encountered during the study
since this subclassification is extremely subjective. Since the minimal criteria of NASH
include ballooning (4,14,29) the determination of its presence would be sufficient.

The observation of discrete lobular inflammation in 61.4% (43/70) of the samples
supports the concept that discrete inflammation is present in most cases of NASH (14).
Studies have reported a prevalence of inflammation ranging from 25% (32) to 97% (29),
with the rate of 71.4% (50/70) being within the reported range. Lobular inflammation as
described by Brunt et a (3) was the only parameter used to grade NASH, with discrete
inflammation corresponding to discrete NASH (grade 1) and so on. Steatosis and
hepatocyte balooning are fundamental for the diagnosis of NASH but are present at
variable degrees. Thus, the presence of these two parameters is obligatory but their
quantification does not influence NASH grading.

Lipogranulomas, Mallory’s hyaline, apoptosis or glycogenated nuclei are not
considered to be fundamental for the classification of NASH and will not be discussed.

Picrosirius staining revealed the same intensity of fibrosis as observed with
Masson/Gomori’s trichrome in al cases. Thus, the latter staining method is appropriate for
routine use in the study of NAFLD since it does not underestimate fibrosis (4).

Some modifications were introduced in the classification of Brunt et a (3) regarding
the staging of fibrosis since this system includes focal and extensive aterations in the same
category, with a biopsy showing focal septal fibrosis being classified as the same stage as a
biopsy presenting extensive septal fibrosis. One of the characteristics of NASH isits pattern
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of fibrosisin zone 3, which istypical (3,14). However, the staging system of Brunt et a (3)
classifies cases presenting focal or extensive periportal fibrosis as stage 2, which seems
incongruent. We therefore modified the original staging and adopted the system described
in the Materials and Methods section.

When present, fibrosis was discrete in most cases (17.1%). A prevalence ranging
from 18% (18) to 38.7% (21) has been reported in the literature. Cirrhosis was rare (2.9%),
with studies reporting a prevalence of 0 (4) to 26% (29). Most cases were classified as stage
1, i.e, fibrosis predominated in zone 3 (perivenular) where steatosis and ballooning were
concentrated. This finding suggests that fibrosis arises as a consequence of injuries that
occur in this area. Fibrosis tends to show a slow progression (18), a fact that also explains
the finding of alarger number of cases with stage 1 fibrosis.

The weighted kappa test showed excellent results, with very good agreement for the
diagnosis of macrovesicular steatosis (Kw = 0.82) and good agreement for the diagnosis of
lobular inflammation (Kw = 0.68) and fibrosis (Kw = 0.73). Similar to the literature,
inflammation was the variable that showed the largest disagreement (8,10,11). Most of the
present results were better than those reported in the literature (8,10,11). This observation
might be explained by the fact that the two pathologists analyzing the slides work together
and are constantly engaged in clinical-pathological discussions. However, one criticism
might be made: if inflammation is the variable showing the lowest agreement, can it be
used as the main parameter for the definition of NASH grade? We observed that well-
trained pathol ogists obtained agreement in 68% of cases. The Gleason system, which is the
most widely used for grading prostate cancer, shows a kappa index ranging from 0.47 to
0.64 (34). Nevertheless, this system is widely used. We therefore believe that, as done in
the prostate, NASH can be graded with relative safety by trained pathol ogists.
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Conclusion

The communication between the clinician and pathologist is essentia for the
diagnosis of any form of NAFLD, and the anatomopathological requests should contain as
many clinical-laboratory data as possible.

NAFLD comprises a spectrum of lesions (steatosis, NASH, fibrosig/cirrhosis), with
discrete NASH (grade 1) being present in most cases. The determinant component for the
grading of NASH was lobular inflammatory activity, characterized by a mixed
inflammatory infiltrate consisting of lymphocytes and mainly neutrophils, which was
quantified according to the classification of Brunt et a (3). It is of the utmost importance
that a grading system for NASH includes minimal criteria for establishment of the
diagnosis, such as the presence of macrovesicular steatosis, hepatocyte ballooning and
mixed lobular inflammatory foci. The classification of Brunt et al (3) meets these criteria.
When fibrosis is present in NASH, it is generally discrete and the growing deposition of
collagen in zone 3 accompanied by septum formation determinesits stage.

The classification of Brunt et al (3), initially developed for NASH and used in the
present study with some modifications, can be applied to the diagnosis not only of NASH
but also of NAFLD as a whole. This classification system, with the modifications
introduced in the present study, can easily be applied in the daily practice of pathologists
and is useful for the diagnosis of mild forms of NASH, showing very good interobserver
agreement for macrovesicular steatosis and good agreement for inflammatory activity and
fibrosis stage. Since the method is reliable for this diagnosis, its dissemination among

pathologists is recommended.
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Table 1 Available clinical and laboratory findings of the 70 cases studied

Clinical/laboratory finding Number of Mean Range Number of cases with
cases altered values (%)
BMI (kg/m?) 36 29.74 20.2- 432 17 (56.6)
AST (UN) 63 48.55 16 - 198 31 (49.2)
ALT(U/I) 65 75.92 10 - 289 49 (75.4)
GGT (UN) 59 117.07 12 - 574 42 (71.2)
Fasting glycemia (mg/dl) 43 102.93 74 - 230 10(23.3)
Tota cholesterol (mg/dl) 53 203.73 100 - 327 27 (51.0)
HDL (mg/dI) 47 45.28 26-73.7 22 (46.8)
Triglycerides (mg/dl) 44 189.73 46 - 697 26 (59.1)




Table 2 Results of the histological analysis of the 70 liver biopsies
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Variable

Absolute number

%

Macrovesicular steatosis

Microvesicular steatosis

Hepatocyte ballooning

Portal inflammation

Lobular inflammation

Lipogranulomas
Madllory’s hyaline
Apoptosis
Glycogenated nuclei

Lipofuscin
Fibrosis

discrete
moderate
marked
present
occasional
frequent
absent
discrete
moderate
discrete
moderate
marked
present
present
present
occasional
frequent
present
absent
discrete
moderate
marked
cirrhosis

29
24
17
42
39
31
34
31
3

43

25
10
17
18
15
45
47
12

41.4
34.3
24.3
60
55.7
44.3
48.6
44.3
4.3
61.4
7.1
29
35.7
14.3
24.3
25.7
214
64.3
67.1
17.1
10
29
29




Table 3 AST/ALT ratio and the respective histologica findings

Case AST/ALT Macrovesicular Inflammatory Fibrosis stage
number ratio steatosis activity

15 112 1 0 0
17 1.17 1 0 0
22 1.40 1 1 3
26 141 1 3 4
28 1.66 2 2 2
34 1.10 2 0 0
40 1.17 3 2 2
49 1.09 2 1 0
50 1.03 1 0 0
64 1.60 3 0 0
68 1.09 3 1 0
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diagnosis of the disease and is the only method able to differentiate nonalcoholic
steatohepatitis from simple steatosis, to grade Inflammation and to stage fibrosis.
Herein, we analyzed the histopathological findings of liver blopsies and
interabserver agreement In the histological evaluation of cases with a histologtcal
diagnosis of steatosis or steatohepatitis, with or without fibrosis and with no
history of alcohol abuse In the exam request, with emphasis on the establishment
of minimal criteria for the diagnosis of nonalcoholic steatohepatitis. Seventy
needle biopsies were analyzed according to Brunt et al (1999), with modifications,
and clinical data of the patients were collected. Discrete nonalcoholic
teatohepatitis (grade 1) was the most common form. If fibrosis was detected,
tage 1 was the most frequent. Only two cases of cirrhosis were identified.
Interobserver agreement was very good for macrovesicular steatosis (KW = 0,82)
and good for lobular inflammation (KW = 0,68) and fibrosis (KW = 0,73). The
lassification of Brunt et al (1999), with the modifications introduced here, can be
applied to the diagnosis not only of nonalcoholic steatohepatitis but also of
nonalcoholic fatty liver disease, representing a rellable method for use in the daily
ractice of pathologists.

Keywords ][nonalcohollc fatty liver disease, nonalcohalic steatohepatitis, steatasis
|[Dual Publication ||

[Duatity of Tnterest [INo

|[Contributing Author Notification|[CKE

Abstract

'es and tables.

To simplify tha handling of your paper, we create a merged POF containing your ma
Editors and/or Reviewers will also be able te look at the individual PDF files if neces

ipt article, fig

Use the Sequence Number column below to select the arder in which these files should be presented to the Editor, All



97

tracking system home author instructions reviewer instructions | i1 halp | tips | logout journal home

Your manuscript has been submitted. (MP-2006-0731).

Thank you. You have accepted the manuscript.

Home Page for Dr. Cynthia Koeppel Berenstein

Author Tasks
Author Instructions
Submit Manuscript

E]Llie_rimuscﬂmuu

General Tasks

Modify Unavallability Dates
Maodify Profile/Password
Knowledge Base/Help

Logout

ﬁeJournalPress

tracking system home | author instructions | reviewer instructions | help | tips | logout | journal home

terms of use



98



99





