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RESUMO

A esteatose hepatica metabdlica (EHM) acomete cerca de 30% da populagdo mundial e mais
de 60% dos individuos com diabetes mellitus tipo 2 (DM2), representando causa crescente de
morbimortalidade hepética e cardiovascular. Em populag¢des miscigenadas, como a brasileira,
os determinantes metabolicos e gendomicos da fibrose hepatica ainda nao estdo completamente
esclarecidos, o que dificulta a estratificagdo de risco e a adocao de estratégias personalizadas
de manejo. Os objetivos foram investigar os fatores clinicos, laboratoriais € genomicos
associados a fibrose hepatica em pacientes com DM2 e EHM atendidos em um servigo de
referéncia em endocrinologia no Nordeste do Brasil, e avaliar a acuracia de métodos ndo
invasivos para detec¢do de fibrose avangada. Foi um estudo transversal conduzido entre julho
de 2022 e fevereiro de 2024, com adultos portadores de DM?2 e diagnostico confirmado de EHM
por elastografia transitoria (FibroScan®). A pesquisa foi estruturada em dois eixos: o primeiro
eixo analisou 240 pacientes, avaliando fatores clinico-epidemioldgicos e laboratoriais
associados a fibrose hepatica e o desempenho dos testes ndo invasivos FIB-4 ¢ MAF-5; o
segundo eixo avaliou 212 pacientes para investigar a associagdo entre ancestralidade gendmica
(europeia, africana e nativo-americana) e a gravidade da fibrose e da esteatose hepatica, com
base em marcadores informativos de ancestralidade e dados obtidos pela elastografia transitoria
No primeiro capitulo, o sexo feminino (OR ajustada = 2,69; p = 0,005), a obesidade (OR
ajustada = 2,23; p = 0,009) e niveis elevados de AST, ALT e GGT foram independentemente
associados a presenga de fibrose hepatica, mesmo apods ajustes multivariados. Os escores FIB-
4 ¢ MAF-5 apresentaram boa acuracia na predi¢ao de fibrose significativa, demonstrando
utilidade clinica em contextos com recursos limitados. No segundo capitulo, a ancestralidade
europeia predominou (56,5%), seguida da africana (26,0%) e da nativo-americana (17,5%).
Nao foram observadas associacdes estatisticamente significativas entre a ancestralidade
gendmica e a gravidade da fibrose ou da esteatose hepatica (p > 0,05). Esses achados reforgam
que a disfuncdo metabolica, particularmente obesidade e dislipidemia, ¢ o principal
determinante da progressao da doenga hepatica, independentemente da composi¢ao gendmica
individual em populagdes altamente miscigenadas. Em adultos com DM2 e EHM, a gravidade
da fibrose hepatica ¢ determinada predominantemente por fatores metabdlicos independentes
da ancestralidade genomica. O uso de testes ndo invasivos, como o FIB-4, mostrou-se eficaz
para a triagem de fibrose avancada em cenarios de satide publica, enquanto a analise gendmica
ndo indicou influéncia da ancestralidade no curso da doenga. Esses resultados reforcam a
importancia do controle metabolico rigoroso ¢ da abordagem clinica integrada no manejo da
EHM em pacientes diabéticos.

Palavras-chave: Esteatose Hepatica Metabolica; Diabetes Mellitus Tipo 2; Fibrose Hepatica;
Elastografia; Testes Nao Invasivos; Ancestralidade Genomica; Disfun¢do Metabolica.
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ABSTRACT

Metabolic dysfunction—associated steatotic liver disease (MASLD) affects approximately 30%
of the global population and more than 60% of individuals with type 2 diabetes mellitus
(T2DM), representing an increasingly significant cause of hepatic and cardiovascular morbidity
and mortality. In highly admixed populations, such as the Brazilian population, the metabolic
and genomic determinants of liver fibrosis remain insufficiently understood, hindering risk
stratification and the implementation of personalized management strategies. This study aimed
to investigate the clinical, laboratory, and genomic factors associated with liver fibrosis in
patients with T2DM and MASLD receiving care at a referral endocrinology center in
Northeastern Brazil, and to assess the accuracy of noninvasive methods for the detection of
advanced fibrosis. This was a cross-sectional study conducted between July 2022 and February
2024 in adults with T2DM and confirmed diagnosis of MASLD by transient elastography
(FibroScan®). The research was structured into two components: the first included 240 patients
and evaluated clinical-epidemiological and laboratory factors associated with liver fibrosis, as
well as the performance of the FIB-4 and MAF-5 noninvasive tests; the second component
analyzed 212 patients to investigate the association between genomic ancestry (European,
African, and Native American) and the severity of liver fibrosis and steatosis, based on
ancestry-informative markers and transient elastography parameters. In the first component,
female sex (adjusted OR = 2.69; p = 0.005), obesity (adjusted OR = 2.23; p = 0.009), and
elevated AST, ALT, and GGT levels were independently associated with the presence of liver
fibrosis, even after multivariable adjustments. The FIB-4 and MAF-5 scores demonstrated good
accuracy in predicting significant fibrosis, confirming their clinical utility in resource-limited
settings. In the second component, European ancestry predominated (56.5%), followed by
African (26.0%) and Native American (17.5%) ancestry. No statistically significant
associations were observed between genomic ancestry and the severity of liver fibrosis or
steatosis (p > 0.05). These findings reinforce that metabolic dysfunction, particularly obesity
and dyslipidemia, is the major driver of liver disease progression, regardless of individual
genomic background in highly admixed populations. In adults with T2DM and MASLD, the
severity of liver fibrosis is predominantly determined by metabolic factors independent of
genomic ancestry. The use of noninvasive tests such as FIB-4 proved effective for the screening
of advanced fibrosis in public health settings, whereas genomic analysis did not indicate a
meaningful influence of ancestry on disease course. These results emphasize the importance of
stringent metabolic control and an integrated clinical approach in the management of MASLD
in individuals with diabetes.

Keywords: Metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease; Type 2 diabetes mellitus;

Hepatic fibrosis; Transient elastography; Noninvasive tests; Genomic ancestry; Metabolic
dysfunction.
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1. INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) ¢ uma condi¢do metabdlica que compromete o
metabolismo de carboidratos, gorduras e proteinas, resultante da auséncia ou reducdo na
secrecdo de insulina ou da diminui¢do da sensibilidade dos tecidos a insulina, caracterizando-
se por hiperglicemia cronica (SBD, 2007; SAMSON et al., 2023). O desenvolvimento do DM?2
envolve fatores hereditarios e ambientais que podem modular a expressao génica, e influenciam
o metabolismo energético, favorecendo o excesso de peso corporal. Quando a capacidade de
expansdo do tecido adiposo subcutaneo ¢ excedida, ocorre uma redistribui¢do dos lipideos,
resultando na deposi¢ao de gordura visceral e ectopica, e este processo contribui para o
desenvolvimento de resisténcia a insulina (RI) e disfungdes metabodlicas associadas (GODOY -
MATOS; JUNIOR; VALERIO, 2020).

O acumulo de acidos graxos livres (AGLs) em tecidos ndo adiposos, como figado,
musculos esqueléticos e pancreas, desencadeia a lipotoxicidade, RI, hipertrigliceridemia,
estresse oxidativo, disfun¢ao mitocondrial, apoptose e outras disfun¢des metabolicas. A RI, por
sua vez, reduz a capta¢do de glicose pelo musculo, favorece a esteatose hepatica metabolica
(EHM) e compromete as células  pancredticas, levando a disfungdo secretora, o que causa
hiperglicemia e desencadeia o quadro de diabetes (PERRY et al., 2014; GODOY-MATOS;
JUNIOR; VALERIO, 2020). Evidéncias robustas indicam uma relago bidirecional entre EHM
e DM2, sendo a progressio da EHM intimamente relacionada com RI e DM2
(GASTALDELLI; CUSI, 2019). Em pacientes com DM2, a RI e a lipotoxicidade agravam a
EHM. Evidéncias indicam que esses mecanismos elevam para mais de 60% a prevaléncia de
esteatose hepatica entre pacientes diabéticos em comparagdo a populacdo ndo diabética
(GASTALDELLI; CUSI, 2019; PERRY et al., 2014).

A EHM constitui a principal causa de doenga hepatica cronica globalmente (GARVEY
etal.,2016; LAZARUS et al., 2024). Esta condi¢ao manifesta-se em individuos sem historico
de consumo significativo de alcool ou outras hepatopatias identificaveis (CUSI, 2020; XU et
al., 2022). O espectro clinico da EHM abrange desde a esteatose simples, >5% de gordura
hepatica evidenciada por histologia, até casos severos de esteatohepatite (MASH),
caracterizados histologicamente pela coexisténcia de esteatose hepatica e inflamagdo
hepatocelular (SHEKA et al., 2020; BYRNE; TARGHER, 2022; HUH; CHO; NAM, 2022;
QUEK et al.,2023; RINELLA et al., 2023; RINELLA; SOOKOIAN, 2024). A progressao para

16



fibrose clinicamente significativa (>F2) estd vinculada a pior prognostico, com maior risco de
cirrose, carcinoma hepatocelular (CHC) e mortalidade hepatica (YOUNOSSI et al., 2019).

Estima-se que entre 20% e 30% dos pacientes com EHM progridem de esteatose simples
para MASH, o que acarreta um risco aumentado de evolugdo para cirrose ou CHC, elevando
substancialmente a mortalidade por causa hepatica (ESLAM et al., 2020; AIMERA et al., 2023;
MIAO et al.,2024). Além disso, a EHM esta frequentemente associada a disturbios metabolicos
e cardiovasculares, como DM2, obesidade, Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) e
dislipidemia, sendo recentemente reconhecida como a manifestacdo hepatica da sindrome
metabolica (WATT et al., 2019; GANCHEVA; RODEN.; CASTERA, 2024; KIM et al., 2024;
SMITH et al., 2024).

Apesar da ampla variag@o na prevaléncia entre estudos, uma metanalise conduzida nos
Estados Unidos (EUA) evidenciou a maior prevaléncia de EHM entre individuos de
ascendéncia europeia € uma menor prevaléncia entre individuos negros (RICH et al., 2018). No
entanto, ainda sdo escassas as investigagoes em populagdes altamente miscigenadas. Em 2021,
De Sousa Azulay et al. demonstraram que a populacdo maranhense apresenta cerca de 50% de
ancestralidade europeia, com percentuais semelhantes de ascendéncia africana e nativa
americana (~25% cada), contrastando com a média nacional (68,1% europeus, 19,6% de
africanos e 11,6% de nativos americanos) (DE SOUSA AZULAY et al.,, 2021). Essas
particularidades genéticas reforcam a necessidade de estudos regionais que considerem a
heterogeneidade populacional do Brasil, a fim de aprimorar a compreensdo dos fatores de risco
e das manifestagdes clinicas em diferentes contextos demograficos.

Diversos métodos tém sido empregados para o rastreio da fibrose hepatica, incluindo
exames laboratoriais, de imagem e bidpsia hepatica (RINELLA et al., 2023). Destacam-se os
escores nao invasivos, como o indice de fibrose FIB-4 e o escore de fibrose (NAFLD score),
que, quando elevados, estdo associados a um maior risco de mortalidade (BELFORT-
DEAGUIAR; LOMONACO; CUSI, 2023; LOPEZ TORREZ et al., 2024).

A rigidez hepatica pode ser estimada por meio da elastografia transitéria (ET) utilizando
o dispositivo FibroScan®, que avalia a elasticidade tecidual e € a técnica mais consolidada na
detecgdo de fibrose hepatica. No entanto, sua acuracia ¢ reduzida em pacientes obesos ou com
ascite (CARNAUBA JUNIOR et al., 2020; CIARDULLO; MONTI; PERSEGHIN, 2021).

Os pacientes com DM2 apresentam um risco aumentado de EHM, além de uma maior

taxa de progressao para cirrose € mortalidade em comparacdo com individuos ndo diabéticos
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(YOUNOSSI et al., 2019). A RI, caracteristica central do DM2, intensifica a fibrose hepatica e
pode justificar a evolugdo mais agressiva da esteatose nessa populacdo. O principal desafio
clinico ¢ identificar os pacientes com fibrose significativa (estagio > F2), que apresentam um
risco elevado de complicacdes hepaticas e exigem avaliacdo especializada (CUSI, 2020).

Apesar do crescente reconhecimento da necessidade de monitoramento de EHM em
pacientes com DM2, ha uma escassez de estudos dedicados exclusivamente a essa populagao.
Considerando a frequéncia de comorbidades e o uso de multiplas medicagdes nesses pacientes,
recomenda-se uma abordagem multidisciplinar para o diagndstico precoce e a prevencdo de
complicacdes hepaticas e cardiovasculares (ROULOT et al, 2017, POWELL; WONG;
RINELLA, 2021; EASL et al., 2023).

Este estudo tem como objetivos descrever as caracteristicas clinico-epidemiologicas de
pacientes com DM2 e EHM em um servico de referéncia; estimar os graus de fibrose hepatica
por meio da ET (FibroScan®); e identificar fatores associados a progressdo acentuada da
doenca. E avaliar a concordincia entre testes ndo invasivos de fibrose hepatica, focando na
comparacdo entre escores clinicos ¢ ET na identificagao de estagios avancados de fibrose e

verificar a associacdo de fibrose hepatica com ancestralidade genomica.

1.1 Justificativa

A associacdo entre DM2 e EHM constitui uma significativa causa de morbimortalidade
global e no Brasil (CAVALCANTE et al., 2015; STEFAN; CUSI, 2022). Considerando a
elevada prevaléncia de ambas as condi¢des e sua interdependéncia fisiopatoldgica, € essencial
implementar estratégias robustas de triagem, diagndstico precoce e estratificacao de risco para
evitar a progressao da EHM a estagios como a MASH e mitigar as complica¢des hepaticas
(ISAACS, 2023). Estudos que identifiquem determinantes da variacdo na progressiao e
gravidade da fibrose hepatica em individuos diabéticos sdo, portanto, muito importantes para
aprimorar intervengdes clinicas, minimizar desfechos adversos e fortalecer iniciativas de
prevencdo e educacao em saude.

Adicionalmente, observa-se uma escassez de pesquisas nacionais focadas na populagao
com DM2 e EHM. Este estudo visa contribuir para o preenchimento dessa lacuna, ao analisar
uma populagdo caracterizada por elevada miscigenagao racial, um fator que pode influenciar a
expressao clinica e a progressao dessas enfermidades. A analise de dados em uma populacao

tdo diversa pode gerar evidéncias que contrastem com os achados de estudos internacionais
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realizados em grupos etnicamente homogéneos, oferecendo subsidios relevantes para praticas

clinicas mais sensiveis ao contexto genético e sociocultural brasileiro.

1.2 Hipotese

O presente estudo parte da premissa de que a prevaléncia de fibrose hepatica avancada,
avaliada por Elastografia Transitéria (FibroScan®), ¢ elevada em pacientes com DM2 e EHM
em um contexto de alta miscigenagdo racial. Investiga-se a hipdtese de que fatores clinicos,
metabolicos e de ancestralidade gendmica influenciam a progressao da doenca e se associam a

graus mais elevados de fibrose.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Historico e Mudanca da Nomenclatura

Em 1980, Ludwig et al. descreveram pela primeira vez a esteato-hepatite ndo alcoolica
em um relatorio da Mayo Clinic (Figura 1), envolvendo vinte pacientes, em sua maioria obesos
e diabéticos, cuja histologia hepatica apresentava balonizagdo hepatocelular, esteatose
macrovesicular e infiltrado inflamatdrio, apesar da auséncia de consumo significativo de alcool
(<30 g/dia em homens e <20 g/dia em mulheres) (LUDWIG et al., 1980; GOFTON et al., 2022;
AASLD; EASL; ALEH, 2023).

Figura 1 — Publica¢des anuais sobre NAFLD/MASLD (1980-2023)

2023 - MASLD Nomenclature
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.. 6000— | First NAFLD Publication
b
> =
5 4000 —
a /
2
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© 1 Institution (Mayo Clinic)
L2 ) 4 Authors
)
S 20 T 56 Countries
a 0 r . I . . , . ; . 236 Contributors
1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015 2020 7 Societies

Year

Fonte: Adaptado de AASLD, EASL e ALEH, 2023; LUDWIG et al., 1980

Essa condigdo, inicialmente denominada Doenca Hepatica Gordurosa Nao Alcodlica
(DHGNA), caracteriza-se pelo acumulo excessivo de gordura no figado, na auséncia de causas
secundarias, ou seja, de outras hepatopatias identificaveis (SBH, 2015; SERFATY, 2018;
EASL et al., 2024).
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Nas décadas seguintes, o espectro histologico da DHGNA expandiu-se para abranger
desde a esteatose simples até a esteato-hepatite nido alcodlica (NASH), com potencial
progressao para fibrose, cirrose e CHC (SHEKA et al., 2020; KANWAL et al., 2021). Nesse
periodo, avancos significativos ocorreram na compreensdao de sua etiologia, patogénese,
diagnostico menos invasivo e estratégias terapéuticas (CUSI, 2020; MARJOT et al., 2020).
Diretrizes e consensos multidisciplinares recentes reforcam a necessidade de ampliar a
conscientizagdo sobre a crescente prevaléncia da doenca, especialmente entre individuos com
DM?2 e obesidade, devido ao seu expressivo impacto na morbimortalidade hepatica e sist€émica
(ABEYSEKERA et al., 2024).

Em 2020, propds-se substituir a definicdo baseada em exclusdo por uma abordagem
afirmativa, introduzindo o termo Doenca Hepatica Gordurosa Associada a Disfungdo
Metabolica (MAFLD). Essa nova designagao define a condi¢do pela presenca de esteatose
hepética associada a sobrepeso/obesidade, DM2 ou evidéncia de disfuncdo metabdlica
(ESLAM et al., 2020; GOFTON et al., 2020).

Posteriormente, em 2023, sociedades meédicas internacionais propuseram o termo
Metabolic dysfunction-Associated Steatotic Liver Disease (MASLD) ou Esteatose Hepatica
Metabolica (EHM) com o objetivo de reforcar o carater metabolico da doenga e evitar estigmas
associados ao termo anterior. O diagnodstico passou a ser estabelecido de forma afirmativa, com
base na presenca de esteatose hepatica associada a fatores de risco cardiometabolicos
(RINELLA; SOOKOIAN, 2024; ABEYSEKERA et al., 2024; SILVA JUNIOR et al., 2024).

Conforme ilustrado na Figura 2 e 3.
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Figura 2 — Fluxograma de classificacio dos subtipos de EHM

Steatotic Liver Disease
(Hepatic steatosis identified by imaging or biopsy)

A 4

Does the patient meet any of
the cardiometabolic criteria?*

!

Yes

Are there any other causes of steatosis?

Are there any other causes of steatosis?

No Yes No Yes
v v v v
Metabolic Dysfunction Other specific
Associated Steatotic MetALD or other c ic SLD** aetiology SLD
Liver Disease combination aetiology ryptogenic S (e.g. ALD, DILI,
(MASLD) Monogenic diseases)

Fonte: Adaptado de Fachry et al., 2023. AASLD/EASL/EASD Clinical Practice Guidelines for

Steatotic Liver Disease, Journal of Hepatology, 2023.

Legenda: MetALD : Metabolic Associated Liver Disease with Alcohol Intake

SLD: Steatotic Liver Disease
ALD: Alcohol-related Liver Disease

DILI: Drug-Induced Liver Injury

21



Figura 3 — Critérios cardiometabolicos em adultos para diagndstico de MASLD (pelo

menos um de cinco)

Adult Criteria

At least 1 out of 5:

[ ] BMI 225 kg/m?[23 Asia] OR WC > 94 cm (M) 80 cm
(F) OR ethnicity adjusted equivalent

| | Fasting serum glucose = 5.6 mmol/L [100 mg/dL] OR
2-hour post-load glucose levels 2 7.8 mmol/L
[2140 mg/dL] OR HbA1c 2 5.7% [39 mmol/L] OR
type 2 diabetes OR treatment for type 2 diabetes

[ ] Blood pressure 2 130/85 mmHg OR specific
antihypertensive drug treatment

[ ] Plasma triglycerides = 1.70 mmol/L [150 mg/dL] OR
lipid lowering treatment

D Plasma HDL-cholesterol < 1.0 mmol/L [40 mg/dL] (M)
and £ 1.3 mmol/L [50 mg/dL] (F) OR lipid lowering
treatment

Fonte: Adaptado de Younossi et al., 2023 MASLD Nomenclature and Definition: Expert
Consensus Statement, Hepatology, 2023.
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Histologicamente, a EHM caracteriza-se pela presenca de triglicerideos em mais de 5%
dos hepatécitos, podendo ocorrer com ou sem MASH (Metabolic dysfunction-Associated
Steatohepatitis). A forma MASH inclui inflamag¢do lobular, balonamento hepatocelular e
necrose, podendo evoluir de maneira ndo linear para fibrose, cirrose ¢ CHC (CUSI, 2020;
KANWAL et al., 2021; RINELLA et al., 2023; HAGSTROM et al., 2024).

Para individuos que consomem 4&lcool em quantidades acima de 140 g/semana
(mulheres) ou 210 g/semana (homens), definiu-se a categoria MetALD (Metabolic dysfunction—
associated and alcohol-related liver disease), associada a pior prognostico quando comparada
a MASLD (RINELLA et al., 2023; CIARDULLO et al., 2024).

Estudos recentes indicam que mais de 99% dos casos anteriormente classificados como
DHGNA preenchem os critérios de EHM, confirmando a relevancia clinica e epidemioldgica
da nova nomenclatura para o manejo e a estratificacio de risco da doenca (HAGSTROM et al.,

2024; EASL, EASD e EASO, 2024). Conforme sintetizado no Quadro 1.

Quadro 1 — Avancgos da terminologia da esteatose hepatica metabdlica e definicao

Acumulo excessivo de gordura no figado, sem

(NAFP].)) DHGNA . consumo significativo de alcool (<30 g/dia
Doencga Hepatica Gordurosa Nao .
1 homens, <20 g/dia mulheres) e sem outras
Alcoolica ”
causas de doenga hepatica.
Forma inflamatéoria da DHGNA, com
NASH balonizacao hepatocelular, esteatose
Esteato-hepatite Nao Alcodlica macrovesicular e infiltrado inflamatério; pode
evoluir para fibrose, cirrose ¢ CHC.
MAFLD Diagnostico afirmativo baseado na presenca de

esteatose hepatica + sobrepeso/obesidade, DM2
ou evidéncia de disfungdo metabdlica,
substituindo a defini¢do por exclusdo.

Doenga Hepéatica Gordurosa Associada a
Disfun¢ao Metabolica

MASLD / EHM
Metabolic Associated Steatotic Liver
Disease / Esteatose Hepatica Metabdlica

Enfase no carater metabdlico da doenga;
diagnostico afirmativo baseado em esteatose +
fatores de risco cardiometabolicos.
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Forma inflamatéria da EHM; apresenta

MASH inflamac¢do lobular, balonamento hepatocelular
Metabolic Associated Steatohepatitis e necrose; evolucdo ndo linear para fibrose,
cirrose ¢ CHC.

Esteatose hepatica em individuos com consumo
alcoolico  significativo (>140  g/semana
mulheres; >210 g/semana homens); associada a
pior prognostico.

MetALD
Metabolic Associated and Alcohol-
related Liver Disease

Fonte: RINELLA et al., 2023; CTARDULLO et al., 2024; EASL; EASD; EASO, 2024.

2.2 Epidemiologia da Esteatose Hepatica Metabolica (EHM)

Desde a década de 1980, a prevaléncia global da EHM tem aumentado
significativamente, afetando atualmente mais de 30% da populagdo adulta mundial. Esta
prevaléncia varia de acordo com o quadro clinico, caracteristicas €tnico-raciais e a regiao
geogréfica estudada, sendo que muitos casos permanecem subdiagnosticados (SILVA JUNIOR
et al., 2024). A prevaléncia dessa condicao tem aumentado em paralelo ao crescimento global
da obesidade e de comorbidades metabdlicas, como RI, dislipidemia, obesidade central e HAS
(CUSI, 2020; CASTERA; CUSI, 2023). Atualmente cerca de 65% dos pacientes com DM?2
apresentam EHM, sendo que 66% deles ja evoluiram com MASH, 41% com fibrose
significativa e 15% com fibrose avangada mostrando como o DM2 acelera a evolugao de fibrose
hepética nestes pacientes com EHM. (YOUNOSSI et.al. 2024). Conforme mostrado a seguir

na Figura 4.
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Figura 4 — Prevaléncia de EHM em DM2

THE GLOBAL EPIDEMIOLOGY OF NON-ALCOHOLIC FATTY LIVER DISEASE AND NON-ALCOHOLIC
STEATOHEPATITIS AMONG PATIENTS WITH TYPE 2 DIABETES
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Younossi e cols, Clinical Gastroenterology and Hepatology, 2024

Atualmente, estima-se que cerca de 50% da populagdo com excesso de peso e
aproximadamente 65% das pessoas com DM2 apresentam EHM. Considerando que a EHM
afeta cerca de 10% da populagdo adulta mundial, seu impacto epidemioldgico ¢ substancial,
(ESTES et al., 2018). Nas tltimas trés décadas, tem-se observado um aumento significativo na
prevaléncia de cirrose associada a MASH (CASTERA; CUSI, 2023).

Dados de uma metanalise recente indicam que aproximadamente 30,7% dos pacientes
com cirrose € 56% dos pacientes com EHM sdo portadores de DM2 (AJMERA et al., 2023).
Embora os dados sobre a prevaléncia de cirrose entre diabéticos ainda sejam limitados, projeta-
se um aumento continuo nos proéximos anos. Atualmente, a cirrose associada a MASH ja
constitui a principal indicagdo de transplante hepatico em mulheres e em individuos com mais
de 65 anos, equiparando-se ao alcoolismo como causa geral de indicagdo para transplante
(CASTERA; CUSI, 2023). Com os avangos no controle das hepatites virais B e C, estima-se
que o MASH se torne, em breve, a principal causa de cirrose no mundo (AJMERA et al., 2023;
CUSI, 2023).

A incidéncia anual de CHC associado ao EHM ¢ de aproximadamente 0,44%, mas
aumenta significativamente para cerca de 5,3% em pacientes com MASH. Entre aqueles com
EHM e cirrose, a incidéncia acumulada de CHC varia de 2,4% a 12,8%, consolidando a EHM
como a principal causa de crescimento rapido do CHC globalmente, o que refor¢a a importancia
de estratégias rigorosas de monitoramento e prevencao, sobretudo em pacientes com cirrose

(EASL; EASD; EASO, 2024). A principal causa da mortalidade em individuos com EHM ¢ a
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doenca cardiovascular aterosclerdtica, seguida por neoplasias ¢ doenga hepatica avangada

(CUSI, 2020; KANWAL et al., 2021; EASL; EASD; EASO, 2024).

2.3 Quadro Clinico

A EHM abrange um espectro clinico extenso de distirbios hepaticos, variando desde a

esteatose hepatica simples até condi¢des mais graves, como a MASH, fibrose hepatica, cirrose

e, potencialmente, o CHC (CASTERA; CUSI, 2023.). Ilustrado pela Figura 5.

Legenda: 1-Esteatose; 2- Esteatose +inflamacdo; 3- Esteatose +inflamagdo+balonizacdo; 4-
Fibrose; 5- Cirrose

Fonte: Estes et al. (2018); Long et al. (2021).

A manifestacdo clinica mais prevalente € a esteatose hepatica isolada, caracterizada pelo
acumulo de triglicerideos em uma proporg¢ao igual ou superior a 5% no figado, sem evidéncias
de lesdo hepatocelular ou fibrose. Na sua forma mais severa, a MASH apresenta, além da
esteatose hepatica, lesao dos hepatdcitos com necrose em balonizacao, inflamacao lobular e,
em muitos casos, pode evoluir para a fibrose hepatica (SINGAL et al., 2020).

A fibrose hepatica ¢ categorizada conforme sua gravidade em estagios que variam desde
a auséncia de fibrose (FO0), passando por fibrose leve (F1), moderada (F2), avangada (F3), até a
cirrose (F4) (YOUNOSSI et al., 2023). A presenga de fibrose avangada constitui o principal
indicador prognostico de mortalidade por causas hepaticas, além de ser um dos mais
significativos preditores para o desenvolvimento de CHC (CAO et al., 2024).

Embora frequentemente assintomatica, com pouca ou nenhuma sintomatologia (Quadro
2) e niveis normais de aminotransferases plasmaticas, a EHM pode progredir para MASH, que
constitui uma das principais causas de doenca hepatica em estagio terminal e CHC, além de

aumentar significativamente o risco de doencas cardiovasculares (DCVs), que sdo as principais
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causas de mortalidade entre os pacientes com EHM (LEONI ez al., 2018; FERGUSON; FINCK,
2021; KANWAL et al., 2021).

Quadro 2 — Manifestacées clinicas da esteatose hepatica metaboélica segundo a fase de
progressiao

Fase Sintomas mais comuns Sinais clinicos

Maioria assintomatica

Inicial . ia di
) Fadiga, mal-estar, dor leve no quadrante | Hepatomegalia discreta
Esteatose simples

superior direito

Ictericia, ascite, edema, confusido
mental, desconforto abdominal, perda de
apetite

Sinais de insuficiéncia
hepatica e hipertensdo portal

Avancada
Fibrose / Cirrose

Fonte: FERGUSON; FINCK, 2021; KANWAL et al., 2021.

A progressao da fibrose hepatica para a descompensacao clinica ocorre a taxas anuais
que variam de 3% a 20%, dependendo de fatores como a gravidade da doenca subjacente, o
perfil genético, fatores ambientais e a presenga de comorbidades (CAO et al., 2024; KANWAL
etal.,2021). A fibrose hepatica avancada continua a ser o fator prognostico mais significativo
para a mortalidade por causas hepaticas (ESTES et al., 2018; LONG et al., 2021). Em face do
aumento global da morbimortalidade associada a doengas hepaticas potencialmente evitaveis,
a deteccdo precoce da fibrose hepatica constitui uma oportunidade critica para intervengao,
visando evitar a progressdo para estagios mais avangados da doengca (FERGUSON; FINCK,
2021; TAYLOR et al., 2020).

2.4 Fatores de risco para EHM

Os fatores de risco para EHM incluem obesidade, RI, DM2, HAS e hipertrigliceridemia
(RINELLA et al., 2023). Além disso, fatores genéticos podem influenciar o acumulo de
goticulas lipidicas, o que pode agravar a progressao da doenca (ESLAM; VALENTI; ROMEO,
2018).
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2.4.1 Obesidade

A saude global contemporanea enfrenta desafios substancialmente distintos daqueles
observados por geragdes anteriores, destacando-se a epidemia de obesidade como um dos
principais marcos dessa transi¢do epidemioldgica. O aumento da prevaléncia da obesidade tem
remodelado o perfil das doengas cronicas ndo transmissiveis (DCNTs) em escala mundial,
evidenciando-se especialmente na ascensdo das doengas hepaticas associadas ao excesso de
peso, como EHM (NCD RISK FACTOR COLLABORATION, 2024).

Embora as hepatites virais permanegam uma preocupagao relevante de saude publica, a
EHM emergiu como o distirbio hepatico mais prevalente no mundo ocidental, acompanhando
0 aumento expressivo das taxas de obesidade infantil e adulta, que atualmente atingem cerca de
20% a 30% da populagdo dos Estados Unidos (EUA) (PERRY etal., 2014; MIAO et al., 2024).

Atualmente, a Organizacao Mundial da Satide (OMS) e o Departamento de Saude dos
EUA classificam a obesidade como a principal ameaca a satude publica, em virtude de sua forte
associa¢do com um risco significativamente maior de multiplas DCNTs, quando comparada a
populacdo eutrofica (KIVIMAKI et al., 2022; MIAO et al., 2024). Desde 1999, a prevaléncia
de obesidade em adultos nos EUA definida por indice de massa corporal (IMC) > 30 kg/m?
aumentou de 30% para 42%, e projeta-se que possa alcancar 50% até 2030. Globalmente, 19%
das mulheres e 14% dos homens s3o atualmente classificados como obesos (TAYLOR et al.,
2020).

A obesidade esta fortemente associada a doengas como DM2, sindrome metabolica
(SM), DCV e, de forma crescente, a EHM (NCD RISK FACTOR COLLABORATION, 2024).
Entre os fatores de risco, destaca-se a distribuicdo de gordura corporal do tipo androide,
caracterizada pelo predominio de gordura visceral, que aumenta o risco de RI, DCV e fibrose
hepatica, independentemente do IMC (MOZES et al., 2022).

Uma metanalise recente identificou prevaléncia superior a 75% de EHM em individuos
obesos. Entre os fatores associados, sobressaem-se o excesso de ingestdo caldrica e o acimulo
de triglicerideos intra-hepaticos, fatores que contribuem diretamente para a patogénese da EHM
(ROMERO-GOMEZ; ZELBER-SAGI; TRENELL, 2017; QUEK et al., 2023; NEMERA;
OSMAN; SAID, 2024; ROMERO-GOMEZ; ZELBER-SAGI; TRENELL, 2017).

O tecido adiposo desempenha papel fisioldgico essencial no armazenamento seguro de
lipidios; contudo, sua disfung¢do ou saturagdo leva a acumulacao ectdpica de gordura em 6rgaos

como o figado e os musculos esqueléticos, fenomeno diretamente implicado na génese da Rl e
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da EHM (WATT etal., 2019; SMITH; JOHNSON; WANG, 2024). Na obesidade, os adipocitos
aumentam em numero e tamanho para lidar com o excesso energético; entretanto, quando o
armazenamento € saturado, ocorre redistribui¢ao de triglicerideos para 6rgaos como o figado.
Além disso, adipdcitos hipertrofiados passam a secretar adipocinas pro-inflamatorias,
semelhantes as produzidas por macrofagos, comprometendo a sinalizagdo da insulina e
exacerbando a inflamagdo hepatica (ROMERO-GOMEZ; ZELBER-SAGI; TRENELL, 2017;
QUEK et al., 2023).

Os fatores dietéticos exercem influéncia decisiva na progressdo da EHM. O consumo
excessivo de frutose estd associado ao aumento da esteatose hepatica, enquanto a ingestdo de
acidos graxos saturados contribui para o acimulo lipidico intra-hepatico. Em contrapartida,
acidos graxos monoinsaturados e poli-insaturados demonstram efeito protetor, reduzindo a
inflamacao hepatica e a deposicao de triglicerideos (TAYLOR et al., 2020; SMITH; QUEK et
al., 2023; TAYLOR et al., 2020; SMITH; JOHNSON; WANG, 2024).

A obesidade induzida por dietas ricas em carboidratos simples resulta em elevacao das
concentragdes plasmaticas de acidos graxos livres (AGLs), os quais constituem marcadores
centrais da EHM. Inicialmente, as mitocondrias hepaticas tentam compensar o excesso por meio
do aumento da PB-oxidacdo lipidica; contudo, essa resposta torna-se insuficiente diante da
sobrecarga metabolica. Como consequéncia, os AGLs sdo redirecionados para a sintese de
triglicerideos, levando a esteatose hepatica e a hipertrigliceridemia (GEISLER; RENQUIST,
2017; SMITH; JOHNSON; WANG, 2024). Embora haja forte correlacdo entre obesidade e
EHM, a doenca também pode manifestar-se em individuos ndo obesos, configurando o
chamado “fendtipo magro” da EHM. Nesses casos, obesidade visceral oculta, sarcopenia e
disfungdes metabdlicas independentes do IMC desempenham papel relevante (TAYLOR et al.,
2020; STEFAN; CUSI, 2022; MOZES et al., 2022).

2.4.2 Resisténcia a insulina

A Rl esta presente de forma quase universal em individuos com EHM, constituindo um
dos principais mecanismos fisiopatoldgicos da doenca. A RI nao se restringe ao figado,
afetando também o tecido adiposo e o musculo esquelético, o que contribui para um quadro
metabolico amplamente disfuncional (GANCHEVA; RODEN.; CASTERA, 2024).

Embora a EHM seja mais comumente associada ao DM2, evidéncias crescentes indicam

sua relacdo com outras endocrinopatias que compartilham caracteristicas fisiopatologicas
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similares, especialmente RI e adiposidade visceral. Entre essas condi¢des, destacam-se o
diabetes tipo 1, a deficiéncia do hormoénio do crescimento (GH), o hipogonadismo e o
hipotireoidismo, todos reconhecidamente associados a um maior risco de disfuncdo hepatica
metabolica (POWELL; WONG; RINELLA, 2021; BELFORT-DE AGUIAR; LOMONACO;
CUSI, 2023). Essas associagdes clinicas e fisiopatologicas serdo aprofundadas na se¢do 2.6,

com foco na interface entre EHM e DM2.

2.4.3 Hipertensao Arterial e Doenc¢as Cardiovasculares

A HAS ¢ significativamente mais prevalente em individuos com EHM, manifestando-
se ao longo de todo o espectro clinico da doenca. Estima-se que a incidéncia de HAS varie entre
6,5 por 100 pessoas/ano nas fases iniciais da EHM e 14,5 por 100 pessoas/ano em pacientes
com cirrose hepatica. Nesse contexto, a HAS atua de forma aditiva a outras comorbidades
metabolicas, ampliando o risco de progressao para MASH (ESLAM et al., 2018; TARGHER;
LONARDO; BYRNE, 2018).

A associacdo entre EHM e DM2 ¢ amplamente reconhecida, sendo que a presenga
concomitante das duas condi¢des esta fortemente ligada a um maior risco de complicagdes
vasculares, incluindo DCV e HAS. Em pacientes diabéticos, a presenca de EHM pode
representar um marcador de risco cardiovascular elevado, servindo como preditor de eventos
adversos cardiacos e vasculares (KIM et al., 2024).

Embora os mecanismos fisiopatologicos que conectam a EHM as DCVs em individuos
com DM?2 ainda ndo estejam completamente elucidados, diversas vias t€ém sido propostas. Entre
estas, destacam-se a inflamagdo sistémica de baixo grau, a dislipidemia pro-aterogénica, a
tendéncia pro-trombotica e o controle glicémico inadequado (TARGHER; LONARDO;
BYRNE, 2018).

A inflamacdo cronica associada a EHM e ao DM2 contribui para a aterosclerose por
meio da liberagdo continua de citocinas inflamatdrias, como TNF-a e IL-6, além de proteinas
inflamatérias de origem hepatica, como a proteina C reativa. Ambas as condi¢des estdo
correlacionadas a niveis elevados de lipoproteinas aterogénicas, como VLDL (lipoproteina de
muito baixa densidade) e LDL (lipoproteina de baixa densidade), que facilitam a formacao de
placas ateroscleroticas nas paredes arteriais (GEILER, RENQUIST, 2017; SMITH, JOHNSON,
WANG, 2024).
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Adicionalmente, modificagdes na reatividade plaquetaria, no perfil de coagulagao e no
estado pro-inflamatorio sist€émico contribuem para a instabilidade vascular e o aumento do risco
trombotico. A EHM também pode comprometer o controle glicémico em individuos com DM2,
exacerbando a hiperglicemia cronica e, consequentemente, elevando o risco cardiovascular

geral (ELAM et al., 2018; KIM et al., 2024).

2.4.4 Dislipidemia

O colesterol ¢ uma molécula lipidica essencial em organismos de mamiferos,
desempenhando func¢des fundamentais na estrutura das membranas celulares e na sintese de
acidos biliares, vitamina D ¢ hormonios esteroides (SMITH; JOHNSON; WANG, 2024). No
entanto, o acumulo excessivo de colesterol esta intimamente relacionado a diversas doencgas
metabolicas cronicas, como as DCVs, o DM2 e a EHM. Disturbios no metabolismo lipidico
sdao determinantes centrais na acumulag¢ao hepatica de triglicerideos, principal caracteristica
histologica da EHM (MIAO et al., 2024).

A formacao de triglicerideos nos hepatocitos depende do metabolismo dos acidos graxos
livres (AGLs), obtidos por trés vias principais: ingestao dietética, lipolise do tecido adiposo e
lipogénese de novo, processo no qual carboidratos e aminoéacidos sdo convertidos em acidos
graxos, sobretudo em resposta a dietas ricas em carboidratos (SMITH; JOHNSON; WANG,
2024; SILVA JUNIOR et al., 2024). Os niveis de lipidios hepaticos sdo regulados por um
equilibrio entre captacdo, sintese, oxidagdo, secrecao e exportagdo de lipoproteinas ricas em
triglicerideos, como as VLDLs (Very Low-Density Lipoproteins). Alteragdes em qualquer um
desses processos pode desencadear esteatose hepatica (MIAO et al., 2024; WATT et al., 2019).

O figado secreta lipidios principalmente sob a forma de VLDLs, compostas por
triglicerideos, colesterol e fosfolipidios. Na circulacdo, os triglicerideos dessas particulas sdao
hidrolisados pela lipoproteina lipase, gerando IDLs (intermediate-density lipoproteins), que
posteriormente se transformam em LDLs (low-density lipoproteins), ricas em colesterol. Essas
particulas podem ainda transportar ceramidas, um tipo de esfingolipidio associado a RI e a
inflamacgao sistémica. O acumulo de ceramidas em tecidos periféricos, como o musculo
esquelético, prejudica a translocacdo do transportador de glicose tipo 4 (GLUT4), reduzindo a
captagdo de glicose e favorecendo a RI. Além disso, essas moléculas promovem a ativagao
inflamatéria de macrdéfagos, exacerbando a inflamagdo do tecido adiposo e a disfuncao

metabolica sistémica (WATT et al., 2019; KIM et al., 2024).
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A ingestdo cronica de acidos graxos em quantidades superiores a 10% da ingestao
calorica total exerce efeitos deletérios sobre o metabolismo hepatico. A principal fonte de AGLs
utilizada na sintese de triglicerideos hepaticos ¢ a lipdlise do tecido adiposo, processo que
normalmente € inibido pela insulina. Na EHM, entretanto, a agdo inibitéria da insulina ¢
comprometida, levando a lip6lise exacerbada e ao aumento da produgao de VLDL, o que resulta
em hipertrigliceridemia e reducdo do HDL-colesterol (PERRY et al., 2014; STEFAN; CUSI,
2022). No figado, o excesso de triglicerideos e metabolitos lipotdxicos provoca danos celulares
progressivos, mediados por disfuncdo mitocondrial, estresse do reticulo endoplasmaético e
producdo aumentada de espécies reativas de oxigénio (ROS). Esses mecanismos convergem
para a inflamacao, apoptose de hepatdcitos e fibrose hepatica. (Figura 6)

Figura 6 — Mecanismos fisiologicos da esteatose hepatica metabdlica
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As mitocondrias, centrais para a homeostase energética celular, sdo particularmente
vulneraveis ao excesso de lipidios, o que agrava o acimulo de gordura e ativa vias inflamatorias
e fibrogénicas (XU et al.,, 2022; GEILER; RENQUIST, 2017, GANCHEVA; RODEN.;
CASTERA, 2024).

A inflamagao sistémica observada na EHM também decorre da disfungdo do tecido
adiposo, que passa a secretar citocinas e adipocinas pro-inflamatorias. No figado, o acimulo de
colesterol afeta diretamente as células de Kupffer (KCs), macréfagos hepaticos residentes,
comprometendo suas fungdes imuno regulatorias e estimulando respostas inflamatorias que
favorecem a progressao para MASH (WATT et al., 2019; MIAO et al., 2024).

Além das KCs, o figado contém uma diversidade de células imunoldgicas, como
macrofagos mononucleares, neutrofilos e células natural killer, integrantes do sistema imune
inato. Embora o papel dessas células na interagdo com o colesterol seja bem documentado, a
relagdo entre o colesterol hepatico e o sistema imune adaptativo, especialmente as células T
CD4* e CD8", ¢ ainda pouco compreendida e constitui um campo ativo de investigagao (WATT

et al., 2019; POPOV et al., 2024).

2.4.5 Fatores genéticos
2.4.5.1 Variantes de risco genético

A genética desempenha um papel significativo em todo o espectro da EHM,
influenciando fatores como peso corporal, regulacdo do apetite, RI, fun¢do dos adipocitos, grau
de esteatose, progressdao da fibrose, desenvolvimento de cirrose e até a ocorréncia de CHC
(PETAJA; YKI-JARVINEN, 2016). Os principais genes envolvidos no desenvolvimento e
severidade da EHM como o PNPLA3, TMS6SF2, e HSD17B e GCKR, quando mutados,
predispdem ao acumulo de gordura e a um maior risco de fibrose hepatica. Conforme

demonstrado no quadro 3 a seguir.

Quadro 3 — Resumo comparativo dos principais polimorfismos associados a EHM

Gene Variante Efeito Principal Associacdo com EHM
PNPLA3 1148M Actimulo de lipidios 1 Esteatose, fibrose, CHC
hepaticos
TM6SF2 E167K Reduz secrecdo de VLDL 1 Esteatose, fibrose
GCKR P446L 1 Lipogénese 1 Esteatose
) L | Risco esteatose, fibrose,
HSD17B13 | rs72613567 Enzima hepatica MASH

Fonte: KOZLITINA et al., 2014; ESLAM, 2018
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O perfil genético individual influencia a suscetibilidade a doenca, sua progressao e
resposta a terapias (KOZLITINA et al., 2014). Entre as variantes genéticas mais estudadas
associadas a EHM destaca-se o polimorfismo do gene PNPLA3 (patatin-like phospholipase
domain-containing protein 3). O PNPLA3 codifica uma lipase de triglicerideos chamada
adiponutrina. O SNP rs738409 C/G neste gene causa a troca do aminodcido isoleucina por
metionina no residuo 148 da proteina, sendo reconhecido como um determinante importante do
conteudo de gordura hepética e favorecendo o desenvolvimento de esteatose. Essa mutagdo
afeta a remodelacao das goticulas lipidicas nos hepatdcitos, favorecendo o acimulo de gordura
intra-hepatica (ESLAM, 2018).

A PNPLA3 1148M tem distribui¢do étnica varidvel, sendo mais prevalente em
populagdes hispanicas, o que pode, em parte, explicar as taxas mais elevadas de EHM e suas
complicacdes hepaticas nesse grupo populacional. Notavelmente, algumas formas genéticas de
EHM, como aquelas mediadas pela PNPLA3, ndo estdo associadas a RI, diferentemente das
formas mais classicamente relacionadas a SM. Isso reforca a no¢do de que componentes
genéticos e metabdlicos podem coexistir em um mesmo paciente, o que complica a
estratificacdo clinica (PETAJA; YKI-JARVINEN, 2016).

Embora a estratificagdo de risco baseada em variantes genéticas ainda ndo seja
recomendada na prética clinica de rotina, o padrao familiar de agregacdo de EHM e RI fornece
evidéncias robustas de interagdes gene-ambiente. Essas interagdes modulam o risco individual
de desenvolver MASH, fibrose avangada e suas complicagcdes, mesmo na auséncia de obesidade
(ESLAM, 2018).

Ainda nao se compreendem completamente os mecanismos responsaveis por essas
disparidades, mas polimorfismos genéticos especificos, como o da variante PNPLA3 1148M,
mostram distribui¢do étnica desigual e podem estar implicados em parte nessas diferengas
fenotipicas (BAMBHA. et al., 2012). No Brasil foi demonstrado que o genétipo PNPLA3 CG
+ GG aumenta o risco de EHM em individuos brasileiros. Além disso, o genétipo PNPLA3 GG
foi associado a elevagdo de enzimas hepaticas e fibrose em pacientes com MASH (RICH et al.,

2018; MANA et al,2018; MAZO et al., 2019; MACHADO et al., 2019; LISBOA et al. 2020).

34



2.4.5.2 Diferencas raciais e étnicas

A prevaléncia da EHM apresenta ampla variagdo entre diferentes grupos raciais e
étnicos, conforme demonstrado na primeira revisao sistematica e metanalise realizada nos EUA
com esse foco. O termo “raca” tem sido tradicionalmente utilizado para descrever a heranca
biologica, enquanto “etnia” refere-se a grupos que compartilham tradi¢des sociais e culturais,
origens geograficas, ancestralidade, padroes familiares e alguns atributos bioldgicos (LIN;
KELSEY, 2000). Nos Estados Unidos, a maioria dos estudos adota as categorias de raca e etnia
fornecidas pelo Escritorio de Administracdo e Orgamento (OMB) dos EUA e sdo usadas pelo
Departamento do Censo dos EUA para coleta de dados (UNITED STATES, 2022). Essas
classificagdes, entretanto, refletem principalmente autoidentificagdo social e ndo distingdes
bioldgicas precisas. No entanto, o questiondario fornecido aos participantes nao reflete nenhuma
defini¢do bioldgica ou antropoldgica de raca e tenta defini-la principalmente como uma
construgdo social, ou seja, etnia (UNITED STATES, 2022). Um relatorio de Huang et al., 2021,
baseado no terceiro National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES), mostrou
que a populacdo hispanica apresentou uma prevaléncia maior de EHM, de 37,0%, e a populagao
negra ndo hispanica apresentou uma prevaléncia menor de 24,7%, em comparagdo com a
populagdo branca ndo hispanica, com 29,3% (HUANG et al.,2016)

Uma pesquisa mais abrangente foi realizada por Rich et al., 2018, conduzindo uma
revisdo sistematica e metanalise de relatorios publicados até 2016, quando eles mostraram que,
em estudos populacionais realizados nos EUA, a EHM foi maior na populagdo branca,
hispanica, seguida pela populacdo branca nao hispanica e por fim nos negros nao hispanicos
(RICH et al., 2018).

Hispanico” ¢ um termo genérico para individuos com ascendéncia de paises que falam
espanhol e ignora a significativa heterogeneidade em raga, etnia e inimeros outros fatores que
podem contribuir para os resultados de satde (GULATI et al. ,2024). A prevaléncia de MASH
foi maior em individuos hispanicos e menor na populagao negra (RICH et al., 2018; BAMBHA
etal.,2012; SAMII et al., 2020).

Essas diferencas nao sao plenamente explicadas apenas pelas variabilidades nos fatores
metabolicos cldssicos como obesidade, RI e DM2, sugerindo a existéncia de determinantes
genéticos e ambientais adicionais (SAMIJI et al., 2020).

Desta forma, a avaliagdo de estimativas precisas de miscigenacdo ¢ importante em

estudos genéticos populacionais, especialmente no contexto de populagdes altamente
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miscigenadas como as do Brasil, que foi colonizado por Portugal (CAVALCANTE et al.,
2015).A populacdo brasileira ¢ tri-hibrida, com grande heterogeneidade, resultante do
acasalamento interétnico entre individuos de trés principais ancestrais contribuintes: o0s
amerindios, os europeus que colonizaram a América do Sul e os africanos que chegaram por
meio do trafico de escravos ((PARRA et al., 2003; DE SOUSA AZULAY et. Al, 2021). Além
disso, as diversas regides do pais passaram por diferentes processos de colonizagdo que
moldaram suas origens genéticas, hoje caracterizadas por diferentes proporg¢des de contribuicao

amerindia, europeia e africana (MANTA et al., 2013; DE SOUSA AZULAY et. al, 2021)

2.4.5. 3 Avaliacao de Ancestralidade autossomica

A andlise da ancestralidade autossomica tornou-se uma ferramenta importante na
pesquisa genética e em estudos clinicos, especialmente em populagdes altamente miscigenadas,
como a brasileira. Diferentemente da ancestralidade mitocondrial ou do cromossomo Y, que
refletem apenas as linhas materna e paterna, respectivamente, a ancestralidade autossomica
considera todos os cromossomos nao sexuais, capturando a contribuicdo genética de multiplos
ancestrais de ambos os lados da familia, ao longo das geragdes. (PARRA et al., 2003; MANTA
etal., 2013).

A ancestralidade autossomica pode apresentar relevancia significativa na estratificacdo
do risco genético para doengas complexas, como EHM e DM2 (MAZO et al., 2019; MANA et
al., 2022). Dessa forma, a andlise autossdmica permite compreender melhor a variabilidade
fenotipica observada em populagdes miscigenadas, evitando vieses e fortalecendo a
interpretagdo dos estudos de associacdo gendmica (MAZO et al., 2019; MANA et al., 2022).

Contudo, existem limitagdes, como a resolugdo reduzida para subpopulagdes finas ¢ a
necessidade de interpretagdao cuidadosa, uma vez que a ancestralidade genética ndo se sobrepde
a identidade étnica ou cultural (Manta et al., 2013).

Esse tipo de andlise baseia-se na identificagdo de marcadores informativos de
ancestralidade (AIMs), especialmente polimorfismos do tipo Single Nucleotide Polymorphisms
(SNPs) e inser¢oes/delegoes (INDELs). A partir da genotipagem desses marcadores e da
aplicacdo de algoritmos de inferéncia genética, ou através da andlise de componentes principais
(PCA), € possivel estimar a proporcao de ancestralidade europeia, africana, indigena americana,
asiatica ou de outras populagdes em populagdes miscigenadas (Parra et al., 2013; Manta et al.,

2013, CARDENA et al., 2013; SOUZA et al., 2019).
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Diversos estudos populacionais brasileiros ja aplicaram essa metodologia para avaliar a
ancestralidade gendmica em diferentes regides do pais, incluindo o estado do Maranhdo,
revelando variagdes significativas na composicao étnica regional e essa heterogeneidade
genética pode influenciar susceptibilidade a EHM e sua progressao clinica (FERREIRA ef al,
2005; GIOLO et al., 2012; CARDENA et al., 2013; MANTA et al., 2013; SOUZA et al., 2019;
GOMES et al., 2018).

2.4.5. 4 Fatores relacionados a dieta

A dieta desempenha um papel central no desenvolvimento e progressao da EHM em
pacientes com DM2. A RI, caracteristica fundamental do DM2, ¢ exacerbada por padrdes
alimentares inadequados, promovendo o acumulo de gordura no figado (COREY;
CHALASANI, 2018).

O padrao de dieta ocidental se caracteriza por um alto consumo de gorduras saturadas,
gorduras trans, carboidratos refinados e bebidas adocadas com frutose. Esta dieta ocidental ¢
um dos principais motores da epidemia da EHM. Este padrao dietético promove a lipogénese
de novo que ¢ a sintese de gordura no figado, causa o estresse oxidativo e a inflamagao hepatica,
sendo fundamental o seu manejo através de recomendacdes dietéticas praticas (GEORGE et al.,
2018).

A deficiéncia de certos micronutrientes, como a vitamina D, e o baixo consumo de
compostos bioativos com propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes, como os polifendis,
também tém sido associados a um maior risco e gravidade da EHM. O manejo nutricional,
portanto, deve ser abrangente, considerando tanto os macronutrientes quanto os micronutrientes
(COREY; CHALASANI, 2018).

A dieta do Mediterraneo em contrapartida tem demonstrado consistentemente efeitos
protetores. Trata-se de uma dieta rica em gorduras monoinsaturadas provenientes do azeite de
oliva, acidos graxos 6mega-3 presentes em peixes, fibras e antioxidantes; esta dieta melhora a
sensibilidade a insulina, reduz a inflamagao e o conteudo de gordura hepatica (ABENAVOLI

et al., 2018; ROMERO-GOMEZ; ZELBER-SAGI; TRENELL, 2017).

2.4.5. 5 Influéncia dos Poluentes Ambientais e Desreguladores Endo6crinos

A exposi¢do a determinados poluentes ambientais tem sido cada vez mais reconhecida

como um importante fator de risco para distarbios metabodlicos, incluindo a EHM. Muitas
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dessas substancias apresentam carater lipofilico, o que favorece seu acimulo no tecido adiposo
e no figado, onde podem interferir em vias metabolicas cruciais (WAHLANG et al., 2019).
Entre esses compostos destacam-se os Poluentes Organicos Persistentes (POPs), como
pesticidas e bifenilos policlorados (PCBs).

Esses agentes sdo resistentes a degradagdo e tendem a acumular-se na cadeia alimentar.
Evidéncias cientificas sugerem uma associagdo entre a exposi¢cdo a POPs e o aumento do risco
de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e EHM, possivelmente devido a resisténcia a insulina (RI),
disfungao mitocondrial e inflamac¢ao hepatica que esses compostos podem induzir (LEE;
JACOBS JR, 2015; HE et al., 2020).Além disso, a exposi¢do cronica a metais pesados, como
arsénio, cadmio e chumbo, tem sido apontada como um fator relevante para a SM, condi¢ao
intimamente relacionada ao desenvolvimento da EHM (ARCIELLO; GORI, 2019). O arsénio
pode interferir no metabolismo da glicose e dos lipidios, contribuindo para o acimulo de

gordura no figado (HE et al., 2020).

2.5 Fisiologia da EHM

Os elementos fundamentais da patogénese da MASH incluem um desequilibrio entre a
entrega de nutrientes ao figado e sua utilizagdo e eliminacao, juntamente com a expansibilidade
limitada e disfungdo do tecido adiposo. Segundo a “hipotese da expansibilidade do tecido
adiposo”, a capacidade de estoque de lipidios pela expansdo do tecido adiposo ¢ limitada de
forma individualizada. Portanto, quando a capacidade de expansdo ¢ atingida, os lipidios nao
podem mais ser armazenados no tecido adiposo e sdo armazenados em tecidos ectopicos, como
musculo e figado, onde promovem a RI, por efeito lipotoxico (LI; ZHANG; WANG et al.,
2024).

A “hipoOtese multi-hif” mais aceita atualmente considera que influéncias ambientais
podem afetar a expressdao dos genes, induzindo ganho de peso, aumento da mobilizacdo de
acidos graxos, deposicao de gordura ectdpica e a RI. O fendtipo de RI a insulina com obesidade
central caracterizado pelo aumento da gordura visceral € menor acumulo de gordura gluteo-
femoral e diminui¢do da massa muscular, contribui para o desenvolvimento da EHM e o risco
de fibrose pois facilita a lipolise, aumentando o fluxo de acidos graxos livres para o figado e a
lipogénese hepatica de novo. O tecido adiposo disfuncional inflamado libera adipocinas e

citocinas inflamatorias como a interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral-alfa-1 (TNFa-
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1), enquanto diminui a adiponectina que ¢ anti-inflamatéria, causando estresse oxidativo,
disfun¢do mitocondrial e disfun¢do endotelial (GODOY-MATOS et al., 2022; Ll et al., 2024).

Quando a ingestdo energética supera as demandas metabolicas do organismo e excede
a capacidade de oxidacdo ou armazenamento seguro, ocorre a conversdo dos carboidratos
alimentares especialmente agucares simples como frutose e glicose em acidos graxos por meio
da lipogénese de novo, resultando no acimulo de gordura intra-hepatica. A atividade fisica
insuficiente afeta o balango energético e aumenta o risco de EHM independente do IMC (QUEK
et al., 2023; SMITH; JOHNSON; WANG, 2024; SINGAL et al., 2020).

Os fatores epigenéticos estdo associados ao desenvolvimento e a evolucdo da EHM e
incluem exposic¢do intrauterina a uma dieta rica em gordura, retardo de crescimento intrauterino
e crescimento fetal acelerado (SHEKA et al.,, 2020; RINELLA et al., 2023). A disbiose
microbiana intestinal tem sido identificada como um fator critico na patogénese de EHM, pois
a microbiota intestinal desempenha um papel fundamental na homeostase metabolica, e a
interrupcao dessa homeostase pode levar ao desenvolvimento de distirbios metabolicos,
inclusive a EHM (RINELLA et al., 2023).

A disbiose aumenta a permeabilidade da barreira intestinal, facilitando a absor¢do de
acidos graxos e expondo o figado a bactérias e seus produtos, como endotoxinas, além disso,
0s microrganismos intestinais podem modificar quimicamente os acidos biliares e influenciar
o metabolismo da glicose e dos lipidios no figado (POPOV et al., 2024).

Alguns estudos indicam que a diversidade da microbiota intestinal ¢ geralmente menor
em pacientes com EHM em comparagdo com a populagdo sauddvel e ha um aumento na
abundancia de bactérias Gram-negativas, como bacteroides (MIAO et al., 2024; MARJOT, et
al., 2020; POPOV et al., 2024).

Evidéncias emergentes sugerem uma relagdo entre microrganismos orais € intestinais.
O conceito do eixo oral-intestino-figado propde que o tratamento periodontal pode ser uma
estratégia potencial para o tratamento e prevencdo de EHM, mostrando a importancia das

interacdes entre a microbiota oral e intestinal na saude hepatica (KAMATA et al., 2022).

2.6 EHM e Diabetes Mellitus Tipo 2

Pacientes com DM2 representam um grupo significativo a ser considerado nos casos de
fibrose hepatica avancada e cirrose, uma vez que at€¢ 19% deles apresentam fibrose avancada,

taxa que € dez vezes superior a da populagcdo em geral. Além disso, quase 70% desses pacientes
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diabéticos tém diagnostico de EHM (ROMERO-GOMEZ; ZELBER-SAGI; TRENELL, 2017;
ABEYSEKERA, K. W. et al., 2024). A prevaléncia geral de cirrose em pessoas com DM?2 nao
¢ conhecida, mas dados transversais da Pesquisa Nacional de Saude e Nutricdo dos EUA,
envolvendo medic¢do da rigidez hepatica com ET em 825 pacientes com DM2, encontraram que
7,7% tinham medi¢des de rigidez hepatica sugerindo cirrose. Esses pacientes tinham
predominantemente entre 40 e 60 anos de idade (STEFAN, CUSI, 2022).

O DM2 ¢ uma condi¢ao metabolica caracterizada por hiperglicemia resultante de RI e,
eventualmente, da disfuncdo das células beta pancreaticas. Com o tempo, a capacidade do
pancreas de produzir insulina adequada diminui, resultando em niveis elevados de glicose no
sangue (SBD, 2007). Os principais fatores de risco para o desenvolvimento do DM2 incluem
fatores genéticos, ambientais e condicdes como idade avangada, hipertensdo e dislipidemia.
Entre os fatores ambientais, destacam-se o estilo de vida sedentario e a dieta rica em
carboidratos simples e agticares. (LYRA, R. et al., 2010).

Aproximadamente 80% dos pacientes com EHM podem desenvolver DM2, sendo que
o risco € trés vezes maior em pacientes com MASH. E atualmente, a prevaléncia de EHM entre
pacientes com DM2 ¢ de duas a trés vezes maior do que na populagdo em geral, variando entre
60% e 70% (CASTERA; CUSI, 2023).

A lipotoxicidade na EHM induz a RI hepatica, gerando neoglicogénese descontrolada e
contribuindo para o desenvolvimento de DM2. De fato, os pacientes com EHM tém o dobro da
incidéncia de DM2 em comparac¢do com pessoas sem EHM. O que demonstra que a EHM e o
DM2 tém uma relacdo bidirecional prejudicial com fisiopatologia compartilhada, onde cada
condi¢do exacerba a outra (GASTALDELLI, CUSI 2019; WATT et al., 2019).

Porém, na préatica clinica, a EHM ainda continua sendo uma complicagdao pouco
reconhecida do DM2, ao contréario de outras complica¢cdes microvasculares e macrovasculares
(GODOY-MATOS et al, 2022). Em 2022, visando melhorar o rastreio, diagnostico e
estadiamento da EHM nos pacientes com DM2, a Associagdo Americana de Endocrinologia
Clinica recomendou a triagem de pessoas com pré-DM2 ou DM?2 para a presenga de EHM e

fibrose avangada (CUSI et al., 2022).

2.7 Desafios no diagnostico EHM

A EHM ¢ frequentemente diagnosticada apds achados incidentais de elevagdo das

transaminases hepaticas em exames de sangue ou através da presenca de esteatose hepatica ou
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cirrose em imagens (LONG et al., 2021). A triagem baseada na populagdo geral para EHM nao
¢ recomendada. Porém, nos individuos de alto risco, como aqueles com DM?2, obesidade,
histéria familiar de cirrose ou consumo moderado de alcool, devem ser rastreados para fibrose
avangada (EASL et al., 2024).

A maioria das pessoas com EHM ¢ assintomatica ou apresenta queixas inespecificas,
como fadiga ou dor vaga no quadrante superior direito. E ndo é necessario um estudo de imagem
para o diagnostico clinico de rotina, embora muitos casos sejam descobertos incidentalmente
com US, tomografia computadorizada (TC) ou ressondncia magnética (RM) (ESLAM et al.,
2020).

Um figado firme ou nodular e/ou esplenomegalia podem ser detectados no exame fisico,
o que pode indicar doenga hepatica avangada. Pode haver elevacdes nas aminotransferases
séricas, onde a alanina aminotransferase (ALT) ¢é geralmente maior que a aspartato
aminotransferase (AST). No entanto, as aminotransferases sdo normais em 70% das pessoas
com EHM e nao devem ser usadas isoladamente para o diagnostico. (SBH, 2015; EASL et al.,
2024).

Na fibrose avancgada, a propor¢ao de AST para ALT pode ter niveis mais altos de AST.
A medida que a doenga hepatica progride, pode haver evidéncia de disfungio hepatica sintética
com diminuic¢ao da albumina sérica e aumento do tempo de protrombina. Uma diminui¢ao na
contagem de plaquetas pode ocorrer devido ao sequestro esplénico e & diminui¢do da produgao
hepética de trombopoietina (TAYLOR et al., 2020).

Como a EHM ¢ extremamente comum, o desafio diagnéstico ndo ¢ avaliar a gordura
hepatica, mas sim o risco de fibrose significativa, que representa o 6nus da doenga clinica. De
acordo com Rinella et al. (2023), os médicos devem considerar identificar os grupos de alto
risco que devem ser rastreados para EHM como pessoas com obesidade e/ou componentes da
SM, pré-DM2 ou DM2, e aqueles com esteatose em qualquer estudo de imagem e/ou com
transaminases persistentemente elevados > 30 UI/L por mais de 6 meses (RINELLA et al.,
2023). Os componentes da SM incluem HAS, disglicemia, adiposidade central e baixo
colesterol HDL ou niveis elevados de triglicerideos (SILVA JUNIOR et al., 2024).

A progressao da fibrose ¢ influenciada por muitos fatores, como a presenga e gravidade
das comorbidades, perfil gendmico e fatores ambientais. Ter mais componentes da SM aumenta

o risco de fibrose hepatica clinicamente significativa. Os pacientes t€m maior risco de cirrose

41



com DM2 ou pré-diabetes, idade > 50, IMC >40 kg/m2, nimero crescente de fatores de risco

metabolicos ou histéria familiar de MASH (YOUNOSSI et al., 2019).

2.7.1 Testes nao invasivos (NITS)

Os testes ndo invasivos de fibrose revolucionaram a pratica da hepatologia, permitindo
o diagnoéstico de fibrose avancada ou cirrose antes do surgimento de complica¢des hepaticas.
O aumento da ocorréncia da doencga hepatica esteatdtica, que afeta até 30% da populacao adulta
mundial, tornou o uso desses testes essencial para a estratificacdo de risco. Esses testes sao uteis
para estadiar a fibrose na doenga hepatica cronica, diagnosticar e estratificar o risco de cirrose
e predizer suas complicagdes (CASTERA; RINELLA; TSOCHATZIS, 2025). Esses métodos
geralmente envolvem a aplicacdo sequencial de dois NITs. Eles podem ser classificados em
duas abordagens distintas, porém complementares:

1. M¢étodos baseados em exames de sangue, que incluem escores de risco
laboratoriais derivados ou biomarcadores;(por exemplo: indice de Fibrose-4 (FIB-4) ou Escore
de Fibrose NAFLD (NFS),

2. M¢étodos de imagem, baseados em medidas de elastografia da rigidez
hepética (LSM), obtidas por meio de ultrassonografia ou ressondncia magnética. (TAYLOR et
al., 2020; MOZES et al., 2022; CASTERA, RINELLA, TSOCHATZIS, 2025).

O principal valor desses métodos esta em sua alta capacidade preditiva negativa para
excluir pacientes com baixo risco de fibrose avangada, que podem ser gerenciados de forma
segura na aten¢ao primaria (EASL-EASD-EASO, 2023).

O melhor teste de triagem inicial ¢ o FIB-4, que ¢ uma pontuacdo simples calculada
usando a idade de uma pessoa, AST, ALT e contagem de plaquetas. Todos os pacientes com
esteatose hepatica ou EHM com suspeita clinica com base na presenca de obesidade e fatores
de risco metabolicos como pré-DM, DM2 ou dois ou mais fatores de risco metabdlicos devem
passar por avaliagdo de risco primario com FIB-4 e deve ser repetida a cada 1-2 anos (STEFAN,
CUSI, 2022; EASL-EASD-EASO, 2023).

O FIB-4 possui dois pontos de corte:

. um limite inferior, com alta sensibilidade (>90%), para excluir fibrose
avancada, FIB-4 <1,3 ou < 2 (naqueles pacientes com idade acima de 65anos)

. um limite superior, com alta especificidade (>90%), para confirmar

fibrose avancada, FIB 4 > 2,67
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Havendo uma zona indeterminada entre esses dois valores, FIB-4 entre 1,3 e 2,67.
Entretanto, em pacientes com resultados indeterminados ou elevados de FIB-4, ¢ indicada
avaliacdo complementar com outros testes ndo invasivos ou biopsia hepatica. (RINELLA;
SOOKOIAN, 2024; CASTERA, RINELLA, TSOCHATZIS, 2025).

Individuos com baixo risco FIB-4 < 1,3 podem excluir com seguranca a presenca de
fibrose avancada e devem repetir este teste anualmente e focar na redugdo do risco
cardiometabolico. Aqueles com alto risco necessitam ser encaminhados a um especialista em
figado para tratamento da doenga hepatica e cuidado continuo da doenga cardiometabolica pela

equipe de endocrinologia (RINELLA et al., 2023; BYRNE; TARGHER, 2022). Conforme

ilustracdo abaixo na Figura 7:

Figura 7— Rastreamento inicial da EHM com NITS
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risk stratification
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Fonte: Diabetes Care. 2025

Portanto, o teste FIB-4 ¢ um NIT barato, eficaz e amplamente disponivel que pode ser
integrado aos check-ups regulares de saude dos pacientes com DM?2 para detectar fibrose
hepatica avangada (RINELLA et al., 2023). Entretanto, ¢ importante ressaltar que no FIB-4 a
idade ¢ um fator importante e determinante nos resultados destes testes, ja que a idade ¢ um dos

parametros incluidos no algoritmo e por isto deve ser usado com cautela nos pacientes com
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menos de 35 anos e naqueles com mais de 65 anos (MOZES et al., 2022; SAMSON et al.,
2023).

2.7.2 Exames de Imagem:
2.7.2.1 Ultrassonografia (US)

A ultrassonografia (US) abdominal ¢ o método de imagem mais comum para a avaliagao
da EHM, com sensibilidade e especificidade de cerca de 85% e 90%, respectivamente. A
sensibilidade deste método aumenta especialmente quando a gordura hepatica eleva-se de 10%-
20% para mais de 30%. E considerado um exame econdmico e amplamente disponivel para
visualizar o figado e seu conteudo de gordura (AMERNIA et al., 2021).

A esteatose hepatica ¢ visualizada como um aumento difuso no brilho e ecogenicidade
do parénquima nas imagens de US, e ¢ frequentemente comparada a hipoecogenicidade do
cortex renal. A maioria dos estudos classifica a esteatose como leve, moderada e grave com
base na avaliacao visual da ecogenicidade hepatica (SILVA, et al., 2020).

A falta de padronizacdo dificulta a comparagdo precisa de dados adquiridos por
diferentes maquinas e investigadores e apresenta baixa sensibilidade em individuos obesos
(SBH, 2015, LAZARUS et al., 2024). Em estudo com exames de imagem também foi
observado um aumento claro na fibrose avan¢ada associada a idade mais avancada, afetando

13,3% daqueles com mais de 65 anos (AJMERA et al., 2023).

2.7.2.2 Elastografia transitoria (ET) por FibroScan®

A elastografia avalia propriedades fisicas intrinsecas do parénquima hepatico,
fornecendo uma medida de rigidez que frequentemente reflete a carga de fibrose. A elastografia
transitoria controlada por vibragcdo (VCTE), realizada com o dispositivo FibroScan (Echosens),
¢ a técnica de elastografia mais validada e amplamente utilizada no mundo. A fibrose hepatica
¢ classificada como FO-F4 com base em critérios histologicos com base em sua gravidade:
auséncia de fibrose (F0), fibrose leve (F1), fibrose significativa (F2), fibrose avancada (F3) e
cirrose (F4). A fibrose com estdgio maior ou igual a F2 considerada fibrose clinicamente
significativa e o estagio da fibrose ¢ o principal fator prognostico para eventos hepaticos. Os
pacientes com fibrose avangada (F3, F4) tém riscos significativamente maiores de eventos

hepaticos em comparacao com aqueles sem fibrose (FO) (CUSI, 2020, NE, 2025). A VCTE
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apresentou desempenho semelhante a bidpsia hepatica e superior ao FIB-4 na predi¢do de
complicacdes da cirrose e carcinoma hepatocelular (NE, 2025).

A VCTE utiliza aquisicdo ultrassonografica por pulso-eco para acompanhar a
propagacao de uma onda de cisalhamento no parénquima hepatico e medir sua velocidade, que
¢ diretamente relacionada a rigidez do tecido quanto mais rigido o tecido, mais rapida ¢ a
propagagio da onda. E um exame rapido e indolor, porém, é necessario um jejum de pelo
menos trés horas e, em pessoas obesas, a fibrose hepatica nem sempre pode ser bem avaliada.
Para reduzir esta limita¢ao foi desenvolvida uma sonda maior (XL), destinada a pacientes com
indices de massa corporal (IMC) superiores a 30 kg/m? (FALLATAH; AKBAR; FALLATAH,
2016). Este teste ndo ¢ aprovado pela FDA para ser realizado em pacientes com marcapasso ou
durante a gravidez (GANCHEVA; RODEN.; CASTERA, 2024).

A ET (Fibroscan®) mede dois parametros para avaliar a gordura hepatica e a fibrose
hepatica. O CAP (Parametro de Atenuagdo Controlada), medido em decibéis por metro,
quantifica a gordura hepatica e estd correlacionado a esteatose. A medida de rigidez hepatica
(LSM), expressa em quilopascal (kPa) e varia de 2 até mais de 75 kPa, sendo valores normais
considerados inferiores a 5 kPa. As medicdes de rigidez hepatica tendem a gerar mais resultados
falso-positivos do que falso-negativos (CASTERA, RINELLA, TSOCHATZIS, 2025). Um
LSM < 8§ kPa indica um figado mole com baixo risco de fibrose, enquanto LSM > 12 kPa sugere
um figado rigido e alto risco de fibrose. Valores entre 8 e 12 kPa sdo considerados
indeterminados. Valores inferiores a 8 kPa excluem fibrose avancada (>F3) com sensibilidade
superior a 90%, enquanto valores superiores a 12 kPa confirmam fibrose avancada com
especificidade superior a 90% (BELFORT-DEAGUIAR; LOMONACO; CUSI, 2023).

As vantagens da elastografia incluem custo reduzido e forte suporte na literatura, mas
¢ menos precisa em casos de fibrose leve , em individuos com obesidade morbida, inflamagao
refletida por niveis de aminotransferases acima de cinco vezes o limite superior do normal,
pressdo portal elevada, congestdo hepatica, colestase mecanica, insuficiéncia cardiaca,
obstrugdo biliar, bem como ingestdo alimentar devem ser definitivamente excluidos devido a
interpretagdo erronea dos resultados de rigidez hepatica (RINELLA, et al., 2023; AMERNIA
etal.,2021).
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2.7.2.3 Elastografia por US (EUS)

Além da ET (FibroScan®), outras técnicas de elastografia por ultrassonografia (EUS)
tém sido desenvolvidas e validadas para avaliacdo da fibrose hepatica. Nos ultimos anos,
resultados comparaveis aos da ET foram obtidos com a tecnologia Acoustic Radiation Force
Impulse (ARFI), que gera ondas de cisalhamento a partir de um impulso acustico focalizado
(MUSSO et al., 2011; SILVA et al., 2020). Mais recentemente, a elastografia por ondas de
cisalhamento em tempo real (Shear Wave Elastography, SWE) demonstrou resultados
promissores em precisao diagndstica (MUSSO et al., 2011; SILVA et al., 2020).

Tanto ARFI quanto SWE sdao métodos nao invasivos, seguros e reprodutiveis, com boa
acurdcia na estratificacdo de fibrose hepatica, que constitui um importante preditor de
mortalidade por complicagdes hepaticas e por causas gerais (KANWAL, 2021). Uma revisao
sistematica com metanalise comparando ARFI, ET e biopsia hepatica ndo encontrou diferenga
significativa na deteccdo de fibrose entre ARFI e ET, reforcando a equivaléncia diagnoéstica

dessas modalidades (BOTA et al., 2013). Conforme mostrado no Quadro 4:

Quadro 4 — Comparacio entre a elastografia por ultrassonografia (US) e a elastografia
transitoria (FibroScan®) na avaliacio da fibrose hepatica

Aspecto avaliado Elastografia (US) Elastografia (FibroScan®)
Mede a velocidade da onda de | Mede a velocidade da onda de

Principio técnico cisalhamento gerada pelo pulso | cisalhamento induzida por
acustico (SWE/ARFI) vibragdo mecanica controlada

Integrado a aparelhos de Sistema dedicado

Equipamento L exclusivamentea avaliagdo da
ultrassom convencionais - -
rigidez hepatica
Janela acustica / Depende do operador e da : .
. . Fixa e padronizada
intercostal posi¢ao do transdutor

Variavel entre fabricantes e

Padroniza¢do entre modelos, dificultando

Alta padronizagao; valores de

equipamentos ~ corte amplamente validados
comparagoes entre estudos
- M El It i
Reprodutibilidade oderada, depende do o evgda, resultados mais
operador e da janela acustica consistentes e comparaveis
A . . . i ite dificult
Influéncia da Menor impacto da obesidade O‘pemdade © ascite .dl feuttam
. . .. leituras, embora existam sondas
obesidade / ascite (principal vantagem) XL,
Maior demanda Menor medigdes rapidas, com
Tempo de exame posicionamento cuidadoso e analise automatica da
multiplas aquisi¢des manuais variabilidade (IQR/mediana)

Permite avaliagdo anatomica e
Aplicabilidade clinica | morfologica associada
a analise de rigidez

Ideal para avaliacdo global e
triagem populacional
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Alta variabilidade
Desvantagens interobservador,

principais falta de padronizacdo e maior
influéncia de artefatos

Fonte: EDDOWES et al., 2019, RINELLA, et al., 2023

Nao avalia morfologia hepatica;
depende de janelas acusticas
adequadas.

A técnica de EUS baseia-se na geracao de ondas de cisalhamento por pulsos de
ultrassom que atravessam o parénquima hepatico; a velocidade dessas ondas, medida pelo
deslocamento do tecido, reflete sua rigidez. Embora promissoras, ARFI e SWE ainda requerem
maior padronizacdo e calibragdo multicéntrica quando comparadas a ET, que permanece o
método de referéncia melhor validado pelas diretrizes atuais (CIARDULLO; MONTI;
PERSEGHIN, 2021; SILVA et al., 2020).

2.7.2.4 Tomografia Computadorizada (TC)

A esteatose hepatica também pode ser avaliada por meio de tomografia
computadorizada (TC) comparando a atenuagdo do parénquima hepatico com a do baco. A
deposi¢do de gordura no tecido diminui a atenuagdo, portanto as areas gordurosas sao menos

densas e parecem mais escuras do que os tecidos nao gordurosos (AJMERA et al., 2020).

2.7.2.5 Ressonancia Magnética

A elastografia por ressondncia magnética usa tecnologia que combina imagens de
ressonancia magnética com vibragdes de baixa frequéncia para avaliar quantitativamente as
propriedades mecanicas dos tecidos, fornecendo uma indicacio da rigidez do figado. E um
método com acuracia diagnostica superior € maior especificidade em relacao ao Fibroscan® e
com valor preditivo positivo para fibrose hepatica, porém ¢ mais caro, tem disponibilidade
limitada; portanto, ¢ solicitado principalmente pelo hepatologista (AJMERA et al., 2023).

O LiverMultiScan ¢ uma ressonancia magnética multiparamétrica para quantificar de
forma nao invasiva a gordura hepatica e avaliar a atividade da doenga. Este método usa
tecnologia de ressonancia magnética padrdo analisada com software especifico. Alguns
parametros sdo bem avaliados e o mais util deles ¢ a imagem T1 corrigida (cT1), que quantifica
a fibrose e a inflamagao hepaticas e o T2 avalia o contetido de ferro do figado. O LiverMultiScan
¢ necessario especialmente em altos niveis de IMC e foi aprovado pela FDA em 2015 para
detectar doencas hepaticas precoces e esta se tornando cada vez mais disponivel (SAMSON et

al.,2023; RINELLA; SOOKOIAN, 2024)
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2.7.3 Biopsia Hepatica

A biopsia hepética ¢ o padrao-ouro para diagnostico e estadiamento de EHM, através
da andlise histoldgica, e ¢ importante para descartar outras causas de doenga hepatica. No
entanto, a bidpsia hepatica possui limitagdes que a tornam inviavel para ser realizada em todos
os pacientes com EHM (TAYLOR et al., 2020).

Trata-se de um procedimento caro, invasivo, com risco de complicagdes como
sangramento e dor que podem necessitar de hospitalizacdo em 1% a 3% dos casos, com uma
mortalidade procedimental de 0,01%. Além disto, apresenta limitagdes devido a variabilidade
da amostra devido a distribuicdo desigual da doenca e alta variabilidade dependente do

observador nos relatdrios patoldgicos (MUSSO et al., 2011).

2.8 Tratamento:
2.8.1 Mudanca do estilo de vida (MEYV)

A modificagdo do estilo de vida ¢ a pedra angular para o controle do DM2, controle de
peso e saude do figado. A perda de peso, obtida por meio da combinagdo de padrdes alimentares
saudaveis, como os da dieta mediterranea, e atividade fisica regular, ¢ o tratamento mais eficaz
para a EHM (RINELLA, ef al. 2023).

Embora outras dietas também reduzam a gordura hepatica, a dieta mediterranea oferece
beneficios adicionais a satde cardiometabolica. As escolhas alimentares podem ser adaptadas
as preferéncias individuais, mas devem incluir alimentos minimamente processados, como
vegetais, legumes, nozes, frutas, graos integrais e carnes e peixes ndo processados, enquanto
limitam agucares, carboidratos refinados e gorduras saturadas (NEMERA; OSMAN; SAID,
2024).

Além disso, esses padroes alimentares devem ser ricos em fibras, polifenois, vitaminas,
minerais e gorduras saudaveis, como o azeite de oliva (ZELBER-SAGI; MOORE, 2024). H4
também algumas evidéncias de uma relagdo entre o consumo de café e a reducdo do risco de
CHC com recomendacdo de trés ou mais xicaras de café¢ (com cafeina ou descafeinado)
diariamente devido a sua associagdo com doenca hepatica menos avangada (RINELLA, ef al.
2023).

A meta de perda ponderal indicada para tratamento de EHM seria uma reducdo do peso
corporal acima de 5% para reduzir a gordura hepatica, 7-10% para melhorar a inflamagdo

hepética e maior ou igual a 10% para melhorar a fibrose hepatica (ZELBER-SAGI; MOORE,
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2024). Mesmo sem perda de peso, uma dieta de melhor qualidade pode melhorar a histologia
hepatica. Um programa estruturado de perda de peso ¢ preferivel, adaptando-se ao estilo de vida
e preferéncias pessoais (ABEYSEKERA et al., 2024). Conforme sintetizado na Figura 8.

Figura 8 — Recomendac¢des de mudanca do estilo de vida para pessoas com EHM
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Fonte: Global Consensus Recommendations for Metabolic Dysfunction- Associated Steatotic
Liver Disease and Steatohepatitis. 2025.

A atividade fisica pode melhorar a esteatose de forma independente, prevenir a fibrose,
cirrose e reduzir a mortalidade. A atividade fisica ¢ fundamental para a satide cardiometabolica
e a manutencdo da perda de peso. O exercicio traz beneficios como a redug¢do da gordura
visceral e hepatica, independentemente da perda de peso, e esses beneficios dependem da
aderéncia e intensidade, ndo do tipo de exercicio (ABEYSEKERA et al., 2024).

O tratamento também inclui desencorajar o consumo de alcool, especialmente nos
pacientes com fibrose hepatica clinicamente significativa (>F2) que devem abster-se
completamente do uso de 4lcool, e estimular a vacinagdo: Hepatite A, Hepatite B,
polissacarideo pneumocodcico (ABEYSEKERA et al., 2024). As orientagdes também devem
incluir evitar o tabagismo para evitar a progressao da fibrose e CHC e todas as comorbidades
associadas a EHM devem receber seus tratamentos especificos (ESLAM; VALENTI; ROMEO,
2018).
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O manejo agressivo da EHM desempenha um papel importante no controle do DM2,
reduzindo a resisténcia hepatica a insulina e a lipotoxicidade. A reducdo da esteatose hepatica
¢ observada com uma perda de peso minima de 5% e melhorias histologicas e cardiometabdlicas
hepaticas ainda maiores, incluindo a resolugdo da fibrose com uma perda de peso minima de

10% (STEFAN; CUSI, 2022). Abaixo mostrado o algoritmo do tratamento ( Figura 9)

Figura 9 - Algoritmo de tratamento de EHM
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Fonte: Diabetes Care. 2025;48(7).

Em relacdo ao tratamento medicamentoso, os ensaios clinicos randomizados para
avaliar a eficacia da pioglitazona sdo de 2 a 3 anos e os agonistas do receptor do peptideo 1
semelhante ao glucagon (GLP-1 RAs) por 1,5 anos. Ensaios abertos com inibidores do co-
transportador de sodio-glicose 2 (SGLT2) usaram desfechos ndo invasivos e ndo foram
realizados com bidpsias pareadas para avaliar o efeito na histologia hepatica (EASL; EASD;
EASO, 2023).

Os inibidores de GLP-1 RAs, pioglitazona e inibidores de SGLT2 sao preferidos para
pacientes com DM2 com EHM devido a redugdo da esteatose hepatica e beneficios
cardiovasculares. GLP-1 RA e pioglitazona demonstraram beneficios na histologia hepatica
(STEFAN; CUSI, 2022). A pioglitazona melhora a RI, disfungdo do tecido adiposo,
dislipidemia, reduz o risco de eventos cardiovasculares e previne a progressdo de pré-diabetes

para DM2. Além disso, melhora a MASH em pacientes com ou sem diabetes. Os efeitos
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colaterais da pioglitazona incluem ganho de peso, edema, osteoporose, insuficiéncia cardiaca e
cancer de bexiga (RINELLA et al., 2023).

Os beneficios clinicos dos GLP-1 RAs incluem perda de peso, controle do diabetes,
melhora da doenca renal cronica e reducao do risco cardiovascular. O tratamento com GLP-1
RA reduz a esteatose hepatica, os niveis de ALT e AST e melhora a histologia hepatica,
incluindo a resolu¢do da MASH, mas nao da fibrose. Os efeitos colaterais dos ARs GLP-1
incluem sintomas gastrointestinais, nauseas e risco de pancreatite ou carcinoma medular da
tireoide (STEFAN; CUSI, 2022; EASL; EASD; EASO, 2023).

Os inibidores de SGLT2 reduzem a esteatose hepatica criando déficit de energia através
da glicostria que leva a perda de peso e diminui¢do da lipogénese de novo. Os estudos sdao
limitados e ndo ha evidéncia de beneficio para a esteatohepatite. Os inibidores de SGLT2
reduzem risco cardiovascular, insuficiéncia cardiaca e doenca renal cronica. Os efeitos
colaterais mais comuns dos inibidores de SGLT?2 sdo infecc¢des flingicas genitais e aumento da
micg¢do. Efeitos colaterais graves podem ser cetoacidose diabética euglicémica e gangrena de
Fournier.

Embora a metformina tenha demonstrado reduzir o risco de CHC em pacientes com
DM2, ndo ha evidéncias de que medicamentos como a metformina, a acarbose, os inibidores
de DPP-IV (Dipeptidil Peptidase-4) ou insulina melhorem a EHM, mas esses medicamentos
devem ser continuados conforme necessario para o controle adequado do diabetes (TAYLOR
et al.,2020).

A perda de peso com qualquer um dos medicamentos antiobesidades aprovados pela
FDA pode melhorar a EHM e induzir o melhor controle do DM2, reduzindo a massa gorda
total. Os medicamentos para o tratamento cronico da obesidade incluem naltrexona/bupropiona,
orlistate, liraglutida e semaglutida. Estes medicamentos, quando combinados com a MEV,
podem auxiliar na perda de peso (DE AGUIAR; LOMONACO; CUSI, 2023). Uma maior perda
de peso inicial tende a resultar em melhores resultados a longo prazo. Dentre os medicamentos
aprovados para o tratamento da obesidade, a semaglutida e a tirzepatida destacam-se por sua
eficacia superior. A semaglutida apresenta eficacia em atingir 10%, 15% e até 20% ou mais de
perda de peso em alguns pacientes (EASL; EASD; EASO, 2023), enquanto a tirzepatida,
aprovada pela FDA em novembro de 2023 para manejo cronico da obesidade (FDA, 2023),
demonstra superioridade com perdas de peso variando de 15% a 25%, dependendo da dose

utilizada e populagdo estudada (JASTREBOFF et al., 2022; NAUCK; D’ALESSIO, 2022).
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Ambas, quando associadas 8 MEV, potencializam seus efeitos na redu¢ao da massa gorda total,
melhora da EHM e controle do DM2.

As estatinas sdo indicadas para reducdo do risco cardiovascular e sdo seguras para
pacientes com EHM. Alguns estudos mostraram que as estatinas melhoram as enzimas
hepaticas. No entanto, ndo ha dados suficientes para apoiar o uso de estatinas para tratar
especificamente EH (BRIL et al., 2017).

Vitamina E 800 UI diariamente melhora a histologia hepatica em adultos ndo diabéticos
com EHM. Os riscos incluem um aumento na mortalidade, acidente vascular cerebral e risco
de cancer de prostata. As contraindicacdes ao uso de vitamina E sdo: DM2, EHM sem bidpsia
hepatica, cirrose por EHM ou cirrose criptogénica (BELFORT-DEAGUIAR; LOMONACO;
CUSI, 2023).

A cirurgia bariatrica ¢ eficaz para o tratamento de DM2 e EHM porque pode atingir a
meta de perda de peso sustentada. E j& foi bem demonstrado que melhora a esteatose, a fibrose
e reduz o risco de CHC. Além disso, a cirurgia bariatrica melhora outras comorbidades, como
HAS, apneia do sono, dislipidemia e reduz o risco de DCV (RINELLA et al., 2023; EASL;
EASD; EASO, 2023).

Mais recentemente, a publicagdo do estudo ESSENCE (SANYEAL et al., 2025)
mostrando beneficios do uso de semaglutida, na dose 2.4 mg na regressao de fibrose hepatica,
justificou a aprovacao desta medicacao pelo FDA para o tratamento da EHM com fibrose

hepatica (FDA, 2025).

2.8.2 Tratamento medicamentoso aprovado especificamente para esteatose hepatica
metabolica

O resmetirom ¢ o primeiro fAirmaco aprovado para o tratamento da EHM. Sua acdo
baseia-se na ativagdo seletiva do receptor  do hormonio tireoidiano (THR-B) no figado. Essa
seletividade ¢ fundamental, uma vez que, na EHM, ha redugdo da atividade dos hormonios
tireoidianos sobre esse receptor, o que prejudica o metabolismo lipidico, processo essencial na
regulag¢do do armazenamento de triglicerideos e do metabolismo do colesterol.

Estudos clinicos demonstraram que o uso do resmetirom promove redugdes
significativas na gordura hepatica e nos niveis séricos de LDL, triglicerideos, lipoproteinas e
enzimas hepaticas, evidenciando eficacia e seguranca nas doses de 80 mg ¢ 100 mg.

Por apresentar alta seletividade para o THR-f, em comparagao ao THR-a, o resmetirom

minimiza os efeitos adversos sistémicos associados ao excesso de hormodnios tireoidianos,
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especialmente sobre o coragdo e os 0ssos. Além disso, evidéncias sugerem que o medicamento
pode estimular a biogénese mitocondrial e aumentar a oxidagdo de acidos graxos hepaticos,
contribuindo, assim, para a redu¢ao do risco de doencas cardiovasculares (DCV) (SMITH et al.,

2024).

3. OBJETIVOS
3.1 Geral

Avaliar as caracteristicas epidemiologicas, clinicas, metabolicas e do estado de evolucao da
doenca hepatica em portadores de DM?2 associado com EMH, atendidos em ambulatério de

referéncia do estado do Maranhéo.

3.2 Especificos

e Descrever o perfil sociodemografico e epidemiologico;

e Descrever as caracteristicas clinicas e laboratoriais;

e Descrever medidas antropométricas e dados de controle do DM2.

e Avaliagdo genética de ancestralidade racial;

e Descrever os resultados da ET;

e Descrever os resultados dos escores clinicos (FIB 4 ¢ NAFLD-score) e correlacionar com os
achados da ET;

e Avaliar a concordancia entre resultados do FIB-4 ¢ do NAFLD-score ¢ a ET na estimativa da
fibrose hepatica.

e Verificar a associagdo entre os fatores (clinicos, epidemiologicos, antropométricos, de
ancestralidade, socioecondmicos e de controle do DM2) e os graus mais elevados de fibrose

hepaética;

4. METODOS
4.1 Delineamento e local de estudo

Trata-se de um estudo prospectivo, transversal, realizado no Ambulatorio de
Endocrinologia do Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhdao/HU-UFMA,

servico de referéncia para atendimento dos pacientes com DM2 e EMH no estado do Maranhao.
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Foram admitidos 320 pacientes que se enquadraram nos critérios de inclusdo e aceitaram a
participagdo na pesquisa, mediante leitura e assinatura do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE) (Apéndice A), no periodo de abril de 2022 a fevereiro de 2024.

4.2 Populacio e Amostra

A populagao foi uma amostra de conveniéncia, constituida de 320 pacientes adultoscom

diagnostico de DM2 e EHM atendidos no ambulatério de Endocrinologia — HU-UFMA.

4.2.1 Critérios de inclusio e exclusio dos sujeitos
Critérios de Inclusao:

e Pacientes nascidos no Maranhio;
e Idade maior ou igual a 18 anos;
e Esteatose hepatica confirmada com exames de imagem.

e Diagnéstico prévio de DM2
Critérios de Exclusao:

e Doenga hepatica cronica causado por hepatites virais (sorologia positiva para
hepatite B ou C);

e Excesso de ingestdo de bebida alcoolica (homem > 30g/d e mulher > 20g/d);

e Outras causas de hepatopatia cronica como hepatite autoimune, hemocromatose,uso de
drogas hepatotoxicas (exemplos: glicocorticoides, metotrexato, antirretrovirais,

amiodarona, tamoxifeno, estrogenos, entre outros).

4.3 Coleta de dados
4.3.1 Avaliacao clinica e laboratorial

Os pacientes com EMH foram submetidos a um questionario padronizado com variaveis
clinica-demograficas (Apéndice B) no qual foram coletado dados relativos a sexo, idade (anos),
naturalidade, cor autorreferida, tempo de duracdo do DM2 (anos), dieta (caracteristicas e
adesdo), nivel de atividade fisica, uso de medicagdes, doencas associadas, antecedentes

familiares, hdbitos como tabagismo e consumo de bebida alcoodlica.
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4.3.2 Variaveis
4.3.2.1 Variaveis Clinicas

Foram coletados dados referentes a dados sociodemograficos, dieta, atividade fisica,
habitos de vida, antecedentes morbidos pessoais, antecedentes familiares, uso de
medicamentos, dados clinicos, exames laboratoriais.

As seguintes varidveis clinicas foram avaliadas: peso (kg), altura (cm), indice de massa
corporal (IMC) (Kg/m?), circunferéncia abdominal (cm) e de quadril, relagao cintura-quadril e
relagdo cintura-altura. O peso foi avaliado por uma balanca da marca Lider®, capacidade para
200Kgs. A altura foi aferida por uma régua antropométrica acoplada na balanga, estando os
pacientes descalgos, com os bragos estendidos ao longo do corpo, os calcanhares unidos e as
plantas dos pés apoiadas totalmente na plataforma da balanca. A circunferéncia abdominal foi
medida com uma fita métrica inelastica entre o ponto médio entre a décima costela e a borda
superior da crista iliaca. O quadril também foi medido com uma fita métrica ineldstica no ponto
onde se localiza o maior didmetro horizontal.

De acordo com os critérios da Organizagdo Mundial de Satde (OMS) foi considerado
normal o IMC entre 18,5 e 24,9 kg/m?, sobrepeso entre 25 e 29,9 kg/m? e obesidade com o IMC
maior ou igual a 30 kg/m? (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020).

Considerou a medida de circunferéncia abdominal normal, ou seja, sem obesidade
abdominal de acordo com os critérios do International Diabetes Federation(IDF) , valores , <
94 cm para homens e < 80 cm para mulheres. Segundo a OMS, a relagdo cintura -quadril seria
indicada alterada quando > 0,90 em homens ¢ > 0,85 em mulheres. (INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2006; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008).

Uma razao cintura-estatura inferior a 0,5 foi considerada normal. Isso significa que a

circunferéncia da cintura é menor que a metade da altura da pessoa (CORREA et al., 2019).

4.3.2.2 Exames Laboratoriais

Foram determinados os valores dos seguintes exames laboratoriais de acordo com as
metodologias e valores de referéncia utilizados no servigo de analises clinicas do HU-UFMA:
AST (IFCC optimizado: homens até 40U/L e mulheres at¢ 32 U/L), ALT (UV modificado:
homens até¢ 41U/L e mulheres até 33 U/L), hemograma (contagem de plaquetas: 140.000 —
450.0000 p/mm?), albumina (verde de bromocresol: 3,5 a 5,2g/dL), colesterol total
(enzimatico/trinder: < 200mg/dL), HDL (dextran/sulfato de magnésio/sulfato: baixo <
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40mg/dL), LDL (calculado pela formula de Friedewald: <100mg/dL), triglicerideos
(enzimatico/trinder: < 150mg/dL), VLDL (calculado pela formula de Friedewald: <30mg/dL),
ferritina (eletroquimioluminescéncia: homens <400ng/ml e mulheres < 150 ng/ml).

A avaliagcdo de hemoglobina glicada foi realizada em laboratério particular através da
técnica padrao ouro para este exame (High-Performance Liquid Chromatography-HPLC). As
amostras de sangue também foram enviadas para avaliagdo de ancestralidade genomica no

ambulatorio de Genética da Universidade Estadual do Rio de Janeiro.

4.3.2.3 Testes nao invasivos

Foram realizados testes ndo invasivos de deteccao de fibrose avancada como escores

FIB-4 ¢ NAFLD utilizando a calculadora eletronica MDCalc - Medical calculators, equations,

scores, and guidelines (https.//'www.mdcalc.com). O escore Fib-4 menor que 1,3 tem valor

preditivo negativo para descartar fibrose F3-F4 e requer apenas medidas de transaminases e
plaquetas. O escore de fibrose NAFLD (NFS) < -1,455 pode excluir doenga avancada
(ARCHER et al., 2022).

4.3.2.4 Elastografias

Os pacientes foram submetidos a ET por FibroScan® em servigo de imagem do estado.
Na ET, a rigidez hepatica ¢ quantificada pela medicdo do LSM, sendo considerado LSM < §
kPa como auséncia de fibrose avangada. As medidas de rigidez foram utilizadas para estratificar
a populacao em dois grupos:

e Grupo I: EHM com fibrose leve ou auséncia de fibrose (LSM < § kPa)
¢ Grupo II: EHM com fibrose avancada (LSM > 8 kPa) (Rinella ef al., 2023)

4.3.3 Instrumentos e processo

Foi utilizado um protocolo de pesquisa elaborado para a obtengdo de dados
sociodemograficos, clinicos e laboratoriais de todos os pacientes atendidos no ambulatorio
especializado no manejo de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e esteatose hepatica metabolica
(EHM) que preencheram os critérios de inclusdo do estudo. As amostras de sangue coletadas
dos participantes foram encaminhadas ao Laboratério de Diagndstico por DNA da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ) para a avaliacao da ancestralidade genética.

Todos os participantes foram submetidos a elastografia transitéria por FibroScan® com

o0 objetivo de avaliar a presenga e o grau de fibrose hepatica. A coleta dos dados foi realizada
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somente apos o consentimento dos participantes, formalizado pela assinatura do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), conforme as normas éticas.

5. Analise, processamento de dados e testes estatisticos
5.1 Analise estatistica

Os dados foram organizados em Microsoft Excel (Microsoft Office 365) e analisados

utilizando R software (versao 4.3.3) e GraphPad Prism (versao 10).

5.1.1 Analise Descritiva

As varidveis continuas foram descritas como média = desvio-padrdo (ou mediana e
intervalo interquartil, quando apropriado) e as variaveis categdricas como frequéncia absoluta
e percentual. O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para avaliar normalidade dos dados (p > 0,05
= distribui¢@o normal). Foi utilizado o protocolo descrito por Pereira et.al,2012 para avaliagao

de ancestralidade.

5.1.2 Analise Comparativa

Para comparacao entre grupos (LSM < 8 kPa vs LSM > 8 kPa), foram utilizados: (1)
teste t de Student para varidveis continuas com distribuicdo normal; (2) teste de Mann-Whitney
U para varidveis ndo-normais; (3) teste do Qui-Quadrado ou Teste Exato de Fisher para

variaveis categoricas. O nivel de significancia adotado foi p < 0,05.

5.1.3 Analise de Testes Diagnosticos

Foram construidas curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) para os escores
FIB-4, NAFLD e MAF-5, calculando-se a area sob a curva (AUC), sensibilidade ¢

especificidade nos pontos de corte recomendados.

5.1.4 Analise de Associa¢ao entre Variaveis

Foram utilizados testes ndo paramétricos (Mann-Whitney U e Qui-quadrado) para
avaliar associagdes entre fatores clinico-laboratoriais, ancestrais e os parametros de fibrose e
esteatose hepatica obtidos por elastografia (LSM e CAP). O nivel de significancia adotado foi
p <0,05.
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5.1.5. Analise de Ancestralidade Gendomica

A ancestralidade genomica foi estimada utilizando marcadores informativos de
ancestralidade (Ancestry Informative Markers — AIMs), com classificagdo em componentes
europeia, africana e nativo-americana. As associagdes entre as propor¢des de ancestralidade e
os parametros de fibrose e esteatose hepatica foram avaliadas por analises bivariadas,

empregando os testes de Mann-Whitney U e qui-quadrado. O nivel de significancia adotado foi

p <0,05.

5.2. Desfecho

O desfecho clinico foi definido como a presenca de fibrose hepatica, avaliada pela
elastografia transitoria (FibroScan®), considerando o valor de liver stiffness measurement

(LSM > 8 kPa), e pelos escores clinicos ndo invasivos FIB-4 e NAFLD score.

5.3. Aspectos Eticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario da Universidade Federal do Maranhao (HU-UFMA), de acordo com as normas
da Resolugdo n° 466/2012 do Conselho Nacional de Satde (CNS).
O projeto foi submetido e aprovado sob o Certificado de Apresentagdo de Apreciagdo Etica
(CAAE)n®51633521.2.0000.5086 e recebeu o Parecer Consubstanciado n°® 5.216.774, emitido
em 29 de janeiro de 2022.

Todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(TCLE), garantindo anonimato e confidencialidade das informagdes.
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6. RESULTADOS
6.1 — Artigo publicado na revista Biomedicines (Qualis A2, Fator de Impacto 3,9)

O presente capitulo apresenta o primeiro artigo derivado desta tese de doutorado,
intitulado “Predictors of Hepatic Fibrosis in Type 2 Diabetes Patients with Metabolic-
Dysfunction-Associated Steatotic Liver Disease”, publicado no peridodico Biomedicines
(MDPI, ISSN 2227-9032), volume 12, nimero 11, artigo 2542, em outubro de 2024.

Este estudo teve como objetivo identificar fatores clinicos, epidemiologicos e
laboratoriais associados a fibrose hepatica em pacientes com diabetes mellitus tipo 2 e esteatose
hepatica metabdlica, avaliando ainda a acuricia de testes ndo invasivos (soroldgicos e
elastograficos) na deteccao de graus avangados de fibrose hepatica.

Trata-se de uma analise interina do projeto principal, que constitui o eixo clinico-

epidemioldgico desta tese.

Referéncia completa do artigo:

de Abreu, J.D.M.F.; Azulay, R.S.; Rodrigues, V.; de Abreu, S.L.L.; da Gléria Tavares, M.;
Pinheiro, F.C.M.; de Oliveira Neto, C.P.; Andrade, C.; Facundo, A.; Sa, A.G.; et al. (2024).
Predictors of Hepatic Fibrosis in Type 2 Diabetes Patients with Metabolic-Dysfunction-
Associated Steatotic Liver Disease. Biomedicines, 12(11), 2542.
https://doi.org/10.3390/biomedicines12112542

O texto integral do artigo encontra-se reproduzido a seguir, conforme o formato oficial

de publicacao da revista Biomedicines (Open Access sob licenga CC BY 4.0).
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Abstract: Background/Objectives: Approximately 25% of the world’s population and more
than 60% of patients with type 2 diabetes (T2D) have metabolic-dysfunction-associated
steatotic liver disease (MASLD). The association between these pathologies is an important
cause of morbidity and mortality in Brazil and worldwide due to the high frequency of advanced
fibrosis and cirrhosis. The objective of this study was to determine the epidemiologic and
clinical-laboratory profile of patients with T2D and MASLD treated at an endocrinology
reference service in a state in northeastern Brazil, and to investigate the association of liver
fibrosis with anthropometric and laboratory measurements. Methods: A cross-sectional study
was performed in a specialized outpatient clinic with 240 patients evaluated from July 2022 to
February 2024, using a questionnaire, physical examination, laboratory tests, and liver
elastography with FibroScanR. Results: Estimates showed that women (adjusted OR = 2.69,
95% CI=1.35-5.35, p = 0.005), obesity (adjusted OR =2.23, 95% CI =1.22-4.07, p = 0.009),
high GGT (adjusted OR = 3.78, 95% CI = 2.01-7.14, p < 0. 001), high AST (adjusted OR =
6.07, 95% CI = 2.27-16.2, p < 0.001), and high ALT (adjusted OR = 3.83, 95% CI = 1.80—
8.11, p < 0.001) were associated with the risk of liver fibrosis even after adjusted analysis.
Conclusions: The study findings suggested that female sex and BMI were associated with an
increased risk of liver fibrosis, highlighting the importance of comprehensive evaluation of
these patients. In addition, FIB-4 and MAF-5 provided a good estimate of liver fibrosis in our

population and may serve as a useful tool in a public health setting with limited resources.

Keywords: metabolic-dysfunction-associated steatotic liver disease; type 2 diabetes mellitus;

epidemiology; fibrosis
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1. Introduction

Metabolic-dysfunction-associated steatotic liver disease (MASLD) is a condition
characterized by the presence of hepatic steatosis in individuals without a history of significant
alcohol consumption, associated with at least one of the five cardiometabolic risk factors that
correspond to the components of metabolic syndrome, which are hypertriglyceridemia, low-
HDL cholesterol, hyperglycemia, arterial hypertension, and increased waist circumference [1—
3]. This condition represents one of the most prevalent chronic liver diseases worldwide, and
its occurrence is often associated with type 2 diabetes mellitus (T2D), which represents a
significant clinical challenge due to the increasing prevalence of these pathologies and the
substantial risk of serious complications, including cirrhosis and hepatocellular carcinoma [4—
6]. Certainly, studies have indeed demonstrated an intrinsic relationship between MASLD and
T2D, where up to one-third of diabetic patients have hepatic steatosis, and a significant
proportion of these patients develop advanced hepatic fibrosis. The progression to advanced
hepatic fibrosis in MASLD is considered the most important prognostic factor directly related
to the morbidity and mortality of this disease [6].

Late diagnosis of MASLD, often in advanced stages of liver cirrhosis, increases the risk
of developing hepatocellular carcinoma [7]. There is growing recognition of the importance of
early assessment of MASLD in all patients with T2D, performed by multidisciplinary teams,
aiming to reduce hepatic complications [8].

According to international guidelines, liver biopsy is still considered the gold standard
for the diagnosis of liver fibrosis in MASLD [9-11]. However, liver biopsy as an invasive
method is not without complications and is not recommended for disease severity monitoring
[11]. Therefore, it is recommended to use non-invasive tests as a viable approach to stage
fibrosis, such as the fibrosis-4 index for liver fibrosis (FIB-4) and the non-alcoholic fatty liver
disease (NAFLD) fibrosis score, which can identify patients with advanced stage 3 or 4 fibrosis.
Recently, the metabolic-dysfunction-associated fibrosis 5 (MAF-5) score has been introduced
as a non-invasive option for identifying the risk of liver fibrosis [12]. These tests provide a
widely accessible, effective, and inexpensive non-invasive assessment of liver fibrosis, using
these methods in combination with transient elastography (FibroScan®) when appropriate,
which has become essential in the risk stratification and management of these patients [13—15].

Liver elastography (FibroScan®) diagnosis liver fibrosis by measuring the speed at which
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ultrasound waves travel through the liver. The stiffer the liver due to the progression of fibrosis,
the higher the wave propagation speed [16].

The study aims to evaluate the clinical-epidemiological profile and correlate hepatic
fibrosis by elastography with anthropometric and laboratory measurements of patients with
MASLD and T2D treated at a public referral service in the northeastern region of Brazil.
Understanding the epidemiological and clinical factors underlying MASLD, especially in
populations with more unfavorable sociodemographic conditions and significant racial

admixture, still requires more comprehensive investigations.

2. Materials and Methods

This was a cross-sectional and analytical study carried out at the Endocrinology
Outpatient Clinic of the University Hospital of the Federal University of Maranhdo/HUUFMA,
admitting patients who met the inclusion criteria and who agreed to participate in the research
by reading and signing the Free and Informed Consent Form (FICF), from June 2022 to
February 2024. The project was submitted to and approved by the Research Ethics Committee
(CAAE: 51633521.2.0000.5086).

All 240 participants in this study had a previous diagnosis of T2D and hepatic steatosis
(HE). Inclusion criteria were an age of 18 years or older, HE confirmed by imaging tests, and
diagnosis of T2D. Patients with chronic liver disease caused by viral hepatitis (positive serology
for hepatitis B or C), excessive alcohol intake, and use of hepatotoxic drugs (glucocorticoids
and methotrexate, among others) were excluded.

Patients underwent a clinical-demographic survey through a standardized questionnaire,
in which data were collected regarding sex, age, nationality, self-reported skin color/race,
duration of T2D (years), income (minimum wage based on the value for the year 2022), diet
(guided or not by a nutritionist and adherence), level of physical activity (according to the
International Physical Activity Questionnaire (IPAQ classification)), use of other medications,
associated diseases, family history, smoking, and alcohol consumption.

The following clinical variables were assessed: weight (kg), height (m), body mass
index (BMI; kg/m?), abdominal circumference (cm), hip circumference, and waist-tohip ratio.
The WHO classification for BMI was adopted. The abdominal circumference measurement was
considered normal if it was <90 cm in men and <80 cm in women. The waist-to-hip ratio was

considered normal if it was <0.9 [17].
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Laboratory test values were determined according to the following methodologies and
reference values: glycated hemoglobin (high-performance liquid chromatography (HPLC): 4.8
to 5.9%), AST (optimized IFCC: men up to 40 U/L and women up to 32 U/L), ALT (modified
UV: men up to 41 U/L and women up to 33 U/L), complete blood count (platelet count:
140,000-4,500,000 p/mm?), albumin (bromocresol green: 3.5 to 5.2 g/dL), total cholesterol
(enzymatic/trinder: <200 mg/dL), HDL (dextran/magnesium sulfate/sulfate: low < 40 mg/dL),
LDL (calculated by the Friedewald formula: <150 mg/dL), and VLDL (calculated by the
Friedewald formula: <150 ng/mL) [18].

Non-invasive tests for detecting advanced fibrosis, such as FIB-4 and NAFLD scores,
were performed using the electronic MDCalc medical calculators, equations, scores, and
guidelines (https://www.mdcalc.com). Participants were defined as having a low risk of
advanced fibrosis if they had FIB-4 < 1.3 (those aged < 65 years) or FIB-4 < 2.0 (those aged >
65 years) [19]. The NAFLD fibrosis score was divided into 3 categories: less than -1.455 (FO—
F2), between -1.455 and 0.675 (undefined score), and greater than 0.675 (F3-F4) [20]. In
addition, the MAF-5 score was estimated based on an equation composed of waist
circumference, body mass index, diabetes, aspartate aminotransferase, and platelet measures
[12].

Patients were also evaluated using transient elastography (FibroScan®). In this test, liver
stiffness is determined by measuring (LSM) < 8 kPa to indicate the absence of significant
fibrosis [16]. Liver stiffness measurements determined through liver elastography were used to
divide the study population into two groups, classified as follows: group I with EHM and absent
significant fibrosis (LSM < 8 kPa) and group II with EHM and the presence of significant
fibrosis (LSM greater than or equal to 8 kPa) [3,16].

Data were analyzed using R software version 4.3.3 (R Core Team, 2024) and GraphPad
Prism version 10 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Descriptive statistics were
calculated using the absolute frequency, percentage, mean, and standard deviation (+SD). Chi-
squared or Fisher’s exact tests were used to compare frequencies between groups based on the
detection of liver fibrosis by transient elastography (LSM cut-off of 8 kPa). The unpaired #-test
and Mann—Whitney test were selected to compare continuous variables between groups based
on normality assessment of the sample distribution (Shapiro—Wilk test).

Receiver operating characteristic (ROC) curves were plotted to determine the diagnostic

value of FIB-4 and NAFLD for detecting liver fibrosis at the 8 kPa LSM cut-off point in
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FibroScan. The area under the ROC curve (AUC) was estimated for each of the FIB-4, NAFLD,
and MAF-5 scores. The cut-offs of 1.3, 1.45, 2.0, 2.67, and 3.25 for the FIB-4 score [19], along
with -1.455 and 0.675 for the NAFLD score [20], were selected for evaluating sensitivity and
specificity values. Additionally, MAF-5 cut-offs of 0 and 1 were also chosen for this evaluation
[12].

In addition, multivariate logistic regression analysis was used to estimate the adjusted
odds ratio (OR) and 95% confidence interval to identify risk factors for the detection of liver
fibrosis by FibroScan. Age and variables found to be significant in the univariate analysis were
entered as independent variables in the multivariate analysis. The variance inflation factor (VIF)
was used to test for collinearity between the independent variables included in the multivariate

logistic regression model. A significance level of 5% (p < 0.05) was used for all analyses.

3. Results

A total of 240 adults with TD2 (86 men and 154 women) were included in the study.
Liver fibrosis was detected by transient elastography (LSM cut-off of 8 kPa and fibrosis scores
> F2) in 26.7% of participants. Comparative analysis showed a statistically higher frequency of
women in the group with liver fibrosis (79.7% versus 58.5%, p = 0.002). The prevalence of
obesity was also statistically higher in the liver fibrosis group (53.1% versus 34.1%, p = 0.008).
The other demographic, lifestyle, and clinical data showed no significant differences between
the groups. In both groups, the most frequent variables were age over 60 years, brown skin
color, and those classified as having a moderately inactive physical activity pattern, and the

most frequent comorbidities were dyslipidemia and hypertension (Table 1).
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Table 1. Demographic, lifestyle, and clinical data of adults with T2D by liver fibrosis diagnosis.

Diagnosis of liver fibrosis by transient

. elastography
Variables No (<F2) Yes (>F2) P
(n =176, 73.3%) (n =64, 26.7%)
Sex, n (%) 0.002*
Male 73 (41.5) 13 (20.3)
Female 103 (58.5) 51 (79.7)
Age (in years), mean +sd 60.3 +9.9 61.5 +8.6 0.606
Age group, n (%) 0.390
Up to 40 years old 8 4.5) 0 (0)
41 to 50 years old 18 (10.2) 7 (10.9)
51 to 60 years old 55 (31.3) 21 (32.8)
Over 60 years old 95 (54.0) 36 (56.3)
Self-reported skin color/race, n (%) 0.842
White 25 (14.2) 10 (15.6)
Black 36 (20.5) 11 (17.2)
Brown 115 (65.3) 43 (67.2)
Smoking, n (%) 0.899
Never 101 (57.4) 35 (54.7)
Former 73 (41.5) 28 (43.8)
Current 2 (1.1) 1 (1.5)
Physical activity 0.336
Inactive 63 (35.8) 30 (46.9)
Moderately inactive 81 (46.0) 27 (42.2)
Moderately active 28 (15.9) 7 (10.9)
Highly active 4 (2.3) 0 (0)
Dietary adherence 0.250
No (<80%) 101 (57.4) 42 (65.6)
Yes (=80%) 75 (42.6) 22 (34.4)
Time since type 2 diabetes diagnosis (in 12.5 +8.9 11.9 +9.3 0.637
years), mean +sd
Comorbidities
Arterial hypertension 125 (71.0) 45 (70.3) 0.915
Dyslipidaemia 163 (92.6) 59 (92.2) 0.912
Obesity 60 (34.1) 34 (53.1) 0.008*
Neuropathy 69 (39.2) 23 (35.9) 0.645
Thyroid dysfunction 43 (24.4) 17 (26.6) 0.736
Osteopenia/osteoporosis 32 (18.2) 15 (23.4) 0.364
Retinopathy 31 (17.6) 8 (12.5) 0.342
Chronic kidney disease 23 (13.1) 4 (6.3) 0.170
Coronary Artery Disease 17 9.7 6 %4 0.947

T2D = type 2 diabetes. +sd = standard deviation. F2 = liver stiffness measurement (LSM) >8 kPa. *P
<0.05.

The comparative analysis of body measurements and serum data is shown in Table 2.
In men, BMI was statistically higher in the liver fibrosis group (33.9 + 6.6 versus 29.7 +2.7, p
=0.027). Hip circumference was also higher in men with liver fibrosis (106.4 + 8.7 versus 101.2
+ 8.1, p = 0.049). In addition, analysis of serum markers showed that the group with liver
fibrosis had statistically higher levels of a-fetoprotein (p = 0.027), GGT (p < 0.001), HDL
cholesterol (p =0.039), AST (p <0.001), and ALT (p = 0.014).
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Table 2. Anthropometric and serum data of adults with T2D by liver fibrosis diagnosis.

Diagnosis of liver fibrosis by
transient elastography

Variables No (<F2) Yes (>F2) P
mean +sd mean +sd
Anthropometric data (male group)
BMI (in kg/m?) 29.7 +4.3 33.9 +6.6 0.027*
NC (in cm) 40.1 +2.7 41.7 +3.2 0.085
WC (in cm) 104.4 +11.3 112.2 +15.3 0.105
HC (in cm) 101.2 +8.1 106.4 +8.7 0.049*
Waist-hip ratio 1.03 +0.07 1.05 +0.07 0.400
Waist-to-height ratio 0.63 +0.07 0.68 +0.09 0.130
Anthropometric data (female group)
BMI (in kg/m?) 31.1 +4.7 333 +6.7 0.096
NC (in cm) 353 +2.5 36.0 +2.9 0.299
WC (in cm) 100.6 +9.7 104.2 +12.8 0.152
HC (in cm) 109.7 +10.6 108.9 +13.5 0.231
Waist-hip ratio 0.95 +0.05 0.95 +0.05 0.489
Waist-to-height ratio 0.66 +0.06 0.69 +0.08 0.173
Serum data
Fasting blood glucose (mg/dL) 154 +69 147 +59 0.779
HbAlc (%) 8.2 +1.8 8.1 +1.9 0.734
Insulin (uIU/L) 22.5 +31.4 20.8 +18.4 0.199
HOMA-IR 43 +4.2 4.7 +3.2 0.198
a-fetoprotein (ng/dL) 2.0 +1.1 23 +1.2 0.027*
Ferritin (ng/dL) 152 +158 167 +169 0.418
GGT (U/L) 473 +55.7 84.9 +150.5 <0.001*
Albumin (mg/dL) 4.4 +0.3 43 +0.2 0.150
Haemoglobin (g/dL) 13.6 +1.5 13.4 +1.2 0.357
Platelet count (x10°%/L) 262 +85 245 +87 0.117
Total cholesterol (mg/dL) 163 +44 158 +41 0.737
HDL cholesterol (mg/dL) 43.9 +10.6 47.1 +10.6 0.039*
LDL cholesterol (mg/dL) 85.4 +37.3 82.6 +35.8 0.790
VLDL cholesterol (mg/dL) 33.7 +19.1 29.6 +13.4 0.240
non-HDL cholesterol (mg/dL) 116 +42 110 +38 0.519
TG (mg/dL) 169 +99 147 +67 0.243
AST (U/L) 21.1 +11.4 28.9 +18.3 <0.001*
ALT (U/L) 234 +12.6 29.5 +18.0 0.014*

T2D = type 2 diabetes. +sd = standard deviation. F2 = liver stiffness measurement (LSM) >8 kPa. BMI =
body mass index. NC = neck circumference. WC = waist circumference. Hb1Ac = glycated haemoglobin.
HOMA-IR = homeostasis model assessment of insulin resistance. GGT = gamma glutamyl transferase.
HDL = high-density lipoprotein. LDL = low-density lipoprotein VLDL = very-low-density lipoprotein.
TG = triglyceride. AST = aspartate transaminase. ALT = alanine transaminase. *P <0.05.

Table 3 shows the comparative analysis of CAP, FIB-4, NAFLD, and MAF-5 findings
between the groups with and without liver fibrosis. More severe steatosis categories were more
frequent in the group with LSM higher than 8 kPa (p = 0.007). Higher FIB-4 cut-off values
were more common in the group with liver fibrosis (51.5% vs. 27.8%, p <0.001). No significant
differences were found between the distribution of NAFLD categories and liver fibrosis (p =
0.600). In addition, the group diagnosed with liver fibrosis by transient elastography had a
higher frequency of MAF-5 score > 1 (78.1% vs. 60.9%, p = 0.037).
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Table 3. Association of features from CAP, FIB-4, and NAFLD scores with liver fibrosis diagnosed by transient

elastography.
Diagnosis of Liver Fibrosis by
. Transient Elastography
Variables No (<F2) Yes (>F2) P
n (%) n (%)
CAP score 0.007*
No steatosis (S0) 16 9.1) 0 0)
Mild steatosis (S1) 37 (21.1) 7 (10.9)
Moderate steatosis (S2) 57 (32.7) 22 (34.4)
Severe steatosis (S3) 65 (37.1) 35 (54.7)
FIB-4 score 0.002*
Lower cut-off value 119 (67.6) 29 (45.3)
Higher cut-off value 57 (32.4) 35 (54.7)
NAFLD fibrosis score 0.890
Less than —1.455 (FO-F2) 26 (14.8) 9 (14.1)
Between —1.455 and 0.675 (Undefined) 80 (45.5) 25 (39.1)
Above 0.675 (F3-F4) 70 (39.7) 30 (46.8)
MAF-5 score 0,037*
<0 31 17.6) 4 (6.3)
0-1 36 (20.9) 10 (15.6)
>1 109 (61.9) 50 (78.1)

F2 =liver stiffness measurement (LSM) = 8 kPa. CAP = controlled attenuation parameter. FIB-4 = fibrosis-
4 score. The cut-off value for FIB-4 was 1.3 for individuals under the age of 65 and 2.0 for those aged 65
and above. NAFLD = non-alcoholic fatty liver disease. MAF-5 = metabolic-dysfunction-associated

fibrosis. * p <0.05.

Figure 1 and Table 4 show the accuracy assessment of the FIB-4, NAFLD, and MAF-5

scores for the detection of liver fibrosis. The ROC curves showed that the accuracy in predicting
liver fibrosis was statistically significant for FIB-4 (AUC = 0.650, 95% CI = 0.566-0.734, p <
0.001) and MAF-5 (AUC = 0.703, 95% CI = 0.624-0.782, p < 0.001), but not significant for
NAFLP (AUC = 0.565, 95% CI = 0.477-0.653, p = 0.123). The FIB-4 cut-off of 1.3 exhibited

moderate sensitivity (53.8%) and specificity (68.8%). Increasing the FIB-4 cut-off improved
specificity but decreased sensitivity. The NAFLD cut-off of -1.455 had high sensitivity (84.6%)
but low specificity (13.6%), while the NAFLD cut-off of 0.675 had lower sensitivity (46.2%)
but moderate specificity (59.7%). Both MAF-5 cut-offs (0 and 1) had high sensitivity but low

specificity.

68



A ROC of FIB-4 B ROC of NAFLD C ROC of MAF-5
100 100 100
° 80 ° 80 ° 80
2 2 2
S 60 'S 60 'S 60
2 40 e 40 2 40
Q Q 5 Q
» »n n
20 AUC = 0.650 204# .~ AUC = 0.565 204F . AUC =0.703
; p <0.001 p=0.123 p <0.001
c . T T T T 1 c - T T T T 1 c - T T T T 1
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
100% - Specificity% 100% - Specificity% 100% - Specificity%

Figure 1. ROC curves of the FIB-4 score (A), NAFLD score (B), and MAF-5 score (C) for the detection of liver
fibrosis at the 8 kPa LSM cut-off point in adults with T2D.

Table 4. Sensitivity and specificity measures of the fibrosis-4 (FIB-4) score, the non-alcoholic fatty liver disease
(NAFLD) score, and the metabolic-dysfunction-associated fibrosis 5 (MAF-5) score for detecting liver fibrosis at
the 8 kPa LSM cut-off point in adults with T2D

Scores Cut-Off Sensitivity (95% CI) Specificity 95% CI)
FIB-4 >1.3 53.8% (41.9-65.4) 68.8% (61.6-75.1)
>1.45 44.6% (33.2-56.7) 76.7% (69.9-82.3)

>2.0 27.7% (18.3-39.6) 96.0% (92.0-98.1)

>2.67 12.3% (6.4-22.5) 98.3% (95.1-99.5)

>3.25 7.7% (3.3-16.8) 98.9% (96.0-99.8)

NAFLD >-1.455 84.6% (73.9-91.4) 13.6% (9.3-19.5)
>0.675 46.2% (34.6-58.1) 59.7% (52.3-66.7)

MAF-5 >0 92.2% (83.0-96.6) 17.6% (12.7-23.9)
>1 78.1% (66.7-86.5) 38.1% (32.2-45.4)

95% CI = 95% confidence interval.

Multivariate analysis and adjusted ORs are shown in Table 5. The estimates showed that
women (adjusted OR = 2.69, 95% CI = 1.35-5.35, p = 0.005), obesity (adjusted OR = 2.23,
95% CI = 1.22-4.07, p = 0.009), high GGT (adjusted OR = 3.78, 95% CI = 2.01-7.14, p <
0.001), high AST (adjusted OR =6.07, 95% CI =2.27-16.2, p <0.001), and high ALT (adjusted
OR =3.83,95% CI=1.80-8.11, p <0.001) were associated with the risk of liver fibrosis even

after adjusted analysis.
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Table 5. Multivariate logistic regression analysis of risk factors for the detection of liver fibrosis at the 8 kPa LSM
cut-off point (fibrosis score >F2) in adults with T2D.

Factors Adjusted OR (95% CI) P
Age 1.02 (0.98-1.05) 0.197
Female 2.69 (1.35-5.35) 0.005*
Obesity 2.23 (1.22—-4.07) 0.009*
High a-fetoprotein 1.26 (0.58-2.71) 0.549
High GGT 3.78 (2.01-7.14) <0.001*
Low HDL 0.74 (0.39-1.41) 0.372
High AST 6.07 (2.27-16.2) <0.001*
High ALT 3.83 (1.80-8.11) <0.001*

T2D = type 2 diabetes. OR = odds ratio. 95% CI = 95% confidence interval. GGT = gamma glutamy]l
transferase. HDL = high-density lipoprotein. AST = aspartate transaminase. ALT = alanine
transaminase. *P <0.05.

Table 6 shows the VIF for the independent variables used in the logistic regression
model. The highest VIF values were for high AST and high ALT, but all VIF values were less

than 2, indicating that there was no multicollinearity.

Table 6. Collinearity diagnostics of the independent variables included in the multivariate logistic
regression analysis.

Collinearity Statistics

Independent Variables VIF Tolerance
Age 1.06 0.946
Female 1.06 0.947
Obesity 1.11 0.901
High a-fetoprotein 1.03 0.973
High GGT 1.29 0.773
Low HDL 1.05 0.952
High AST 1.45 0.691
High ALT 1.56 0.640

VIF = variance inflation factor.

4. Discussion

The present study assessed liver fibrosis in patients with T2D and MHE, demonstrating
that 26.6% of patients assessed by FibroScan® transient elastography (TE) had liver fibrosis
(LSM = 8 kPa or =F2). Among the patients who developed hepatic fibrosis, 79.7% were female
and 53.1% were obese, with significant associations between female sex and BMI in increasing
the risk of hepatic fibrosis, highlighting the importance of comprehensive assessment in this
patient profile. Most patients in our sample were female, elderly, and of mixed race, reflecting
the predominant demographic characteristics of the study population. Furthermore, we
emphasized that using the FIB-4 score was a useful tool in assessing the risk of liver fibrosis in

a population with low HDI and few public health system resources. In 2023, several
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multidisciplinary medical societies developed the new nomenclature, MASLD (metabolic-
associated steatotic liver disease), with the aim of appropriately attributing a metabolic basis to
this liver disease, which has long been recognized as the “hepatic manifestation of the metabolic
syndrome” [21,22]. In this study, the most frequent comorbidities observed were dyslipidemia
and arterial hypertension, important components of metabolic syndrome, being compatible with
the interrelated pathophysiology between the components of metabolic syndrome and MASLD
[23,24].

We observed that all patients were overweight or obese when assessed by BMI. Obesity
is considered a major public health threat by the U.S. Department of Health and the World
Health Organization (WHO) and is associated with an increased prevalence of multiple chronic
conditions, especially metabolic syndrome, compared to individuals without obesity [25,26]. A
meta-analysis documented a prevalence of MASLD of 75% in the obese population [27].
Higher BMI was consistently associated with an increased risk of liver fibrosis in our study,
and in the literature, it is well established that the risk of developing MASLD is approximately
two-fold higher in the setting of obesity compared to healthy, non-obese patients [27,28].

The distribution of android body fat, characterized by increased truncal subcutaneous
fat and visceral fat, confers a greater risk of insulin resistance, CVD, and hepatic fibrosis,
regardless of BMI [29]. We observed that the waist/height index in our patients was altered
(greater than 0.5) [30], both in the group that developed hepatic fibrosis and in those with
MASLD without fibrosis, showing that in both groups evaluated with T2D and MASLD, there
was a greater disposition of android fat. Patients underwent ET, allowing a non-invasive and
accurate assessment of liver fibrosis.

Our results demonstrated a significant association between female sex and higher liver
fibrosis (2F2), suggesting a possible female predisposition to progression to liver fibrosis in
MASLD. An epidemiological study in Japan found that the prevalence in women increased
with age, especially in postmenopausal women [31], suggesting that hypoestrogenism may play
a role in the pathogenesis of MASLD, possibly due to changes in body composition [32]. A
cross-sectional cohort study investigating the prevalence of MASLD in 197 pre- and post-
menopausal Mexican women demonstrated the disease in 47.2% of women, 32.2% of whom
were pre-menopausal and 57.9% of whom were post-menopausal. The authors suggested that
estrogen has a protective role in MASLD in women [33]. The mean age of the women in our

study was 60 years, which corresponds to the post-menopausal period, corroborating the
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findings in the literature [32,33]. The comparative analysis showed a statistically higher
frequency of women in the group with liver fibrosis, highlighting the importance of differential
gender assessment in risk stratification and management of MASLD.

It is known that physical exercise alone, regardless of weight loss, can reduce hepatic
steatosis, but histological improvement has not yet been proven [34]. Le et al. [35] gathered
data from 5716 individuals and observed that South America had the highest estimated
prevalence of MASLD among the continents, with 35.7%. Latin America was ranked as the top
region for physical inactivity, with one-third of the population experiencing a lack of physical
activity, which we also observed in our patients, where the majority had a pattern of physical
inactivity [36].

Regarding clinical scores, higher FIB-4 results were more common in the group with
liver fibrosis (51.5% vs. 27.8%, p < 0.001), which is consistent with the literature [14,15,21].
Liver biopsy for the diagnosis of fibrosis, despite being considered the gold standard, is a
procedure with risks and has important limitations, such as the cost of the procedure, the
possibility of sampling errors, morbidity, and non-acceptance by patients due to its invasive
nature [10]. Therefore, the use of non-invasive tests to assess the presence of fibrosis is
increasingly acceptable in clinical practice [37-39]. The fibrosis risk scores, FIB-4 and
NAFLD, have proven to be effective tools in identifying patients with MHE, especially FIB-4,
which in our study, and most of the literature, showed a correlation with marked hepatic fibrosis
[37,38]. This score, together with ET by FibroScan®, offers a non-invasive and accessible
approach to stage hepatic fibrosis and guide the best clinical management of these patients [40—
42]. Altered FIB-4 fibrosis risk scores showed a statistically significant association with the
risk of hepatic fibrosis in our patients, highlighting the importance of these scores as tools for
assessing the risk of fibrosis in our population with liver disease.

In the present study, no significant differences were found between the altered NAFLD
score category and liver fibrosis. ROC curves showed that the accuracy in predicting liver
fibrosis was statistically significant for FIB-4 but not significant for NAFLD. In our population,
FIB-4 performed better than the NAFLD score. The FIB-4 test has been widely used to predict
liver fibrosis in patients with chronic liver disease of different etiologies, while the NAFLD
score was originally developed to predict liver fibrosis in a biopsyconfirmed cohort [43]. The
NAFLD score uses the serum albumin level, which is associated with liver functional reserve,

and BMI and plasma glucose as additional metabolic factors. Thus, the FIB-4 test is simpler,
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with frequently requested variables during screening tests, and has a high negative predictive
value [39,40,42], and it was useful for screening liver fibrosis in our population.

The MAF-5 score is a promising and cost-effective approach for assessing liver fibrosis,
contributing significantly to the optimization of referrals and resource allocation in healthcare
systems [12,43]. By combining anthropometric measurements with key clinical variables, such
as diabetes and liver enzyme levels, the MAF-5 stands out, especially in populations under 35
or over 65 years of age. In these age groups, traditional indices, such as FIB-4 and the NAFLD
score, which rely heavily on age, may under- or over-estimate fibrosis, leading to less accurate
assessments. The MAF-5 has been widely used to estimate liver fibrosis in the general
population [20]. In this study, we specifically applied the MAF-5 to assess the risk of liver
fibrosis in patients with type 2 diabetes and demonstrated a significant correlation between the
MAF-5 scores and the results obtained by elastography, highlighting the accuracy of this index
in this population.

In the multivariate analysis of this study, the estimates showed that being female, obese,
and having elevated transaminases and gamma GT were associated with the risk of hepatic
fibrosis, even after adjusted analysis. Plasma aminotransferases are the most common tests for
evaluating MASLD, although they are not as sensitive for the diagnosis of this pathology
[23,24]. It is important to note that up to 75% of patients with MASLD may have normal
transaminases [24,43]. However, the literature shows that in those patients with altered liver
enzymes, there is a greater risk of hepatic fibrosis [24,43], which was also demonstrated in our
study, where the elevation of liver enzymes and gamma GT levels showed a strong correlation
with the development of hepatic fibrosis.

The strengths of this study include a comprehensive evaluation of a sample of patients
from northeastern Brazil with type 2 diabetes and MASLD. This provided robust epidemiologic
and clinical insights specific to this population. The use of non-invasive diagnostic tools, such
as FibroScan®, MAF-5 score, and FIB-4 score, enhanced the practicality and applicability of
the findings in resource-limited settings, particularly considering the challenges associated with
invasive liver biopsies. Additionally, the focus on key demographic factors—especially the
increased risk associated with women and obesity—highlighted important clinical implications
for targeted interventions. However, some limitations should be noted, as follow: the cross-
sectional design limited causal inference, and the higher proportion of female participants may

affect the generalizability of the results. Future studies should aim to validate these findings in
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larger, more diverse populations, incorporate lifestyle assessments, and develop targeted

strategies for the prevention and treatment of MASLD.

5. Conclusions

This study provided a comprehensive analysis of the clinical and epidemiologic profiles
of patients with T2DM and MASLD treated at a university hospital in Maranhao, a low Human
Development Index (HDI) state in northeastern Brazil. Our analysis showed significant
associations between female sex and BMI in the increased risk of liver fibrosis, highlighting
the importance of comprehensive assessment of these patients to promote weight loss,
especially in the menopausal female population. The present findings suggested that FIB-4 and
MAF-5 provided a good estimate of liver fibrosis in our population and may serve as useful
tools in a public health setting with limited resources. Future research is needed to validate our
results in larger populations with a low HDI and to explore intervention strategies for the

prevention and treatment of MASLD.
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6.2 Artigo original submetido a revista The New England Journal of Medicine (Qualis
Al, Fator de Impacto 78,5)

O segundo artigo derivado desta tese, intitulado “Genomic Ancestry, Metabolic
Dysfunction, and Hepatic Fibrosis in Brazilian Adults with Type 2 Diabetes: A Cross-
Sectional Study”, foi submetido ao periddico internacional The New England Journal of
Medicine.

Este manuscrito constitui a segunda etapa do projeto, voltada a analise de ancestralidade
autossomica associada a progressao da fibrose hepatica em pacientes com diabetes mellitus tipo
2 e esteatose hepatica metabdlica. O estudo amplia os achados clinico-epidemiologicos
apresentados no primeiro artigo publicado na revista Biomedicines, integrando fatores
gendmicos, metabdlicos e étnicos em um modelo analitico que busca compreender a
variabilidade da fibrose hepatica em uma populagdo altamente miscigenada.

O texto integral do artigo encontra-se apresentado a seguir, conforme a versao

submetida ao periodico.
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Genomic Ancestry, Metabolic Dysfunction, and Hepatic Fibrosis in Brazilian Adults

with Type 2 Diabetes: A Cross-Sectional Study

ABSTRACT

OBJECTIVE: To assess the association of genomic ancestry with hepatic fibrosis and steatosis
severity in adults with type 2 diabetes mellitus (T2DM).

METHODS: A cross-sectional study of 212 adults with T2DM and confirmed hepatic steatosis
at a Brazilian university hospital (June 2022—February 2024). Genomic ancestry was quantified
using informative genetic markers and expressed as percentages of European, African, and
Native American ancestry. Hepatic fibrosis and steatosis were assessed using transient
elastography (Fibroscan), controlled attenuation parameter (CAP), Fibrosis-4 Index (FIB-4),
and Non-Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD) score. Associations were tested using Mann-
Whitney U and chi-square tests.

RESULTS: The cohort comprised 212 adults with T2DM (64.6% female; mean age 60.4+9.9
years), with dyslipidemia (94.3%), hypertension (71.7%), and obesity (44.3%). European
ancestry predominated (56.5£27.0%), followed by African (26.0+£20.4%) and Native American
(17.5£16.2%). Advanced fibrosis (=F3) was present in 25.9% of these patients, with 74.5%
having moderate-to-severe steatosis. Genomic ancestry showed no statistically significant
associations with hepatic fibrosis or steatosis severity.

CONCLUSIONS: In highly admixed Brazilian cohorts with T2DM, metabolic dysfunction,
rather than genomic ancestry, primarily determines the severity of hepatic disease, challenging
current paradigms that emphasize genetic ancestry in disease risk assessment. Metabolic control
should be prioritized over ancestry-based risk stratification, with significant implications for

personalized MASLD management.

Keywords: genomic ancestry, MASLD, hepatic fibrosis, steatosis, type 2 diabetes
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INTRODUCTION

Metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease (MASLD), previously known
as non-alcoholic fatty liver disease, is the most prevalent chronic liver condition worldwide,
affecting approximately 25% of the global population and up to 70% of individuals with type
2 diabetes mellitus (T2DM)[1]. This disease encompasses a range of conditions from simple
steatosis to steatohepatitis and advanced fibrosis, and constitutes a significant risk factor for
cirrhosis, hepatocellular carcinoma, and cardiovascular mortality[2].

While insulin resistance and metabolic dysfunction are central to the pathophysiology
of MASLD, emerging evidence indicates that genomic ancestry significantly influences disease
susceptibility and progression[3,4]. Epidemiological data demonstrate pronounced ethnic
differences in the prevalence and severity of MASLD, with higher rates observed among
Hispanic individuals and lower rates among those of African ancestry, even after adjusting for
obesity and metabolic comorbidities[5-7]. These disparities partially reflect the differential
distribution of genetic variants associated with hepatic lipid accumulation and hepatocellular
injury, as well as distinct patterns of lipid deposition and insulin sensitivity across
populations[8,9].

Most longitudinal studies examining the bidirectional relationship between MASLD
and T2DM have primarily concentrated on relatively homogeneous populations of European or
Asian descent[10]. Recent findings from the ELSA-Brasil cohort, which included racially
diverse participants, revealed that the association between hepatic steatosis and diabetes did not
significantly differ across various racial and color groups[11]. To date, few studies have
investigated these associations through the lens of genomic ancestry, a biologically grounded
approach that provides a continuous, objective measurement of ancestral composition and
addresses the limitations of self-reported race/ethnicity.

Brazil, with its large, admixed population derived from European, African, and Native
American ancestry, presents a distinctive context for examining the interaction between
genomic ancestry and metabolic factors in determining MASLD risk[12-14]. Elucidating these
interactions may shed light on the mechanisms underlying ethnic disparities in hepatic and
metabolic diseases and inform the development of personalized prevention and management
strategies[15,16]. Additionally, the recently adopted term MASLD reflects the recognition that

metabolic dysfunction, rather than absence of alcohol consumption, defines this disease entity.
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Given the pressing need to identify modifiable metabolic risk factors for MASLD
progression in diverse populations, this study sought to examine whether autosomal genomic
ancestry independently influences hepatic fibrosis and steatosis severity in adults with T2DM,
utilizing comprehensive non-invasive imaging-based assessment methods within a highly

admixed Brazilian cohort.

METHODS

Study Design and Setting

This cross-sectional analytical study was conducted at the Endocrinology Outpatient
Clinic of HU-UFMA (Federal University of Maranhdo Teaching Hospital), Brazil, between
June 2022 and February 2024. The study was approved by the Institutional Research Ethics
Committee, and all participants provided written informed consent(CAAE:
51633521.2.0000.5086).
Study Population

We enrolled 212 adults with type 2 diabetes mellitus (T2DM) and confirmed imaging-
confirmed hepatic steatosis. Inclusion criteria included the following: age >18 years, T2DM
diagnosis, and imaging-confirmed hepatic steatosis. Exclusion criteria included chronic viral
hepatitis B or C, excessive alcohol consumption (>20 g/day for women and >30 g/day for men),
hepatotoxic medication use, and other causes of chronic liver disease.
Data Collection

Clinical, demographic, and lifestyle information were collected via a standardized
questionnaire, including age, sex, self-reported race/ethnicity, disease duration, physical
activity (International Physical Activity Questionnaire), medication use, comorbidities, family
history, smoking status, and alcohol consumption.
Anthropometric and Laboratory Measurements

Weight, height, body mass index (BMI), waist circumference, and hip circumference
were measured using standard protocols. Laboratory parameters included hemoglobin A1C
(high-performance liquid chromatography [HPLC]), aspartate aminotransferase (AST), alanine
aminotransferase (ALT), complete blood count with platelet count, albumin, and lipid profile.

Hepatic Assessment
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Hepatic fibrosis and steatosis severity were assessed using validated non-invasive
methods: transient elastography (FibroScan, cutoffs <F3 vs. >F3), controlled attenuation
parameter (CAP score, cutoffs <S2 vs. >S2), Fibrosis-4 Index (FIB-4), and Non-Alcoholic Fatty
Liver Disease (NAFLD) score, calculated using standardized electronic medical calculators.
These measurements were performed during a single clinic visit by trained operators using
standardized protocols.

Genomic Ancestry Analysis

Autosomal genomic ancestry was estimated using informative ancestry markers
and expressed as percentages of European, African, and Native American ancestry. For
analytical purposes, ancestry percentages were treated as continuous variables (reported as
means) and categorical variables (stratified by 25% intervals)

Statistical Analysis

A sample size of 212 participants was determined based on the availability of
participants meeting the inclusion criteria during the study period from June 2022 to February
2024 (convenience sample). Data analysis was performed using R version 4.5.1 (R-CoreTeam,
2025) and GraphPad Prism version 10 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Continuous
variables are presented as mean + standard deviation and categorical variables as frequencies
and percentages. Associations between ancestry percentages and hepatic fibrosis parameters
were tested using the Student's t-test or Mann-Whitney U test, depending on the data
distribution (Shapiro-Wilk test for normality). Comparisons between ordinal ancestry
categories and fibrosis groups were performed using the chi-squared test or Fisher's exact test..

Statistical significance was set at P<0.05.

RESULTS

Demographic and Clinical Characteristics

The sample comprised 212 adults with T2DM (64.6% female; mean age 60.4+9.9
years), as shown in Table 1. The majority were older than 60 years (54.8%) and self-identified
as mixed-race/pardo (63.7%), followed by Black (20.8%) and White (15.5%). The mean
diabetes duration was 12.249.0 years. The most frequent comorbidities were dyslipidemia

(94.3%), hypertension (71.7%), and obesity (44.3%). Men had mean BMI of 30.6+4.8 kg/m?
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and women 32.6+5.7 kg/m?. Approximately 38.7% of families lived on less than two minimum

monthly wages.

Table 1. Demographic and Clinical Characteristics of Adults with Type 2 Diabetes Mellitus

Variables Mean +SD n %
Sex
Male 75 35,4
Female 137 64,6
Age (years) 60.4 9,9
<40 years 6 2,8
41-50 years 23 10,8
51-60 years 67 31,6
>60 years 116 54,8
Self-reported race/ethnicity
White 33 15,5
Black 44 20,8
Mixed/Pardo 135 63,7
Family income
<2 minimum wages 82 38,7
2 to 5.9 minimum wages 105 49,5
> 6 minimum wages 25 11,8
Duration of T2DM (years) 12.2 9,0
Lifestyle factors
Former smoker 91 429
Former alcohol use 57 26,9
Comorbidities
Dyslipidemia 200 94,3
Hypertension 152 71,7
Obesity 94 443
Neuropathy 74 34,9
Thyroid dysfunction 57 26,9
Osteopenia/osteoporosis 41 19,3
Retinopathy 34 16,0
Coronary artery disease 21 9,9
Chronic kidney disease 8 3,8
Anthropometric data (males)
BMI (kg/m?) 30.6 4,8
Waist circumference (cm) 106 12,4
Hip circumference (cm) 103 7,8
Waist-to-hip ratio 1.03 0,08
Neck circumference (cm) 40.5 2,8
Anthropometric data (females)
BMI (kg/m?) 32.6 5,7
Waist circumference (cm) 102 11,1
Hip circumference (cm) 108 12,3
Waist-to-hip ratio 0.94 0,08
Neck circumference (cm) 35.7 2,8

Abbreviations: SD = standard deviation; T2DM = type 2 diabetes mellitus; BMI = body mass index.

Hepatic Assessment
Hepatic assessment revealed substantial disease burden across multiple measures
(Table 2). FibroScan analysis indicated that 25.9% of participants had advanced fibrosis

(>F3), while 74.1% were below this threshold. CAP score evaluation revealed severe steatosis
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in 42.9% (S3), moderate steatosis in 31.6% (S2), mild steatosis in 17.9% (S1), and no steatosis
in 7.5% of patients. 22.2% of participants had an FIB-4 score above the cutoff for significant
fibrosis, whereas the NAFLD score indicated high-risk disease in 62.7% of individuals.

Table 2. Distribution of Hepatic Fibrosis and Steatosis Assessment Parameters

Variable n %

Fibroscan

<F3 157 74.1

>F3 55 25.9
CAP score

No steatosis (S0) 16 7.5

Mild steatosis (S1) 38 17.9

Moderate steatosis (S2) 67 31.6

Severe steatosis (S3) 91 429
FIB-4 score

Below cutoff 165 77.8

Above cutoff 47 22.2
NAFLD score

<-1.455 79 373

>-1.455 133 62.7

Abbreviations: CAP = controlled attenuation parameter; FIB-4 = Fibrosis-4 Index; NAFLD = Non-
Alcoholic Fatty Liver Disease score.

Genomic Ancestry Distribution

Genomic ancestry analysis revealed marked heterogeneity within this Brazilian cohort,
reflecting the extensive admixture characteristic of the local population. European ancestry
predominated (mean 56.5 + 27.0%), followed by African (26.0 + 20.4%) and Native American
(17.5 £ 16.2%) components. Most participants (60.9%) exhibited more than 50% European
ancestry, whereas African and Native American proportions were more frequently distributed
within lower ranges. These descriptive findings are presented in Table 3.

Figure 1 provides a visual summary of these results, illustrating the variability and
overlap among ancestry components. The triplot (panel B) demonstrates extensive admixture
across individuals, while panels A, C, and D depict individual ancestry percentages, mean +
standard deviation for each component, and the distribution by ordinal ancestry categories,

respectively.
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Table 3. Distribution of Autosomal Genomic Ancestry Percentages

Autosomal Ancestry Mean +SD n %
Mean ancestry percentagem
European 56.5 27.0
African 26.0 20.4
Native American 17.5 16.2
European ancestry categories
<25% 34 16.0
>25-50% 49 23.1
>50-75% 68 32.1
>75% 61 28.8
African ancestry categories
<25% 105 49.5
>25-50% 82 38.7
>50-75% 22 104
>T75% 3 1.4
Native American ancestry categories
<25% 153 72.2
>25-50% 49 23.1
>50-75% 10 4.7
>75% 0 0

Abbreviations: SD = standard deviation.
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Figure 1. Descriptive analysis of autosomal genomic ancestry in the study population: (A) individual

ancestry percentages for European, African, and Native American components; (B) triplot showing

distribution of sample units according to ancestry composition; (C) mean * standard deviation for each

ancestry group; and (D) distribution by ordinal ancestry categories
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Association Between Ancestry and Hepatic Parameters

The relationships between autosomal genomic ancestry and hepatic disease parameters
were examined to determine whether the ancestry proportions previously described (see Figure
1 and Table 3) were associated with hepatic fibrosis or steatosis severity.

Table 4 summarizes the statistical comparisons between ancestry components and
hepatic assessment results obtained through FibroScan and controlled attenuation parameter
(CAP). No statistically significant differences were observed when ancestry proportions were
compared across fibrosis stages (European: p = 0.549; African: p = 0.845; Native American: p
= 0.490) or steatosis grades (European: p = 0.656; African: p = 0.346; Native American: p =
0.430). Likewise, categorical analyses across ancestry strata showed no consistent trends
related to fibrosis or steatosis severity.

Overall, these findings indicate that ancestry composition did not influence liver disease
severity in this cohort, reinforcing the predominance of metabolic factors—such as obesity,
dyslipidemia, and insulin resistance—over genomic ancestry in determining hepatic outcomes

among adults with type 2 diabetes mellitus.

Table 4. Association between Autosomal Ancestry Percentages and Hepatic Fibrosis Parameters

Fibroscan CAP
. <F3 >F3 p- <S2 =>S2 p-
Ancestry Percentile Mean Mean (+SD)  value Mean Mean value
(=SD) (£SD) (£SD)
Mean percentages
57.2 54.5 0.549 55.0 57.0 0.656
European (27.0) (27.1) (29.1) (26.3)
25.8 26.7 0.845 28.7 25.2 0.346
African (20.1) (21.3) (22.0) (19.8)
17.0 18.7 0.490 16.1 17.9 0.430
Native American (15.9) (17.0) (16.1) (16.2)
Ordinal category (%)
European ancestry 0.618 0.728
<25% 15.3 18.2 16.7 15.8
>25 up to 50% 21.7 27.3 259 22.2
>50 up to 75% 344 25.5 259 34.2
>75% 28.7 29.1 31.5 27.8
African ancestry 0.841 0.849
<25% 49.0 50.9 44 4 513
>25 up to 50% 40.1 345 42.6 373
>50 up to75% 9.6 12.7 11.1 10.1
>75% 1.3 1.8 1.9 1.3
Native American Ancestry 0.931 0.896
<25% 72.0 72.7 74.1 71.5
>25 up to 50% 23.6 21.8 22.2 23.4
>50 up to 75% 4.5 5.5 3.7 5.1

Abbreviations: SD = standard deviation; CAP = controlled attenuation parameter.
Note: There were no individuals with Native American ancestry above 75%; therefore, the highest quartile for this
group was ">50% up to 75%".
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DISCUSSION

In this cross-sectional study conducted with 212 adults with type 2 diabetes mellitus
(T2DM) and metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease (MASLD), no statistically
significant associations were observed between genomic ancestry and the severity of hepatic
fibrosis or steatosis. The sample was predominantly female (64.6%), with high frequencies of
dyslipidemia (94.3%), hypertension (71.7%), and obesity (44.3%), reflecting a clinical profile
of substantial metabolic burden consistent with that described in populations of individuals with
T2DM and MASLD [1-4]. Despite this characteristic metabolic background, the proportions
of European (56.5%), African (26.0%), and Native American (17.5%) ancestry did not differ
between groups with and without advanced fibrosis or severe steatosis.

These findings indicate that differences in liver disease severity in this cohort are
unlikely to be explained by genomic ancestry composition. Instead, they may reflect the
predominance of metabolic disturbances frequently observed in patients with T2DM and
MASLD, as documented in previous investigations [5—9]. In highly admixed populations such
as Brazil’s, it is believed that the combination of obesity, insulin resistance, and dyslipidemia
exerts a more pronounced effect on liver disease progression than the modest contributions of
ancestry-related genetic variants [6—10].

Previous studies have demonstrated that specific genetic variants, including PNPLA3,
TM6SF2, and HSD17B13 polymorphisms, show different frequencies across populations and
may influence susceptibility to hepatic steatosis and fibrosis [3,11,12]. However, these
ancestry-related effects tend to be attenuated in admixed populations, where environmental and
metabolic factors are highly prevalent [7,13]. The absence of association between ancestry and
hepatic parameters observed in this study is consistent with international findings showing that
metabolic overload plays a dominant role in the pathophysiology of MASLD across different
ethnic and genomic backgrounds [6-9,14].

The high prevalence of obesity, dyslipidemia, and hypertension observed in this cohort
also reflects the metabolic profile frequently reported in individuals with T2DM and MASLD
[5,7,9]. These comorbidities are known to be associated with hepatic fat accumulation,
inflammation, and fibrogenesis, which may contribute to the absence of detectable differences
in fibrosis severity among ancestry groups [8,9].

The pathophysiology of MASLD is complex and likely involves multiple interactions

among genetic, metabolic, and environmental determinants [1,3,6,14]. Although ancestry-

&9



related genetic variants may contribute to individual susceptibility, the high metabolic burden
typical of patients with T2DM may mask subtle genetic effects. This hypothesis reinforces the
need for integrative studies combining genomic, metabolic, and lifestyle data to better
understand the interactions among these factors [7,13,15].

From a methodological perspective, the use of transient elastography (FibroScan®)
enabled a robust and noninvasive assessment of both liver stiffness measurement (LSM) and
controlled attenuation parameter (CAP), providing quantitative estimates of hepatic fibrosis and
steatosis [1,2,9]. Despite these advantages, the cross-sectional design limits causal inference,
and the absence of direct analyses of specific genetic variants restricts more detailed
mechanistic interpretation. Furthermore, the recruitment of patients from a single tertiary center
may limit the generalizability of the results to other regions with different ancestry
compositions or socioeconomic characteristics [1,5,7].

Future longitudinal and multi-omic studies will be essential to clarify the interactions
among ancestry, metabolic characteristics, and fibrosis progression in admixed populations.
The integration of genomic, transcriptomic, proteomic, and metabolomic data may elucidate
the biological mechanisms underlying liver injury in MASLD [3,14,15].

In summary, the absence of statistically significant associations between genomic
ancestry and hepatic fibrosis or steatosis suggests that, in highly admixed populations such as
Brazil’s, metabolic factors described in the literature likely play a more relevant role in the
progression of liver disease among individuals with T2DM [5-9]. These findings reinforce the
importance of prioritizing strict metabolic control and comprehensive clinical management in

the care of patients with MASLD [7-9,13].

CONCLUSION

In this highly admixed Brazilian cohort with type 2 diabetes mellitus, autosomal
genomic ancestry exerted only a limited influence on the severity of hepatic fibrosis and
steatosis. In contrast, metabolic dysfunction, particularly obesity and dyslipidemia, showed the
strongest associations with more advanced stages of liver disease. These findings emphasize
that metabolic control, rather than ancestry-based risk stratification, should guide MASLD
prevention and management strategies in patients with diabetes. The progression of liver

disease appears to result from complex interactions among genetic, metabolic, and
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socioenvironmental factors. Future investigations should adopt longitudinal designs with

repeated assessments of metabolic parameters and hepatic measures, genome-wide association

studies (GWAS) to identify ancestry-linked genetic variants influencing MASLD risk, and

multi-omic approaches integrating genomic, proteomic, and metabolomic data to clarify the

molecular pathways underlying metabolic control of hepatic disease progression in diverse

populations.
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7. CONCLUSAO

Este estudo investigou os fatores associados a fibrose hepatica em portadores de
diabetes mellitus tipo 2 com esteatose hepatica metabdlica atendidos em um servigo de
referéncia em endocrinologia no Nordeste do Brasil. De uma coorte inicial de 320 pacientes,
240 completaram a avaliagdo completa com elastografia transitoria (primeiro eixo), e destes,
212 participantes também foram submetidos a analise de ancestralidade gendomica (segundo
eixo). O estudo foi estruturado de forma complementar, investigando tanto fatores clinico-
epidemiologicos e laboratoriais quanto determinantes gendmicos da fibrose hepatica.

No primeiro eixo, com base nos 240 pacientes que realizaram elastografia transitoria,
demonstrou-se que fatores metabolicos se mantiveram como determinantes independentes de
fibrose hepatica avangada (LSM > 8 kPa) mesmo apos ajustes multivariados. Especificamente,
sexo feminino, obesidade e niveis elevados de enzimas hepatocelulares (AST, ALT) e de
colestase (GGT) foram identificados como preditores significativos, refor¢ando a importancia
da avalia¢do integral desses pardmetros na pratica clinica. Os testes ndo invasivos FIB-4 e
MAF-5 demonstraram boa acurdcia diagnostica, validando sua utilidade como ferramentas
acessiveis e custo-efetivas para triagem de fibrose em cenarios de satde publica com recursos
limitados.

No segundo eixo, a analise de ancestralidade gendmica em 212 pacientes revelou que a
populagdo estudada apresenta distribuicdo heterogénea de componentes ancestrais (europeia
56,5%, africana 26,0%, nativa americana 17,5%). Contudo, a ancestralidade gendmica nao
demonstrou associagdo significativa com a gravidade da fibrose ou da esteatose hepatica,
indicando que a disfuncdo metabdlica prevalece como o principal determinante da progressao
da doenga em populacdes altamente miscigenadas, independentemente da composi¢ao
genomica individual.

Em sintese, os achados reforcam que o controle metabolico rigoroso e a avaliacao
clinico-laboratorial adequada sdo fundamentais no manejo de pacientes com diabetes mellitus
tipo 2 e esteatose hepatica metabolica, com potencial para reduzir significativamente a
morbimortalidade associada a doenca hepatica avancada. A integragdo de testes nao invasivos
de baixo custo e facil aplicabilidade torna viavel a identificagdao precoce de pacientes em risco
elevado de fibrose avangada, mesmo em contextos de recursos limitados. Estudos longitudinais
futuros, especialmente em populagdes miscigenadas, serdo essenciais para elucidar os

mecanismos de interacdao entre determinantes metabolicos e gendmicos na progressao dessa
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enfermidade e para identificar subgrupos que possam se beneficiar de abordagens

personalizadas de manejo € acompanhamento.
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APENDICES

APENDICE A- TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
DIRETRIZES CONTIDAS NA RESOLUCAO CNS No0466/2012 - MS

0] Sr(a) esta  sendo
convidado(a) a participar de uma pesquisa que tem como nome: CARACTERISTICAS
CLINICAS E METABOLICAS DOS PACIENTES COM DIABETES MELLITUS E
DOENCA HEPATICA GORDUROSA ASSOCIADA A DISFUNCAO METABOLICA NO
AMBULATORIO DE ENDOCRINOLOGIA E HEPATOLOGIA DO HUUFMA.

Esta pesquisa tem como objetivo avaliar as caracteristicas clinicas e metabdlicas dos pacientes
com o diagnostico de Diabetes Mellitus associado com Doenca Hepatica Gordurosa nao
alcoolica atendidos no ambulatorio de Endocrinologia e Hepatologia do Hospital Universitario
da Universidade Federal do Maranhao (HU-UFMA/ EBSERH). Se concordar em participar da
pesquisa, vocé tera que se submeter a uma coleta de sangue. Sera coletado 5-10 mL de sangue
(de 1 a 3 colheres de cha de sangue). Essa amostra de sangue sera analisada com a finalidade
de observar o controle do diabetes, do triglicerideo e fragdes do colesterol e avaliagdo da funcao
do figado.

O exame de sangue ao qual serd submetido ¢ um procedimento sem riscos € com possiveis
desconfortos: sangramento, manchas roxas, tontura, desmaio, infeccdo no local do furo da
agulha. Os exames serdo coletados por profissionais de saude treinados para evitar esses
desconfortos e os pacientes terdo assisténcia médica oferecida pela instituicdo e pelos
responsaveis pela pesquisa em caso de danos a satide em qualquer fase da pesquisa. O resultado
dos exames sera enviado aos pesquisadores do estudo. Se vocé quiser, peca uma copia do
resultado aos responsdveis pela pesquisa. O médico do estudo fornecerd a vocé informagdes
relevantes a sua satde e o aconselhara nas proximas etapas, nesse caso pode ser que seja
necessario coletar amostras extras de sangue. Seus dados serdo sempre mantidos em sigilo.

A pesquisa terd duragdo de 05 anos, com o término previsto para outubro de 2026. Os seus
dados serao coletados de forma anonima e confidencial, isto é, em nenhum momento sera
divulgado o seu nome em qualquer fase do estudo. Os seus dados serdo coletados através da
consulta do seu prontuario e dos exames coletados durante a pesquisa. Os dados coletados serao
utilizados apenas nesta pesquisa. Vocé terd acesso aos dados e resultados da pesquisa a qualquer
momento. Nao havera nenhum gasto com a sua participacao no estudo e as consultas serdao
totalmente gratuitas, ndo recebendo nenhuma cobranga com o que sera realizado. Vocé também
nao recebera nenhum pagamento com a sua participagao, entretanto contribuira para a melhoria
do seu tratamento e de outros pacientes.

Durante e ap6s a pesquisa voc€ tera contato direto e permanente com os pesquisadores.
Qualquer davida vocé pode procurar a Dra Joana D’ Arc Matos Franca de Abreu, pelo telefone
(98) 2109-1095 no Hospital Universitario, que prestara assisténcia meédica imediatae integral a
todos os participantes da pesquisa.

A participacdo nesta pesquisa ndo gera ganhos ou prejuizos financeiros aos participantes da
pesquisa. Nao gera nenhuma espécie de indeniza¢do. Todo atendimento ao paciente terad
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seguimento em seu retorno as consultas ambulatoriais com assisténcia integral e gratuita para
quaisquer necessidades advindas.

Quando o voluntario ou o seu representante legal forem analfabetos, o Termo de Consentimento
serd lido na frente de uma testemunha imparcial, sem envolvimento direto com o projeto de
pesquisa. Esta pessoa assinara o documento certificando que todas as informagdes foram dadas
ao voluntério ou ao seu representante legal, e que as perguntas suscitadas pelos mesmos foram
amplamente esclarecidas pelo pesquisador.

Nao se aplica a participantes inconscientes, pois 0s mesmos nao entrardo na pesquisa. Sua
participagdo ¢ voluntaria, isto €, a qualquer momento vocé pode recusar- se ou desistir de
participar e retirar seu consentimento. Sua recusa ndo trara nenhum prejuizo em sua relagdocom
o pesquisador ou com a instituicdo que forneceu os seus dados, como também no tratamento
médico que o Sr (a) ja realiza neste servigo.

Havendo uma confirmagao livre e espontanea em aceitar a participar como voluntério (a), vocé
devera assinar ao final deste documento, em duas vias. Uma das vias ficara com vocé e a outra
via permanecera com o pesquisador responsavel.

Em caso de davida em relagio a esse documento, vocé podera procurar o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) do Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhao (HUUFMA).
O Comité de Etica em Pesquisa é composto por um grupo de diferentes profissionais e membros
da sociedade que avaliam um estudo para julgar se ele ¢ ético e atende as exigéncias da
Resolugao No 466 de 12 de dezembro de 2012 para garantir a prote¢do dos participantes. O
endere¢o do CEP do HUUFMA ¢ Rua Barao de Itapary, 227,40 andar, Centro, Sdo Luis-MA,
CEP: 65020-070, tel: (98) 2109- 1250 E-mail: cep@huufma.br.

Desde ja agradecemos

O pesquisador responsavel, que também assina esse documento, compromete-se a conduzir a
pesquisa de acordo com o que preconiza a Resolugdo 466/12 de 12/06/2012, que trata dos
preceitos €ticos e da protecao aos participantes da pesquisa.

Este TCLE devera ser rubricado em todas as suas paginas e assinado ao término do documento
pelo convidado a participar da pesquisa ou seu representante legal e o pesquisador responsavel
ou membro da equipe nos campos designados.

Pesquisador responsavel: Joana D’ Arc Matos Franga de Abreu
Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhdo
Rua Barao de Itapary, 227, Centro

Tel: (98) 2109-6483

Comité de Etica e Pesquisa — HUUFMA

Rua Bardo de Itapary, 227, 40 Andar, Centro — Sao Luis — MA
CEP: 65020-070

Tel: (98) 2109-1250

E-mail: cep@ufma.br

Eu, ,
RG no declaro estar ciente do inteiro teor deste TERMO DE
CONSENTIMENTO e estou de acordo em participar como voluntario do estudo
proposto, sabendo que dele poderei desistir a qualquer momento, sem sofrer qualquer
puni¢do ou constrangimento.
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Assinatura do Participante

Sdo Luis, de de 20
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APENDICE B- Questionario / Instrumento de coleta de dados

DATA: / /

PRONTUARIO:

TELEFONE:

NOME:

DATA DE NASCIMENTO: / / . IDADE: ANOS
SEXO: . COR AUTORREFERIDA:
TEMPO DE DURACAO DO DM2: ANOS
PROFISSAO:

NATURALIDADE:

AMP:

0 HAS: (0) ndo (1) sim

0 IRC: (0) ndo (1) sim

0 DVP: (0) ndo (1) sim

] IAVC: (0) ndo (1) sim

0 DAC: (0) ndo (1) sim

0 TIREOIDEOPATIA: (0) ndo (1) sim

0 ICC: (0) ndo (1) sim

O GOTA: (0) ndo (1) sim

[ OBESIDADE: (0) ndo (1) sim

[ PANCREATITE: (0) ndo (1) sim

0 MENOPAUSA: (0) ndo (1) sim

0 DISLIPIDEMIA: (0)ndo (1) sim

O OUTRAS:

0 ANTECEDENTES CIRURGICOS
(0)nao (1) sim
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AMPF:

N DM: (0) ndo (1) sim

0 HAS: (0) ndo (1) sim

0 IRC: (0) ndo (1) sim

0 DVP: (0) ndo (1) sim

[ AVC: (0) ndo (1) sim

0 DAC: (0) ndo (1) sim

0 TIREOIDEOPATIA: (0) ndo (1) sim

0 [CC: (0) ndo (1) sim

0 GOTA: (0) ndo (1) sim

0 OBESIDADE: (0) ndo (1) sim

0 PANCREATITE: (0) ndo (1) sim

0 DISLIPIDEMIA : (0) ndo (1) sim

0 CIRROSE HEPATICA:
(0) ndo (1) sim
0 OUTRAS:

HSHV:

TABAGISMO: (0) nao (1) sim

Tempo: Carga tabagica: magos/ano
ETILISMO: (0) ndo (1) sim

4.12 Etilismo Etilista

Ex- etilista (Pular para 4.14 e deixar cassela
4.13 em branco)

Nao etilista (Pular para 4.14 e deixar
cassela 4.13 em branco)
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4.13 Se etilista, descrever o | A. Total de | B. Classificacdo do
total de unidades (U) por | unidades por | etilismo
semana ¢ classificar o | semana (1) Etilista leve Al | L]
etilismo de acordo com a (2) Etilista moderado
tabela abaixo (3) Etilista grave B.
|
Classificagao do etilismo Etilista: consumo de pelo menos 1 unidade de qualquer
Segundo a OMS bebida alcoolica por dia no ultimo ano
Ex etilista: j& consumiu bebida alcodlica, mas parou no
ultimo ano
Nao etilista: nunca consumiu bebida alcoolica na frequéncia
do etilista
Homem Mulher
Classificacao de | Leve 1 lata de cerveja/dia ou 1 lata de cerveja/dia ou
Etilismo segundo OMS 2 tagas de vinho/dia ou 2 tagas de vinho/dia ou
1 dose de destilado/dia 2dose de destilado/dia
Total: 14U/semana
Total: 21U/semana
1 U de alcool = 10g Moderado 2 a 4 latas de cerveja/dia | 1 a 3 latas de cerveja/dia
ou ou
2 a 6 tagas de vinho/dia ou | 1 a 5 tacas de vinho/dia ou
1 a 3 doses de|' a 2 e ' doses de
destilado/dia destilado/dia
Total: 15-35 U/semana
Total: 22-50 U/semana
= 350ml de cerveja = | Grave > 4 latas de cerveja/dia ou | > 3 latas de cerveja/dia ou

90ml de vinho = 50ml
de destilado

> 6 tacas de vinho/dia ou
> 3 doses de destilado/dia

Total: > 51 U/semana

> 5 tagas de vinho/dia ou
> 2 e Y% doses de
destilado/dia

Total: >36 U/semana

ATIVIDADE FISICA: (0) ndo (1) sim

Vocé trabalha de forma remunerada: ( ) Sim ( ) Nao

Quantas horas vocé trabalha por dia:
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De forma geral sua satude esta:
( ) Excelente ( ) Muito boa ( ) Boa ( ) Regular ( ) Ruim

Para responder as questdes lembre-se que:

atividades fisicas VIGOROSAS sao aquelas que precisam de um grande esforco fisico e que
fazem respirar mais intensamente do que o normal

atividades fisicas MODERADAS sao aquelas que precisam de algum esforgo fisico e que fazem
respirar um pouco mais intensamente do que o normal

la. Em quantos dias de uma semana normal, vocé realiza atividades VIGOROSAS por pelo
menos 10 minutos continuos, por exemplo: correr, fazer ginastica aerdbica, jogar futebol,
pedalar rapido na bicicleta, fazer servigos domésticos pesados em casa, ou qualquer atividade
que faga vocé suar BASTANTE ou aumentem MUITO sua respiragao ou frequéncia cardiaca:
___diasporsemana () Nenhum

2a. Em quantos dias de uma semana normal, vocé realiza atividades MODERADAS por pelo
menos 10 minutos continuos, por exemplo: pedalar leve na bicicleta, nadar, dangar, fazer
ginastica aerdbica leve, carregar pesos leves, fazer servigos domésticos na casa ou qualquer
atividade que faca vocé suar leve ou aumentem moderadamente respiracao ou frequéncia
cardiaca: (POR FAVOR NAO INCLUA CAMINHADA).

__diasporsemana () Nenhum

2b. Nos dias em que vocé faz essas atividades moderadas por pelo menos 10 minutos continuos,
quanto tempo no total vocé gasta fazendo essas atividades por dia?
horas minutos

3a. Em quantos dias de uma semana normal vocé caminha por pelo menos 10 minutos continuos
em casa ou no trabalho, como forma de transporte para ir de um lugar para outro, por lazer, por
prazer ou como forma de exercicio?

__ diasporsemana () Nenhum

3b. Nos dias em que vocé caminha por pelo menos 10 minutos continuos quanto tempo no total
vocé gasta caminhando par dia?
horas minutos

4a. Estas ultimas perguntas sao em relacdo ao tempo que vocé gasta sentado ao todo no trabalho,
em casa, na escola ou faculdade e durante o tempo livre. Isto inclui o tempo que vocé gasta
sentado no escritorio ou estudando, fazendo licdo de casa, visitando amigos, lendo sentado ou
deitado assistindo televisao.

Quanto tempo por dia vocé fica sentado em um dia na semana ?
horas minutos

Quanto tempo por dia vocé fica sentado em um dia no final de semana ?
___horas  minutos

DIETA ORIENTADA POR NUTRICIONISTA: (0) ndo (1) sim

ADESAO A DIETA: (0) ndo (1) sim Nota (de 0 a 10):
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EXAME FiSICO:

PESO: kg ALT: cm; IMC: kg/m2
( ) NORMAL ( ) SOBREPESO( ) OBESO

CIRC ABD cm ( )normal ( ) aumentada

I1CQ:

CIRC ESTATURA:

ACANTOSE: (0) ndo (1) sim
MEDICAMENTOS:

Diuréticos: (0) nao (1) sim Qual? __
Betabloqueadores: (0) nao (1) sim Qual? __
Anticoncepcionais/TRH: (0) ndo (1) sim Qual?
Corticosteroides: (0) nao (1) sim Qual? __
Anabolizantes (0) ndo (1) sim Qual?
Hipolipemiantes: (0) ndo (1) sim Qual? ____
Metformina: (0) ndo (1) sim Qual? _
Glitazonas: (0) ndo (1) sim Qual? __
Glinidas: (0) ndo (1) sim Qual? __
Sulfoniluréias: (0) nao (1) sim Qual?
Insulinas: (0) ndo (1) sim Qual? __
I-SGLT2(0) ndo (1) sim Qual?
A-GLP1(0) ndo (1) sim Qual? __
I-DPP4(0) nao (1) sim Qual?

Outros:

EXAMES:
DATA/LAB
HbAlc AST Nao HDL
INSULINA ALT FERRITINA
COL ALB Glicemia
HDL AFP GGT
LDL PLQ
TRI HB

ESCORE DE FIBROSE HEPATICA

FIB-4

NAFLD
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HOMA

Resultado da Elastografia
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ANEXOS:

ANEXO A — Parecer de aprovacio do Comité de Etica e Pesquisa

. HOSPITAL UNIVERSITARIO DA
/T UNIVERSIDADE FEDERAL DO W
57 | MARANHAO / HU - UFMA

w3l

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titwlo da Pesquisa: CARACTERISTICAS CLINICAS E METABOLICAS DOS PACIENTES COM DIABETES
MELLITUS E DOENCA HEPATICA GORDUROSA ASSOCIADA A DISFUNCAD
METABOLICA NO AMBULATORIO DE ENDOCRINOLOGIA E HEPATOLOGIA DO
HUUFMA

Pesquisador: JOANA D ARC MATOS FRANCA DE ABREU

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 51633521.2.0000.5086

Institui¢ao Proponente: Hospital Universitanio da Universidade Federal do Maranhao/HLUS/UFMA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.216.774

Apresentacao do Projeto:

As informacoes elencadas nos campos “Apresentacao do Projeto”, "Objetivo da Pesquisa” e "Avaliacao dos
Riscos e Beneficios" foram retiradas do arquive Informacgoes Basicas da Pesquisa
(FE_INFORMACOES _BASICAS_DO_PROJETO_1791800. Datado de 24/01/22).

1. INTRODUCAD

Diabetes Mellitus (DM) ¢ uma sindrome de comprometimento do metabolismo dos carboidratos, das
gorduras e das proteinas, causada pela auséncia de secrecao de insuling ou por reducao da sensibilidade
dos tecidos a insulina, caracterizada pelo excesso de glicose no sangue (SBD, 2007). DM2 ¢ considerada
um dos principais agravos em sadde pablica no Brasil, independente do grau de desenvolvimento
socioeconomico da populagao (OLIVEIRA, 2007). Uma epidemia de DM2 estd em curso @ estlima-se que
aproximadamente dois tergos dos pacientes diabéticos desenvolverdo doenca hepdtica gordurosa nao
alcoolica (DHGNA) (SBED 2015; XU et al., 2015; KZAN ot al., 2015; SHEKA et al, 2020).A Doenca hepética
gorduroza nao alcoolical DHGNA) atualmente @ a causa mais comum de doenga hepatica cronica o
caracteriza-se pela infiltragao gordurosa do figado (esteatose), que pode ser diagnosticada em exames por
imagem, podendo ou nao estar associada as alteragoes inflamatorias e fibrose (esteatohepative)
diagnosticada pela bidpsia hepatica, e pode
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Bairre: CENTRD CEP: [5.020-070
UF: BAA Municipio: SA0 LUIS
Telefone:  [9E)2108-1250 E-madl: cepihusimea.br
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evoluir para cirrose e carcinoma hepatocelular (SEH, 2015, CHALASAN| et al., 2018; MARJOT ot al. 2020;
ESLAM et al.,2020; GODOY-MATOS, JUNIORVALERIO, 2020 ; CUSI, 2020). A DHGMNA ocorre em
individuo sem historia de ingestao significativa de alcool, gue naoe apresentem outra doenga hepatica gue
possa justificar a esteatose (YOUNOSS! et al., 2015 ANSTEE. TARGHER, DAY, 2013;
PALLAYOVA TAHERI, 2014; CUSI, 2020). Na maioria dos casos esta associada a disturbios metabolicos e
cardiovasculares, como DMZ2, obesidade, resisténcia a insulina, hipertensao arterial, dislipidemia o ¢
fregquentemente reconhecida como a manifestacao hepatica da sindrome metabdlica e constitui a doenga
hepatica mais frequente no mundo. (BUZZETTI, PINZANI, TSOCHATZIS, 2016; SBH, 2015; LEONM! at al.,
2018; GODOY-MATOS, JUNIOR, VALERIO, 2020; YOUNOSSI et al., 2019, ANSTEE, TARGHER, DAY,
2013; PALLAYOVA, TAHERI, 2014; CUSI, 2020). Especialistas de 22 paises se reuniram para propor uma
nova nomenclatura para doenga hepatica gordurosa nao alcoolica: doenga hepatica gordurosa associada a
disfuncdo metabalica (Metabolic-dysfunction-associated fatty liver disease — MAFLD — em inglés). O
obejtivo desta mudanga de terminologia ¢ incluir critérios diagnasticos “positivos”, evitando gue uma doenga
tao prevalente tenha seu diagndstico baseado em critérios de exclusao, reduzindo a estigmatizacao
associada & erminologia "ndo alcodlica”. (FOUAD Y, et al.2020).A DHGMNA tem componente hereditano o os
fatores ambientais podem também afetar a expressao de genes, induzindo o ganho de peso e guando
ultrapassa o limite de capacidade de expansao do tecido adiposo subcutdneo hd um aumento dos acidos
graxos livres (AGL) @ inicia a mobilizacao destes AGL, resultando em deposicao de gordura wvisceral o
ectopica ([ POWEL: WONG; RIMELLA, 2021).0 musculo & um dos locais de deposito ectopice de gorduras
com aumento da resisténcia a insulina (R1), o que facilita a lipdlise e o aumento do fluxo de AGL para o
figado, induzindo RI hepatica, aumentando a producao de glicose, lipogénese hepdtica “nove”, liberagao de
VLDL, aterogénese e dislipidemia. Os AGL ransbordam para o pancreas, causando disfuncao das células
por lipotoxicidade, hiperglicemia e diabetes (GASTALDELLI, ; CUSL2019)0 aumento da gordura hepatica
também promove a resisténcia hepatica ao glucagon sobre o metabolismo dos aminoacidos. O tecido
adiposo disfuncional pode torna-se mais resistente & insulina e liberar adipocinas pro-inflamatdrias,
enquanto reduz a liberagao de adiponecting que ¢ antiinflamataria (GODOY -MATOS, JUMIOR, VALERIO,
2020).0s pacientes obesos e diabdticos que desenvolvemn DHGMA apresentam maior freguiéncia de fibrose
avangada e cirrose, embora a principal causa de mortalidade nestes pacientes sejam complicagoes
cardiovasculares (SBH, 2015C; GODOY-MATOS, JUNIOR, VALERIO, 2020).Nao & incomurm o diagnostico
de DHGMNA ocorrer somente apos décadas do inicio da DHGMNA inclusive as vezes ja com quadro avancado
de cirose hepatica que ¢ um
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importante fator de risco para o desenvolvimento de carcinoma hepatocelular (CUSI 2020).Ha um
reconhecimento crescente da necessidade de avaliacao da DHGMA e do risco de fibrose nos paciontes
diabeticos por equipe multidisciplinar devido as comorbidades e polifarmacia comuns entne estes pacientes,
vizsando diagnastico precoce e tambaém evitar ou reduzir as complicagoes hepiticas e cardiovasculares
(POWEL: WONG: RINELLA, 2021).

2 HIPOTESE
Pacientes diabéticos com doenga hepética metabolica apresentam risco aumentado de fibrose hepatica e
doencas cardiovasculares.

3 METODOLOGIA PROPOSTA

Trata-so de um estudo prospectivo, transversal, a ser realizado no Ambulatdrio de DM2/DHGNA do Hospital
Universitario da Universidade Federal do Maranhao-/ HU-UFMA | servigo de referéncia para atendimento do
paciente portador de DM2/OHGNA no estado do Maranhao, sendo admitidos os pacientes gue se
enquadrarem nos critérios de inclusao e gue aceitarem a participacao na pesguisa, mediante leitura
assinatura do Termo de Consentimento Livie e Esclarecido (TCLE) (Apéndice A). no periodo de outubro de
2027 a outubro 2025, A populacao a ser estudada sera uma amostra de conveniéncia, estimada am 300
pacientes, constituida de pacientes adultos com diagnastico de DM2 & DHGNA atendidos no ambulatdrio de
DM2IDHGNA- HUUFMA. Os pacientes com DM2/DHGMA seréo submetidos a um inquérito clinico-
demografico atrawes de um guestiondrio padronizado (Apéndice B) no qual serdo coletados dados relativos
a sexn, idade (anos), naturalidade, cor auto referida, tempo de duracao do DM2 [anos), dieta (caracteristicas
¢ adesao), nivel de atividade fisica, uso de outras medicagdes, doengas associadas, antecedentes
familiares, tabagismo, consumo de bebida alcodlica. Durante o exame fisico, serao avaliados os seguintes
dados antropométricos: peso (kg), altura (cm), indice de massa corporal {IMC) (Kg/m?), circunferéncia
abdominal {cm) e de quadril (cm), relacao cintura-quadril e relacéo cintura-alura. O peso serd avaliado por
uma balanca da marca Lider®, capacidade para 200Kgs. A altura sera aferida por uma régua
antropomiétrica acoplada na balanga, estando 0s pacientas descalgos, com os bragos estendidos ao longo
do corpo, os calcanhares unidos e as plantas dos pés apoiadas totalmente na plataforma da balanca. A
circunferéncia abdominal serd medida com uma fita métrica inelastica entre o ponto médio entre a décima
costela e a borda superior da crista iliaca. O guadril também sera medido com uma fita maétrica inelastica no
ponto onde se localiza o maior diametro horizontal. De acordo com os critérios da Organizacao Mundial de
Sande (OMS) sera
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considerada normal o IMC guando o resultado estiver entre 18,5 e 24,9 kgfm?®, sobrepeso entre 24,9 e 30
kog/m* e obesidade quando o IMC for maior que 30 kg/m®. A medida da circunferéncia sera adeguada
quando for menor ou igual %0cm em homens e menor ou igual a B0cm em mulheres. A relacao cintura
quadril normal ¢ considerada menor ou igual a 0,9, Em relacao a razao cintura- ostatura & considerado
normal uma medida de cintura menor que a metade da altura. Seréo coletados dados referentes a dados
sociodemograficos, dieta, atividade fisica, habitos de vida, antecedentes maorbidos pessoais, antecedentes

familiares, uso de medicamentos, dados clinicos, exames laboratoriais, US abdome superion, elastografia.

Serao determinados os valores dos seguintes exames laboratorials, em amostras obtidas de coleta de
sangue perifeérico, de acordo com as metodologias e valores de refercéncia utilizados no servigo de analises

clinicas do HU-UFMA: hemoglobina glicada, AST, ALT, hemograma, albumina, colesterol total, HOL, LDL,

riglicerideos, VLDL, ferritina. Todos os pacientes serao avaliados por dois métodos diferentes de
elastografia. Inicialmente sera realizado elastografia por ulirassom atraves da tecnologia Real Time Sheare
Wave elastografia (SWE) no Hospital Universitario Presidente Dutra e posteriormente os pacientes serao
avaliados atraves da elastografia transitdria no Servico de Imagem do PAM Diamante atraves de convénio
firmada com o Servico de Hepatologia com o HUUFMA.

4. CRITERIOS DE INCLUSAC
Idade maior ou igual a 18 anos, Esteatose hepdtica confimada com exames de imagem, Diagnostico prévio
e DRAZ.

5 CRITERIOS DE EXCLUSAD
Doenca hepatica cronica causado por hepatites virais (sorologia positiva para hepatite B ou C), Excesso de
ingestao de bebida alcoolica (homem 30g/d e mulher 20g/d):- Outras causas de hepatopatia cronica como

hepatite auto-imune, hemocromatose, uso de drogas hepatotoxicas (exemplos: glicocorticaides, metotrexato,

antirretrovirais, amiodarona, tamoxifeno, estagoenos, antre outros).

6. METODOLOGIA DE ANALISE DE DADOS

Para confeccao do banco de dados, sera utilizado o programa Excel da Microsoft Office®. Sera realizado o
teste de Shapiro-Wilk para avaliacao da normalidade dos dados. As variaveis guantitativas serao
apresentadas om medias e desvio-padrao, enguanto as varidveis gualitativas serao apresentadas em
porcentagem e frequéncia. Nas variaveis continuas devera ser utilizado o
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teste T de Student ou Mann-Whitney e para varidveis categoricas os testes do qui quadrado ou exato de
Fisher. Sera adotado nivel de significancia de 5% (p = 0,05).

7. DESFECHO PRIMARIO: Fibrose Hepatica

8. DESFECHO SECUMDARIO: Doengas cardiovasculares

9. TAMANHO D& AMOSTRA: 300

Objetivo da Pesguisa:

10. OBJETIVO PRIMARIO

- Avaliar as caracteristicas epidemiologicas, clinicas e metabolicas dos pacientes com o diagnostico de
Diabetes Mellitus associado com Doenca Hepatica Gordurosa associada a disfuncao metabolica atendidos
no ambulatario de Endocrinologia e Hepatologia do Hospital Universitario da Universidade Federal do
Maranhao (HU-UFMA! EBSERH).

11. OBJETIVO SECUNDARIO

- Implementar um nove protocolo de assisténcia madica adequada e especifica para o atendimento destes
pacientes;-Descrever a prevaléncia de diabetes mellitus e doenca hepatica gordurosa nao alcodlica do
ambulataric de endocrinologia;- Determinar o perfil sociodemografico e epidemiologico;- Descrever as
caracteristicas clinicas e laboratoriais;- Identificar a presenga de Sindrome metabdlica-Fazer o rastreamento
de complicacoes microvasculares e macrovasculares.-Estratificar o escore de risco de complicagoes
cardiovasculares;-Esiratificar o risco de progressao para a fibrose hepatica;-Correlacionar os diferontes
graus de comprometimento hepatico com diabetes compensado e descompensado;-Avaliar a distribuican de
gordura corporal;-Avaliar o metabolismo dsseo;-Rastreamento de carcinoma hepatocelular.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

12, RISCOS

Os riscos envolvidos na pesquisa compreendem potenciais alteragoes fisicas, psicoldgicas e sociais a que o
participante esta exposto ao participar da pesquisa. Portanto, durante esta a pesquisa, o mesmo pode
aprasentar: - Cansago ou aborrecimento ao responder os questionanios da pesguisa; - Constrangimento
durante a realizagao de exame fisico e antropomeétrico; - Desconforto durante
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coleta de exames de sangue, com risco de acidente de pungao (dolorimento, hematoma, etc). Tais riscos
serao minimizados com a aplicacao de guestionarios curtos @ objetivos e coleta de sangue por profissional
experiente. Ha ainda o risco de guebra de sigile, ainda gue involuntaria e nao intencional. Tal risco sera
minimizado pela codificacao pelo nomero do prontudrio e a restricio do nudmero de pesguisadores
emvolvidos na pesquisa.

13. BENEFICIOS
0s beneficios dessa pesquisa sao principalmente voltados a sociedade, com poucos beneficios diretos, em
curto prazo, ao participante. A este pode ser citada a facilidade na realizacao de exames laboratoriais e de

imagem implicados no escopo da pesquisa, contribuindo no processo diagnastico @ terapéutico do masmao.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

O diabetes mellitus (DM) e a doenca hepatica gordurosa associada a disfungao metabdlica (MAFLD) estao
associadas por meio da fisiopatologia comum pela sindrome matabdlica e ha um ndmero crescente de
pacientes diabéticos que desenvolvem MAFLD. Estes pacientes necessitam de um melhor controle

metabalico para evitar um risco maior de complicagoes cardiovasculares o hepaticas. Tipo de estudo:

Estudo observacional analitico longitudinal prospective. Objetivo: Avaliar o perfil de pacientes com DM e
MAFLD sequidos em hospital de referéncia do Maranhao. Métodos: Amostra de convenidnecia composta de
pacientes com diabetes mellitus e doenca hepatica gordurosa nao alcdolica atendidos no ambulatdrio de
endocrinologia e hepatologia do HUUFMA. Os dados serfo coletados por meio de formulario estruturado
para coleta de informacgoes sociodemograficas, clinicas e laboratonais. Analise dos dados: Os dados serao
analisados com auxilio de programa estatistico para determinacao de significancia. As variaveis
quantitativas serao apresentadas em médias e desvio-padrao o analisadas pelos testes T de Student ou
Mann- Whitney. As varidveis qualitativas serao apresentadas em porcentagem o frequéncia e analisadas

pelos testes do qui-guadrado ou Exato de Fisher. Sera considerado significante p valor < 0,05,
Responsabilidade financeira: O projeto serd financiado com recursos proprios dos pesquisadores.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

O protocolo apresenta documentos referente aos "Termos de Aprosentagao Obrigatoria®: Folha de rosto;

Orgamento financeiro detalhado. Cronograma com etapas detalhada, Termo de Consentimento Livre @

Esclarecido (TCLE), Autorizacao do Gestor responsavel do local para a
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realizacdo da coleta de dados e Projeto de Pesquisa Original na integra. Atende a4 Moma Operacional no
001/2013 (item 3/ 3.3).

Recomendacoes:

Apas o termino da pesquisa o CEP-HUUFMA sugere gue os resultados do estudo sejam devolvidos aos
participantes da pesquisa ou a instituigao que autorizou a coleta de dados de forma anonimizada.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

O PROTOCOLO nao apresenta dbices dticos, portanto atende aos requisitos fundamentais da Resolucan
CHNSMS n® 466/12 @ suas complementares, sendo considerado APROVADO.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Comite de Etica em Pesquisa-CEP-HUUFMA, de acordo com as atribuigoes definidas na Resolucao CNS
n".466/2012 & Norma Operacional n®. 001 de 2013 do CNS, manifesta-se pela APROVACAD do projeto da
pesquisa proposto.

Eventuais modificagtes ao protocolo devem ser inseridas a plataforma por meio de emandas de forma clara
@ sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Relatorios parcial e final
devem ser apresentados ao CEP, iniclalmente apas a coleta de dados e ao término do estudo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documeanto Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacoes Basicas|PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 24/01/2022 Aceito
do Projeto ROJETO 1797900, pdf 16:56:08
Outros Carta_resposta. pdf 24/01/2022 | CLARIAND PIRES Aceito

16:55:20 |DE OLIVEIRA NETO
Projeto Detalhado /| Projeto_detalhado.docx 2100172022 | CLARIANG PIRES Aceito
Brochura 12:20:55 | DE OLIVEIRA NETO
Investigador
TCLE / Termos de | TCLE.pdf 21001/2022 | CLARIAND PIRES Aceito
Assentimento / 11:59:16 |DE OLIVEIRA NETO
Justificativa de
Austncia
Cronograma Cronograma_pdf 210172022 |CLARIAND PIRES Aceito
11:58:58 |DE OLIVEIRA NETO
Orcamento Orcamento. pdf 250820271 |CLARIAND PIRES Aceito
18:12:56  |DE OLIVEIRA NETO
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Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 25/08/2021 |CLARIANO PIRES Aceito
17:41:54 |DE OLIVEIRA NETO

Declaragao de Declaracao_de_concordancia. pdf 23/08/2021 |CLARIANO PIRES Aceito

concordancia 12:15:18 |DE OLIVEIRA NETO

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

SAO LUIS, 29 de Janeiro de 2022

Assinado por:
Rita da Graga Carvalhal Frazao Corréa
(Coordenador(a))
Endereco: Rua Barao de ltapary n° 227
Bairro: CENTRO CEP: £5.020-070
UF: MA Municiplo:  SAD LUIS
Telefone: (9B)2109-1250 E-mail: cep@hutma.br
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ANEXO B: Instrucio para autores da revista Biomedicines

biomedicines

Type of the Paper (Article, Review, Communication, etc.)

Title

Firstname Lastname !, Firstname Lastname 2 and Firstname Lastname 2*
b

Citation: To be added by editorial staff

during production.
Academic Editor: Firstname Lastname

Received: date
Revised: date

Accepted: date
Published: date

Copyright: © 2024 by the authors.
Submitted for possible open access
publication under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (cc BY) license
(https://creativecommons.org/licenses/b

y/4.0/).

Affiliation 1; e-mail@e-mail.com

Affiliation 2; e-mail@e-mail.com

* Correspondence: e-mail@e-mail.com; Tel.: (optional; include country code; if there are multiple
corresponding authors, add author initials)

Abstract: The abstract should be a total of about 250 words and structured to contain the
Methods,
Background/Objectives: Place the question addressed in a broad context and highlight

following headings: Background/Objectives, Results, Conclusions.
the purpose of the study; Methods: Describe briefly the main methods or treatments
applied. Include any relevant preregistration numbers, and species and strains of any
animals used; Results: Summarize the article’s main findings; Conclusions: Indicate the
main conclusions or interpretations. The abstract should be an objective representation of
the article: it must not contain results which are not presented and substantiated in the main
text and should not exaggerate the main conclusions. Clinical trial abstracts should include

items that the CONSORT group has identified as essential.

Keywords: keyword 1; keyword 2; keyword 3 (List three to ten pertinent keywords

specific to the article yet reasonably common within the subject

discipline.)

0. How to Use This Template

The template details the sections that can be used in a manuscript. Note that
each section has a corresponding style, which can be found in the “Styles” menu
of Word. Sections that are not mandatory are listed as such. The section titles
given are for articles. Review papers and other article types have a more flexible
structure.

Remove this paragraph and start section numbering with 1. For any
questions, please contact the editorial office of the journal or support@mdpi.com.

1. Introduction

The introduction should briefly place the study in a broad context and
highlight why it is important. It should define the purpose of the work and its
significance. The current state of the research field should be carefully reviewed
and key publications cited. Please highlight controversial and diverging
hypotheses when necessary. Finally, briefly mention the main aim of the work
and highlight the principal conclusions. As far as possible, please keep the
introduction comprehensible to scientists outside your particular field of research.
References should be numbered in order of appearance and indicated by a
numeral or numerals in square brackets—e.g., [1] or [2,3], or [4—6]. See the end
of the document for further details on references.
2. Materials and Methods
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The Materials and Methods should be described with sufficient details to
allow others to replicate and build on the published results. Please note that the
publication of your manuscript implicates that you must make all materials, data,
computer code, and protocols associated with the publication available to readers.
Please disclose at the submission stage any restrictions on the availability of
materials or information. New methods and protocols should be described in
detail while well-established methods can be briefly described and appropriately
cited.

Research manuscripts reporting large datasets that are deposited in a
publicly available database should specify where the data have been deposited
and provide the relevant accession numbers. If the accession numbers have not
yet been obtained at the time of submission, please state that they will be provided
during review. They must be provided prior to publication.

Interventionary studies involving animals or humans, and other studies that
require ethical approval, must list the authority that provided approval and the
corresponding ethical approval code.

3. Results

This section may be divided by subheadings. It should provide a concise and
precise description of the experimental results, their interpretation, as well as the
experimental conclusions that can be drawn.

3.1. Subsection
3.1.1. Subsubsection
Bulleted lists look like this:

First bullet;
Second bullet;
Third bullet.

Numbered lists can be added as follows:

First item;
Second item;
Third item.

The text continues here.
3.2. Figures, Tables and Schemes

All figures and tables should be cited in the main text as Figure 1, Table 1,
etc.

=z

el e

F

Figure 1. This is a figure. Schemes follow the same formatting.

Table 1. This is a table. Tables should be placed in the main text near to the first time they
are cited.

Title 1 Title 2 Title 3
entry 1 data data
entry 2 data data !

! Tables may have a footer.

The text continues here (Figure 2 and Table 2).
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Figure 2. This is a figure. Schemes follow another format. If there are multiple panels,
they should be listed as: (a) Description of what is contained in the first panel; (b)
Description of what is contained in the second panel. Figures should be placed in the main
text near to the first time they are cited.

Table 2. This is a table. Tables should be placed in the main text near to the first time they

are cited.
Title 1 Title 2 Title 3 Title 4
data data data
entry 1 * data data data
data data data
entry 2 data data data
data data data
data data data
entry 3 data data data
data data data
data data data
entry 4 data data data
data data data
* Tables may have a footer.
3.3. Formatting of Mathematical Components
This is example 1 of an equation:
a=1,
the text following an equation need not be a new paragraph. Please punctuate
equations as regular text.
This is example 2 of an equation:
a=b+c+d+te+tf+g+h+i+j+k+l+m+n+o+ptq+r+stttutv+wt+x+y+z 2)

the text following an equation need not be a new paragraph. Please punctuate
equations as regular text.

Theorem-type environments (including propositions, lemmas, corollaries
etc.) can be formatted as follows:

Theorem 1. Example text of a theorem. Theorems, propositions, lemmas, etc.
should be numbered sequentially (i.e., Proposition 2 follows Theorem 1).

Examples or Remarks use the same formatting,
but should be numbered separately, so a document may contain Theorem 1, Remark 1 and Examp

The text continues here. Proofs must be formatted as follows:
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Proof of Theorem 1. Text of the proof. Note that the phrase “of Theorem 1 is
optional if it is clear which theorem is being referred to. Always finish a proof
with the following symbol. o

The text continues here.
4. Discussion

Authors should discuss the results and how they can be interpreted from the
perspective of previous studies and of the working hypotheses. The findings and
their implications should be discussed in the broadest context possible. Future
research directions may also be highlighted.
5. Conclusions

This section is not mandatory but can be added to the manuscript if the
discussion is unusually long or complex.
6. Patents

This section is not mandatory but may be added if there are patents resulting
from the work reported in this manuscript.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at:
www.mdpi.com/xxx/s1, Figure S1: title; Table S1: title; Video S1: title.

Author Contributions: For research articles with several authors, a short paragraph
specifying their individual contributions must be provided. The following statements
should be used “Conceptualization, X.X. and Y.Y.; methodology, X.X.; software, X.X.;
validation, X.X., Y.Y. and Z.Z.; formal analysis, X.X.; investigation, X.X.; resources,
X.X.; data curation, X.X.; writing—original draft preparation, X.X.; writing—review and
editing, X.X.; visualization, X.X.; supervision, X.X.; project administration, X.X.; funding
acquisition, Y.Y. All authors have read and agreed to the published version of the
manuscript.” Please turn to the CRediT taxonomy for the term explanation. Authorship
must be limited to those who have contributed substantially to the work reported.

Funding: Please add: “This research received no external funding” or “This research was
funded by NAME OF FUNDER, grant number XXX and “The APC was funded by
XXX”. Check carefully that the details given are accurate and use the standard spelling of
funding agency names at https://search.crossref.org/funding. Any errors may affect your
future funding.

Institutional Review Board Statement: In this section, you should add the Institutional
Review Board Statement and approval number, if relevant to your study. Y ou might choose
to exclude this statement if the study did not require ethical approval. Please note that the
Editorial Office might ask you for further information. Please add “The study was
conducted in accordance with the Declaration of Helsinki, and approved by the
Institutional Review Board (or Ethics Committee) of NAME OF INSTITUTE (protocol
code XXX and date of approval).” for studies involving humans. OR “The animal study
protocol was approved by the Institutional Review Board (or Ethics Committee) of NAME
OF INSTITUTE (protocol code XXX and date of approval).” for studies involving
animals. OR “Ethical review and approval were waived for this study due to REASON
(please provide a detailed justification).” OR “Not applicable” for studies not involving
humans or animals.

Informed Consent Statement: Any research article describing a study involving humans
should contain this statement. Please add “Informed consent was obtained from all subjects
involved in the study.” OR “Patient consent was waived due to REASON (please provide
a detailed justification).” OR “Not applicable.” for studies not involving humans. You
might also choose to exclude this statement if the study did not involve humans.

Written informed consent for publication must be obtained from participating
patients who can be identified (including by the patients themselves). Please state “Written
informed consent has been obtained from the patient(s) to publish this paper” if applicable.

Data Availability Statement: We encourage all authors of articles published in MDPI
journals to share their research data. In this section, please provide details regarding where
data supporting reported results can be found, including links to publicly archived datasets
analyzed or generated during the study. Where no new data were created, or where data is
unavailable due to privacy or ethical restrictions, a statement is still required. Suggested
Data Availability Statements are available in section “MDPI Research Data Policies™ at
https://www.mdpi.com/ethics.
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Acknowledgments: In this section, you can acknowledge any support given which is not
covered by the author contribution or funding sections. This may include administrative
and technical support, or donations in kind (e.g., materials used for experiments).

Conflicts of Interest: Declare conflicts of interest or state “The authors declare no
conflicts of interest.” Authors must identify and declare any personal circumstances or
interest that may be perceived as inappropriately influencing the representation or
interpretation of reported research results. Any role of the funders in the design of the
study; in the collection, analyses or interpretation of data; in the writing of the manuscript;
or in the decision to publish the results must be declared in this section. If there is no role,
please state “The funders had no role in the design of the study; in the collection, analyses,
or interpretation of data; in the writing of the manuscript; or in the decision to publish the
results”.

Appendix A

The appendix is an optional section that can contain details and data
supplemental to the main text—for example, explanations of experimental details
that would disrupt the flow of the main text but nonetheless remain crucial to
understanding and reproducing the research shown; figures of replicates for
experiments of which representative data is shown in the main text can be added
here if brief, or as Supplementary data. Mathematical proofs of results not central
to the paper can be added as an appendix.

Appendix B

All appendix sections must be cited in the main text. In the appendices,

})

Figures, Tables, etc. should be labeled starting with “A”—e.g., Figure A1, Figure
A2, etc.

References

—_—

o

References must be numbered in order of appearance in the text (including citations in tables and legends) and listed
individually at the end of the manuscript. We recommend preparing the references with a bibliography software package,
such as EndNote, ReferenceManager or Zotero to avoid typing mistakes and duplicated references. Include the digital
object identifier (DOI) for all references where available.

Citations and references in the Supplementary Materials are permitted provided that they also appear in the reference list
here.

In the text, reference numbers should be placed in square brackets [ ] and placed before the punctuation; for example [1],
[1-3] or [1,3]. For embedded citations in the text with pagination, use both parentheses and brackets to indicate the
reference number and page numbers; for example [5] (p. 10), or [6] (pp. 101-105).

Author 1, A.B.; Author 2, C.D. Title of the article. Abbreviated Journal Name Year, Volume, page range.

Author 1, A.; Author 2, B. Title of the chapter. In Book Title, 2nd ed.; Editor 1, A., Editor 2, B., Eds.; Publisher: Publisher
Location, Country, 2007; Volume 3, pp. 154—-196.

Author 1, A.; Author 2, B. Book Title, 3rd ed.; Publisher: Publisher Location, Country, 2008; pp. 154—196.

Author 1, A.B.; Author 2, C. Title of Unpublished Work. Abbreviated Journal Name year, phrase indicating stage of
publication (submitted; accepted; in press).

Author 1, A.B. (University, City, State, Country); Author 2, C. (Institute, City, State, Country). Personal communication,
2012.

Author 1, A.B.; Author 2, C.D.; Author 3, E.F. Title of Presentation. In Proceedings of the Name of the Conference,
Location of Conference, Country, Date of Conference (Day Month Year).

Author 1, A.B. Title of Thesis. Level of Thesis, Degree-Granting University, Location of University, Date of Completion.
Title of Site. Available online: URL (accessed on Day Month Year).

Disclaimer/Publisher’s Note: The statements, opinions and data contained in all publications are solely those of the individual
author(s) and contributor(s) and not of MDPI and/or the editor(s). MDPI and/or the editor(s) disclaim responsibility for any
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