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RESUMO

O padrdo-ouro na avaliacdo da fibrose hepatica em pacientes com hepatite C crénica (HCC) é
a analise histopatologica de fragmento hepatico por bidpsia, método invasivo, sujeito a
complicagdes e a erros. Alternativamente, biomarcadores vém sendo testados. A metabonémica
é uma estratégia de analise que utiliza espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN H1) para classificar biofluidos em funcdo do seu status bioquimico. Este
estudo de validacdo fase Il teve como objetivo desenvolver modelos metabondmicos (MMs),
através de espectros de RMN H1 de amostras de soro, para predicdo de fibrose hepética
significativa (FS: METAVIR > F2), fibrose avangada (FA: METAVIR > F3), e cirrose (C:
METAVIR F4 ou cirrose clinica), em duas populac6es de pacientes com HCC, nas cidades de
Recife/PE e do Rio de Janeiro/RJ, e comparar com os indices APRI e FIB-4, utilizando a bidpsia
como padrdo de referéncia. Em PE, foram incluidos 69 pacientes com bidpsia dos Gltimos 12
meses ou diagnostico clinico de cirrose. No RJ, foram incluidos 180 pacientes com bidpsia na
inclusdo. Pacientes com doenca hepatica por outra etiologia, coinfec¢cdo com HBV ou HIV ou
ingestdo excessiva de etanol foram excluidos. Espectros de RMN H1 foram obtidos utilizando
espectrometro Varian Unity 300. Os MMs foram construidos utilizando os formalismos analise
discriminante linear (LDA) e analise discriminante por minimos quadrados paricais (PLS-DA).
Em pacientes de PE, os MMs foram testados por validacéo cruzada, considerando FS, FA e C,
e em pacientes do RJ, por validacdo cruzada em 126 individuos, e por validacéo externa em 54,
considerando FS e FA. Em PE, 42 (61%) pacientes apresentaram FS, 28 (40%) FA e 18 (26%)
C. Os MMs apresentaram sensibilidade e especificidade de 97,6% (IC 95%: 87,4-99,9%) e
92,6% (IC 95%: 77,5-99,9%) para predicao de FS; 96,4% (IC 95%: 81,7-99,1%) e 95,1% (IC
95%: 83,5-99,4%) para FA; e 100% (IC 95%: 81,5-100%) e 98,0% (IC 95%: 89,6-99,9%) para
C. No RJ, 103 (57,2%) pacientes apresentaram FS e 51 (28,3%) FA. Os MMs validados
externamente apresentaram sensibilidade e especificidade de 100% (IC 95%: 86,8-100%) e
100% (IC 95%: 87,7-100%) para predi¢do de FS, e de 100% (IC 95%: 71,5-100%) e 100% (IC
95%: 91,8-100%) para FA. O desempenho dos MMs foi similar ao do APRI e FIB-4, nas duas
populacdes, porém, os MMs classificaram corretamente 27 (39,7%) pacientes de PE e 95
(54,3%) do RJ com valores intermediarios de APRI, e 25 (36,8%) pacientes de PE e 76 (44,2%)
do RJ com valores intermediarios de FIB-4, quando ndo é possivel predizer FS e FA por esses
indices. Conclui-se que os MMs desenvolvidos apresentaram elevada acurécia para predigéo de
FS, FA e C, em pacientes com HCC de PE e do RJ, e permitiram o estadiamento da fibrose nas

zonas cinzas do APRI e FIB-4, sugerindo tratar-se de método promissor como marcador



indireto de fibrose nesses pacientes. Entretanto, serdo necessarios novos estudos, com maior

casuistica, a fim de confirmar seu desempenho, para posterior incorporacéo na prética clinica.

Palavras-chave: Hepatite C/ diagndstico. Fibrose. Biomarcadores/ sangue. Espectroscopia de

ressonancia magnética. Metabolémica. Valor preditivo de testes.



ABSTRACT

The gold standard in liver fibrosis assessment in patients with chronic hepatitis C (CHV) is
histopathological analysis of hepatic fragment by biopsy, an invasive method, subject to
complications and errors. Alternatively, biomarkers have been tested. Metabonomics is an
analytical strategy that uses nuclear magnetic resonance of hydrogen (1H-NMR) spectroscopy
to classify biofluids based on their biochemical status. This phase Il validation study aimed to
develop metabonomic models (MMs), using 1H-NMR spectra of serum samples, to predict
significant liver fibrosis (SF: METAVIR > F2), advanced fibrosis (AF: METAVIR > F3), and
cirrhosis (C: METAVIR F4 or clinical cirrhosis), in two populations of CHC patients, in the
cities of Recife/ PE and Rio de Janeiro/RJ, and to compare these to the APRI and FIB-4 scores,
using biopsy as reference. In PE, 69 patients were included, who had had a biopsy in the last
12 months or clinical diagnosis of cirrhosis. In RJ, 180 patients were included who had had a
biopsy on inclusion. Patients with liver disease due to another etiology, co-infection with HBV
or HIV or excessive ethanol intake were excluded. *H-NMR spectra were obtained using a
Varian Unity 300 spectrometer. The MMs were constructed using the linear discriminant
analysis (LDA) and partial least squares discriminant analysis (PLS-DA) formalisms. For
patients of PE, the constructed MMs were tested by cross-validation, considering SF, AF and
C and for those of RJ, by cross-validation in 126, and by external validation in 54 patients,
considering SF and AF. In PE, 42 (61%) patients had SF, 28 (40%) AF and 18 (26%) C. The
MMs presented sensitivity and specificity of 97.6% (95% CI: 87.4-99.9%) and 92.6% (95% CI:
77.5-99.9%) for predicting SF; 96.4% (95% CI: 81.7-99.1%) and 95.1% (95% CI: 83.5-99) for
AF; and 100% (95% CI: 81.5-100%) and 98.0% (95% CI: 89.6-99.9%) for C. In RJ, 103
(57.2%) patients presented SF and 51 (28.3%) AF. The externally validated MMs presented
sensitivity and specificity of 100% (95% CI: 86.8-100%) and 100% (95% CI: 87.7-100%) for
predicting SF, and 100% (95% CI: 71.5-100%) and 100% (95% CI: 91.8-100%) for AF. The
performance of the MMs was similar to that of APRI and FIB-4, in both populations, however,
the MMs correctly classified 27 (39.7%) PE patients and 95 (54.3%) RJ patients with
intermediate values of APRI and 25 (36.8%) PE patients and 76 (44.2%) RJ patients with
intermediate values of FIB-4, when it is not possible to predict SF and AF by these scores. It is
concluded that the MMs that were developed presented a high accuracy for predicting SF, AF
and C in CHC patients of PE and RJ, and allowed the staging of fibrosis in the gray zones of

these scores, suggesting that it is a promising method as an indirect marker of fibrosis in these



patients. However, further studies, with a larger casuistry, will be necessary in order to confirm

its performance, for later incorporation into clinical practice.

Key words: Hepatitis C/ diagnosis. Fibrosis. Biomarkers/ blood. Magnetic resonance

spectroscopy. Metabolomics. Predictive value of tests.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1- Mudangas na arquitetura hepatica associadas a fibrose hepética avancada. ........... 23
Figura 2- O sistema METAVIR de estadiamento da fibrose. ..........cccccocevvveieiieii i 24

Quadro 1- indices soroldgicos para avaliacio indireta da presenca de fibrose ou cirrose em
pacientes com infeccdo pelo virus da hepatite C .......ccccovvviiiviiieiciesc s 29

FIgura 3- TECNICAS "OMICAS" ....cuiiiieitiiteieie ettt ettt bbb 34

Figura 4- Representacédo grafica das diferentes abordagens analiticas e técnicas de informatica
empregadas em estudos de metabolémica e metabondmica. ..........c..ccccevevveiiennenne. 35

Figura 5- Espectroscopia de RMN H1 de amostra de soro de paciente com HCC................. 36

Figura 6 - Classificagdo de amostras de urina baseada em escores obtidos através de modelos
metabondmicos de espectros de RMN H1 por LDA de 34 pacientes com infecgédo
pelo HCV (doenca) e 32 individuos CONLroles. .........ccoevveveiieieeie e 38

Figura 1- Andlise PLS-DA dos modelos metabondmicos para predicédo de fibrose significativa,
avancada e cirrose em 69 pacientes com hepatite C cronica, em Recife/PE, no periodo
A8 2012 8 2015, ..ottt re s 62

Figura 2 - Comparacgédo de desempenho dos modelos metabonémicos, APRI e FIB-4, em 69
pacientes com hepatite C cronica, em Recife/PE, no periodo de 2012 a 2015........ 65

Figura 1- Analise PLS-DA dos modelos metabonémicos para predicédo de fibrose significativa
e avancada em 126 pacientes com hepatite C cronica, no Rio de Janeiro/RJ, no
periodo de 2010 @ 2014 ........ceeieeeee e e 84

Figura 2- Comparacdo de desempenho dos modelos metabondmicos, APRI e FIB-4 nas
populagdes modelo e validagdo externa, em pacientes com hepatite C cronica, no Rio
de Janeiro/RJ, no periodo de 2010 @ 2014 ......ccveeeiierieeiesie e 87

Figura 1- Modelo metabonémico por PCA em 69 pacientes com HCC de PE e de 180 pacientes
com HCC do RJ, no periodo de 2010 @ 2015. ......ccccoveveeieiieieece e 111

Figura 2- Curvas ROC do APRI e FIB-4 em pacientes com hepatite C cronica de PE e do RJ,
NO periodo de 2010 8 2015. ....cooiiieiiie e s 112



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Principais caracteristicas demograficas e laboratoriais de 69 pacientes com hepatite
C cronica, em Recife/PE, no periodo de 2012 a 2015 ......cccecvvevveveecieceece e 59

Tabela 2- Principais caracteristicas demogréficas e laboratoriais de 69 pacientes com hepatite

C cronica, de acordo com o grupo de fibrose, em Recife/PE, no periodo de 2012 a

Tabela 2- Principais caracteristicas demogréficas e laboratoriais de 69 pacientes com hepatite
C cronica, de acordo com o grupo de fibrose, em Recife/PE, no periodo de 2012 a
2015 (CONLINUAGAD). ... .cuveireeieeieitee sttt s e ste et s et e et e e ste e sae e e s teesteeneesneens 61

Tabela 3- Desempenho dos modelos metabonémicos, APRI e FIB-4 para predi¢éo de fibrose
significativa, avancada e cirrose em 69 pacientes com hepatite C cronica, em
Recife/PE, no periodo de 2012 @ 2015........cccoiieiieiieiie e 63

Tabela 1- Principais caracteristicas demograficas e laboratoriais de 180 pacientes com hepatite
C cronica, de acordo com o tipo de populagédo (modelo e validagcdo) no Rio de
Janeiro/RJ, no periodo de 2010 @ 2014 ........coveiiiieiieie e 81

Tabela 2- Principais caracteristicas demogréaficas e laboratoriais de 180 pacientes com hepatite
C cronica, de acordo com o grupo de fibrose, no Rio de Janeiro/RJ, no periodo de
2010 @ 2004 ...ttt b 82

Tabela 3- Desempenho dos modelos metabonémicos, APRI e FIB-4 para predicdo de fibrose
significativa e avancada em pacientes com hepatite C crdnica, no Rio de Janeiro/RJ,
NO Periodo de 2010 8 2014 .....ceeieiieeieiee e 85

Tabela 1- Principais caracteristicas demogréaficas e laboratoriais de pacientes com hepatite C

cronica, de acordo com o tipo de populacdo (RJ e PE), no periodo de 2010 a 2015.



A

AH

ALT
Anti-HBc
Anti-HCV
Apo Al
APRI
ARFI
AST
AUROC
BT

CHC

E

ET

FA

FIB-4
GGT

Hap
HBsAg
HBV
HC/UFPE

HCC
HCV
HIV

HUCFF/UFRJ

INR
LDA
LOOCV
MEC

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Acuracia

Acido hialurénico

Alanina aminotransferase

Anticorpo contra o antigeno core do virus da hepatite B
Anticorpo contra o virus da hepatite C

Apolipoproteina Al

indice da relagio aspartato aminotransferase sobre plaquetas
Acustic Radiation Force Impulse

Alanina aminotransferase

Area sobre a curva de caracteristicas de operacao do receptor
Bilirrubina total

Carcinoma hepato-celular

Especificidade

Elastografia transitoria

Fosfatase alcalina

indice de fibrose baseado em quatro fatores

Gama-glutamil transpeptidase

Haptoglobina

Antigeno de superficie do virus da hepatite B

Virus da hepatite B

Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco

Hepatite C crbnica

Virus da hepatite C

Virus da imunodeficiéncia humana

Hospital Universitario Clementino Fraga Filho/Universidade

Federal do Rio de Janeiro

Razdo normalizada internacional
Andlise discriminante linear
Leave-one-out cross-validation

Matriz extracelular



MM Modelo metabonémico

MMP Metaloproteinases da matriz

OMS Organizacdo Mundial da Saude

PC Componente principal

PCA Anédlise de componentes principais

PCR Reacdo em cadeia da polimerase

PLS-DA Analise discriminante por minimos quadrados parciais
RMN H1 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
ROC Receiver Operating characteristic

ROI Regido de interesse

RVN Razdo de verossimilhanca negativa

RVP Razdo de verossimilhanca positiva

S Sensibilidade

SWE Shear Wave Elastographye

TCLE Termo de consentimento livre e esclarecido
TIMPs Inibidores das metaloproteinases teciduais
TP Tempo de protrombina

U Ultra-sonografia

a-2-M a-2-Macroglobulina



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt na s 18
2. REVISAO DE LITERATURA.......oooieieeteeeeteeies et este s senis s see e 21
2.1 Hepatite Cronica C: aspectos epidemioldgicos e CliniCOS ..........cccveveiiiiniiiiic e 21
2.2 Fibrose hepatica e seu diagndstico nas hepatites VIraiS...........ccocevvrerrieneneninene e 22
2.3 Metaboloma, Metabondmica e MetabolOmICa...........ccooveiiiiiiiiiiii 33
O 1= N | I AV S RSP RPR 41
TR0 7T | SR 41
B ] 1= o oL 1RSSR 41
4. CASUISTICA E METODOS ......ooiiiiiniineieieeesiesise e sessessseses st ssessssssessessnes 42
O 1Tt o T I (o T =] (1 o (o PSR 42
4.2- Local € Periodo d0 eSUAD ........ccveiieiiecieciecc ettt 42
4.3- POPUIAGED A0 BSTUUD .....c.eiiiiieiieiieiete ettt bbb 43
O O ] (=T TS (= o [T S PS 43
4.5- Criterios 08 EXCIUSAD ....ccuiiviiuiiiieiiiieie ettt et enes 43
4.6- Definicao das variaveis e dos desSfeChOS .........cccovveiriiiiiiiee e 43
4.7- Operacionalizacio da Pesquisa € tECNICAS .........courerrrieirereere e 44
4.7.1- Recrutamento dos participantes e procedimentos clinicos e laboratoriais..................... 44
4.7.2- Realizacao das bidpsias hepaticas e analise histopatoldgica...........c.ccceveeveiiciieiieennenn, 46
4.7.3- Obtencdo dos espectros de RMN HL d0S SOTOS .......cc.oveiviriiniiniinisieieieesie e 47
4.8- ANALISE ESTALISTICA .. .eviiveieeiieeieiee ettt reere e ens 47
4.8.1- Analise descritiva e comparativa da CasUiStiCa ...........cccevvevueiiieie e 47
4.8.2- Analise estatistica multivariada dos dados espectrais e desenvolvimento dos MMs......48
4.8.3- Analise de desempenho dos MM e dos indices APRI € FIB-4 ..........c.ccooevviieiveiinennnnn, 49
4.9- FlUXOQrama da PESOUISA .......eccveireireerieeiesteeiteeiesteesteesesreesteetesseesaeesesssesseetessaesaaesseennenns 51
4.10- CONSIAEIAGORS ELICAS ....vvevereereeiereeneeiesie ettt ettt st sa e be e e resbe e enesbesee e eneanenens 52
5. RESULTADOS ... .ottt et et e e st e e et e e st e e e snt e e e snte e e snteeenneeas 53
5.1 - Modelos Metabonémicos por RMN H1 para Predicdo de Fibrose Hepéatica em Pacientes

COM HEPALITE C CIONICA ...o.veveviieiiiieiieieie ettt bbbttt bbbt 53
5.2- ReSUltados SUPIEMENTAIES.......ccuii ittt 71

5.3 - Validacdo de Modelos Metabondmicos por Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio para Predigéo de Fibrose Hepatica Significativa e Avangada em Pacientes com
HEPALITE C CrONICA. ...veevviivicieeie ettt et et e sre st e s e s be e s beesaesbeesbeeresnnesreeneaas 72

6. RECOMENDAGOES........ooioieeeeeeeeeeeetes s et ses st se s 96
7. CONCLUSAOD. ..o oo ettt et et et e e et et e e et e e et e e er e e es e e e e e e enaee s 97



] = = = 0] N TS 98

APENDICES ..ottt sttt 104
APENDICE A- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO................... 104
APENDICE B — FiCha CHNICA ........cvoveeveceeeeieeesce et esssses s sssessensesesssssssensssensensenenns 106
APENDICE C — Protocolo de BiOSSEQUIANGA .............c.evverereeieeieeereseeesesssesessesessesessssesssnens 109
APENDICE D - Tabelas e figuras dos resultados suplementares ...............cccoeverrrerrennne. 110
APENDICE E - Versdo do artigo 1 €M iNGIBS.........ccvvviiereieeiieesieseeseesessessesesssneesnen, 113
APENCIDE F - Versdo do artigo 2 em iNGIES.............ceeeiereieeiieeeseiseeesesseessessesesesssesnens 133
ANEXOS L. e e nraeeanres 156
ANEXO A- Aprovacao do projeto Pelo CEP.......ccccvevie e 156
ANEXO B- Aprovacdo da emenda ao projeto pelo CEP ........ccccoovveveiveiic v 157

ANEXO C- Autorizagdo de uso de dados de PESQUISA. .......ccveververrererierieieieieie e 159



18

1. INTRODUCAO

A hepatite C crénica (HCC) é uma das principais causas de doenca hepatica crénica no
mundo. Cerca de 30% dos pacientes evoluem para cirrose apos duas a trés décadas da infec¢éao
e, uma vez cirréticos, apresentam risco de 15 a 20% de descompensacdo e de 10% de
surgimento de carcinoma hepato-celular (CHC) em 5 anos (ALBERTI et al., 1999).
Considerando que a fibrose é o principal definidor de progressdo da doenca, o diagnostico
preciso do estagio de fibrose hepatica é essencial no manejo clinico desses pacientes, uma vez
que € utilizada para decisdo da necessidade e urgéncia de terapia anti-viral, avaliacdo
progndstica e vigilancia de complica¢fes (SEBASTIANI, 2009).

O padrdo-ouro para o estadiamento da fibrose hepatica é o exame histopatolégico de
fragmento obtido, geralmente, através de biopsia percutanea por agulha fina. O procedimento
necessita ser realizado em ambiente hospitalar, por profissional treinado e ndo é isento de
complicacgdes, que ocorrem em até 13,6% dos casos, podendo ser graves em 0,75% dos casos
(MYERS; FONG; SHAHEEN, 2008; VAN DER POORTEN et al., 2006). Erro de amostragem
na obtencdo do espécime de bidpsia, e variabilidade intra e inter-observador, na avaliacdo
histopatologica, podem levar & discrepancia na classificacdo da fibrose em 20% dos casos,
mesmo quando tolerancia de + 1 estagio de fibrose é aceita (PETZ et al., 2003). Além disso, a
evidéncia de que a fibrose hepatica pode ser reversivel com a resposta ao tratamento da hepatite
viral, levou a necessidade de monitoramento do estagio de fibrose em avaliacGes seriadas, mais
frequentes que a permitida pela bidpsia, e estimulou o estudo de marcadores nao invasivos da
fibrose hepética. (FRIEDMAN, 2003).

Os marcadores ndo invasivos de fibrose podem ser soroldégicos ou fisicos, e 0s
marcadores soroldgicos podem ser diretos ou indiretos. Os diretos refletem o turnover das
proteinas da matriz extracelular (MEC), enquanto os indiretos estdo relacionados a atividade
inflamatoria, hipertensdo portal, ou alteracdo da funcdo hepéatica, que acompanham ou
decorrem do processo de fibrogénese. Os marcadores soroldgicos podem ser usados
isoladamente ou, como ocorre mais frequentemente, em conjunto, quando uma pontuacéo
(indice) discriminante € determinada a partir da combinacdo deles. De uma maneira geral, 0s
marcadores indiretos de fibrose hepéatica mostraram melhor resultado na identificacdo de
pacientes nos dois extremos da evolucdo da fibrose, ou seja, fibrose ausente ou leve e fibrose
avangada ou cirrose, poréem sua acurécia para identificar pacientes com fibrose moderada é
pequena. (ROSSI et al., 2007; SCHIAVON; NARCISO-SCHIAVON; DE CARVALHO-
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FILHO, 2014). Quando comparados, dez painéis de marcadores sorolégicos foram capazes de
confirmar ou afastar fibrose significativa em apenas 35% dos pacientes com HCC (PARKES et
al., 2006). Outra limitacdo dos marcadores soroldgicos € a de ndo serem fibrose-especificos,
podendo refletir também atividade necro-inflamoria (ROSSI et al., 2007).

A metabondmica é um método diagndstico descrito em 1999, que analisa globalmente
os metabolitos enddgenos de biofluidos ou tecidos biolégicos, utilizando anélise
espectroscopica (NICHOLSON; LINDON; HOLMES, 1999). Baseia-se no principio da
homeostase. Uma perturbacéo bioquimica, causada por uma doenca, por exemplo, leva a
mecanismos de ajuste nos niveis dos metabolitos, na busca da homeostase, que sdo expressos
como uma impressdo digital desta perturbagdo (NICHOLSON; LINDON, 2008). Biofluidos
sdo geralmente analisados por RMN H1, visto que grande parte dos metabdlitos conhecidos
possuem atomos de hidrogénio. Estudos clinicos em doencas hepaticas tém demonstrado
utilidade da metabonémica no diagnostico da hepato-toxicidade por droga, hepatite alcoodlica,
hepatites cronicas B e C, e em complicacOes da cirrose hepatica, como na encefalopatia hepéatica
e CHC, utilizando soro ou urina (GODOY et al., 2010; JIMENEZ et al., 2010; LIAN et al.,
2011; SHARIFF et al., 2011; WATERS et al., 2006; ZHANG et al., 2010).

Por expressar mudancas no ambiente bioquimico intra e extra-celular, a metabonémica
poderia identificar as alteracGes bioquimicas causadas por diferentes estagios de fibrose
hepatica. Shariff, em 2010, demonstrou que a espectroscopia de urina por RMN H1 e posterior
analise estatistica multivariada foi capaz de diferenciar pacientes com cirrose hepética de
pacientes com CHC, em populacdo nigeriana infectada pelo virus da hepaite B (HBV), com
sensibilidade de 89,5% e especificidade de 88,9%. Em estudo similar, conduzido pelo mesmo
grupo, a sensibilidade e especificidade do método na diferenciacdo de pacientes com CHC e
cirrose, em egipcios infectados pelo virus da hepatite C (HCV), foi de 81% e 71%,
respectivamente (SHARIFF et al., 2011). Analise multivariada de espectro de soro por RMN
H1 foi capaz de diferenciar pacientes com CHC de pacientes com cirrose e de controles
saudaveis, em uma populacéo chinesa (GAO et al., 2009). Outro estudo chinés demonstrou que
0 modelo metabondmico foi capaz de diferenciar cirrose compensada de cirrose
descompensada, em pacientes infectados pelo HBV, com acurécia de 85% (Ql et al., 2012).

Com base no exposto, para avaliar se a metabondmica, método minimamente invasivo,
é capaz de diferenciar os diferentes estagios de fibrose hepatica em pacientes com HCC,
decidiu-se desenvolver modelos metabonémicos, a partir de espectros de RMN H1 de soro,
para predicdo de fibrose hepatica significativa, fibrose hepatica avancada e cirrose, utilizando

a biopsia hepéatica como referéncia. Decidiu-se ainda comparar o desempenho dos modelos
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metabondmicos construidos com o de dois indices soroldgicos de fibrose amplamente utilizados
em nosso meio, o indice da relacdo aspartato aminotransferase sobre plaquetas (APRI) e o

indice de fibrose baseado em quatro fatores (FIB-4).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Hepatite Cronica C: aspectos epidemioldgicos e clinicos

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estima que 130 a 170 milhdes de pessoas no
mundo estejam cronicamente infectadas pelo HCV (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2004), e cerca de 500 mil pessoas morreram em 2010, em decorréncia de doencas relacionadas
ao virus, incluindo cirrose e CHC (LOZANO et al., 2012). No Brasil, a prevaléncia estimada
de hepatite C € 1.450.000 casos (BRASIL, 2015) e cerca de 8 mil mortes decorreram de doencas
relacionadas ao HCV em 2013 (FERREIRA et al., 2015).

Nos EUA, em 2012, o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC), recomendou
o rastreamento da infeccdo pelo HCV em todos os nascidos entre 1945 e 1965, quando houve
explosdo da natalidade, ap6s a Segunda Guerra Mundial (geracdo do baby boom), visto que a
prevaléncia da infeccdo nesta populacdo é de 3,25%, cinco vezes maior que na populagédo
nascida em outros anos. A alta prevaléncia da doenca nesta coorte de nascimento reflete um
numero substancial de infec¢bes incidentes ao longo dos anos 70 e 80, decorrentes de
transfusdes sanguineas ou condutas de risco até entdo ignoradas (SMITH et al., 2012).

O impacto da histéria natural da infeccéo pelo HCV ainda sera um importante problema
de satde publica pelos préximos 10 a 15 anos. 1sso porque estima-se que, enquanto a infeccéo
pelo HCV apresentou pico de prevaléncia em 2001, sofrendo declinio lento a partir de entdo,
com previsdo de atingir 50% da prevaléncia de pico em 2030, a prevaléncia de cirrose vem
aumentando desde 1990. A proporcdo de cirréticos dentre os infectados correspondia a 20%
em 2006, com projecdo de elevacdo para 44,9% em 2030, para s6 entdo comecar a apresentar
declinio. O numero de pacientes com cirrose descompensada ou diagnostico de CHC também
aumentara até 2020-2030 (DAVIS et al., 2010).

O curso da infeccdo pelo HCV é lento e leva a cronicidade em cerca de 80% dos casos
(ALTER et al., 1999). Os sintomas séo inespecificos e, geralmente, inaparentes, até que a
cirrose se instale. A progressado da fibrose hepatica no curso da HCC é variavel. O tempo médio
para 0 aparecimento da cirrose em pacientes ndo tratados é de 30 anos, porém 33% dos pacientes
desenvolvem cirrose em menos de 20 anos (fibrosantes rapidos) e 31% nédo apresentam cirrose
antes de 50 anos de infeccdo (fibrosantes lentos) (POYNARD et al., 2000). Os fatores
associados a progressdo mais rapida da fibrose sdo idade superior a 40 anos no momento da
infeccdo, sexo masculino, uso de alcool acima de 50g/dia, coinfec¢cdo com HBV ou virus da

imunodeficiéncia humana (HIV), indice de massa corporal elevado associado a esteatose
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hepética, imunossupressdo pos transplante hepatico e sobrecarga de ferro (FRIEDMAN, 2003).
A cirrose hepatica foi responsavel por 1.000.000 de mortes em 2010, sendo cerca de 300.000
relacionadas ao HCV (LOZANO et al., 2012). Suas complicacdes, como a hemorragia digestiva
alta, encefalopatia hepatica, ascite, peritonite bacteriana espontanea, sindrome hepato-renal e
sindrome hepato-pulmonar, além do CHC, determinam alta morbi-mortalidade nestes
pacientes.

2.2 Fibrose hepética e seu diagnostico nas hepatites virais

A fibrose hepética é consequéncia de uma reposta do tipo cicatrizagdo a injUria hepética
cronica, e resulta do excesso de deposicdo de componentes da MEC no espago de Disse, que
torna o tecido inelastico (FRIEDMAN, 2003). A cirrose é a manifestacdo final desse processo,
caracterizada por distorcdo da arquitetura do oOrgdo, hipertensdo portal e perda de funcédo
hepatica. A principal caracteristica da fibrogénese hepatica é a ativacdo das células estreladas.
A inflamacdo hepatica cronica ativa estas celulas, antes quiescentes, que se tornam
proliferativas, contrateis, produzem componentes da MEC e secretam citocinas pro-
inflamatdrias. O balanco entre deposicdo (fibrogénese) e degradacdo (fibrolise) da MEC é
controlado por metaloproteinases da matriz (MMP) e seus reguladores, os inibidores das
metaloproteinases teciduais (TIMPs). No processo de fibrose ha um desequilibrio entre esses
dois mecanismos, que favorece a fibrogénese. As células estreladas ativadas produzem TIMPs,
diminuindo a degradacdo da MEC (FRIEDMAN, 2003). A representacdo grafica do processo
de fibrose hepatica é mostrado na Figura 1.

Sabe-se hoje em dia que o processo de fibrose e até de cirrose pode ser reversivel, uma
vez cessado o estimulo inflamatério hepatico (POYNARD et al., 2002). O advento dos novos
anti-virais de acdo direta, que atuam em diferentes alvos da replicacdo viral, mudou
drasticamente o cenario do tratamento da HCC. O uso combinado das novas drogas permite
tratamento por via oral, bem tolerado, por 12 a 24 semanas, e com baixo risco de resisténcia. A
resposta virologica sustentada ocorre em mais de 95% dos pacientes (EASL, 2016; SCHINAZI;
ASSELAH, 2017), e esta associada a reducdo de mortalidade em 2 a 3 vezes e reducao do risco
de CHC em 5 a 10 vezes, no periodo de 5 a10 anos. (SHIFFMAN; BENHAMOU, 2015). Esse
risco é mais elevado a partir do momento que o paciente apresenta fibrose hepatica significativa.
Por isso, estd formalmente indicado tratar os pacientes com fibrose significativa ou avancada

(EASL, 2016). Entretanto, o tratamento ndo estd amplamente disponivel, sendo oferecido pelo
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sistema publico de satde do Brasil para pacientes com fibrose hepéatica avancada e para aqueles
em situacdo clinica especial, como os coinfectados pelo HIV, transplantados, renais crénicos
ou com manifestacdo extra-hepatica da doenca (BRASIL, 2015). Mesmo ap0s a cura da HCC,
a reversibilidade da fibrose hepatica pode, potencialmente, ser influenciada pela duracdo da
cirrose, que reflete um periodo mais longo de reticulagdo do coldgeno; pelo contetdo total de
colageno no tecido cicatricial e pela expressao reduzida das enzimas que degradam a MEC ou
elevacdo sustentada de proteinas que inibem sua funcdo (FRIEDMAN, 2003). Desta forma, o
diagnostico acurado da fibrose hepatica € de fundamental importancia no manejo clinico desses
pacientes, para determinar a necessidade e urgéncia de tratamento, monitorar complicacdes da
doenca hepética crbnica e avaliar regressdo de fibrose pds tratamento bem sucedido.

Figura 1- Mudangas na arquitetura hepatica associadas a fibrose hepéatica avancada.
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Fonte: (BATALLER; BRENNER, 2005)

Legenda: (A): arquitetura hepatica normal; (B) fibrose hepatica avancada

Nota: Em decorréncia da injuria hepética cronica, linfdcitos inflamados infiltram o parénquima hepético.
Alguns hepatdcitos sofrem apoptose e as células de Kupffer ativadas liberam mediadores fibrogénicos.
As células estreladas proliferam e sofrem uma dramatica ativacdo fenotipica, secretando grande
quantidade de proteinas da MEC. As células sinusoidais endoteliais perdem sua fenestracdo e a
contracdo ténica das células estreladas aumenta a resisténcia ao fluxo sanguineo sinusoidal hepético.



24

O padrédo de referéncia na avaliacdo da fibrose é a andlise histopatoldgica do tecido
hepatico. O fragmento €, mais frequentemente, obtido através de puncéo percutanea por agulha,
podendo também ser obtido por canulagédo de veia hepatica, através de puncéo transjugular, ou
por visdo direta, durante laparoscopia ou laparotomia. Varias classificagdes histologicas foram
criadas para avaliar a fibrose hepética nas hepatites cronicas, empregando sistema de escores.
A classificacdo METAVIR é a recomendada pelo Ministério da Saude do Brasil, por ser simples
e amplamente empregada na rotina diagnéstica (BEDOSSA; POYNARD; METAVIR
COOPERATIVE STUDY GROUP, 1996). Segundo METAVIR, a fibrose hepatica é
classificada em 5 estagios: FO = auséncia de fibrose portal e periportal; F1 = fibrose portal e
periportal sem septos; F2 = fibrose portal e periportal com raros septos: F3 = fibrose portal e
periportal com numerosos septos e F4 = cirrose (Figura 2). Considera-se fibrose significativa
METAVIR > F2, fibrose avangada METAVIR > F3 e cirrose METAVIR = F4

Figura 2- O sistema METAVIR de estadiamento da fibrose.
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Fonte: Poynard, 2000
Legenda: FO- normal (sem fibrose). F1- fibrose portal. F2- poucos septos. F3- muitos septos. F4- cirrose.

As limitacbes da bidpsia hepatica incluem o risco de complicacdes, a qualidade da
amostra e a variabilidade intra e inter-observador. O risco de complicacdo do procedimento
varia de 0,75 a 13,6% (MYERS; FONG; SHAHEEN, 2008; PICCININO, F., SAGINELLI, E.;
PASCALE, G.; GIUSTI, AD; POYNARD et al., 2004a; VAN DER POORTEN et al., 2006).
A maioria das complicagdes ocorre nas primeiras horas, sendo a mais comum dor em
hipocondrio direito ou ombro direito. Complicagdes mais graves, como hemorragia intra-
abdominal, hemobilia ou hemotorax, ocorrem em 0,75% dos casos (MYERS; FONG;
SHAHEEN, 2008). A mortalidade relacionada ao procedimento é de 0,001 a 0,003%, sendo a



25

populacdo de maior risco aquela com fibrose avancgada ou tumor hepético (PICCININO et al.,
1986). O procedimento deve, portanto, ser realizado por profissionais treinados, em centros
especializados, e os pacientes devem ser mantidos em observacao intra-hospitalar por quatro a
seis horas.

A qualidade e a confiabilidade da analise histopatoldgica dependem da largura e
extenséo do fragmento, que, idealmente, deve ser obtido com agulha 16 G, ter extenséo de 20
a 25 mm e, no minimo, 11 espacos portais (EP) completos (COLLOREDO et al., 2003). Rockey
et al. demonstraram que fragmentos menores que 15 mm falham em diagnosticar cirrose em
20% dos casos (ROCKEY et al., 2009). Entretanto, o tamanho do fragmento suficiente para o
estadiamento da fibrose ndo é consenso. Poynard et al. afirmaram que, na pratica, fragmento
com extensdo superior a 20 mm sé é obtido em 14% dos pacientes com HCC (POYNARD et
al., 2004b). Além disso, 0 mesmo autor, estudando 352 pacientes com HCC, demonstrou que
fragmento com extensdo minima de 15 mm e contendo mais de 5 espagos portais é adequado
para diagnostico da fibrose significativa (POYNARD et al., 2003)

Mesmo com um bom fragmento hepatico, pode haver erro de amostragem, visto que o
espécime representa 1/50.000 de todo o figado. Regev et al. demonstraram discordancia de mais
de 1 estagio na classificacdo de fibrose em 33% das bidpsias hepaticas de pacientes com HCC,
quando os fragmentos foram obtidos dos dois lobos hepéaticos simultaneamente (REGEV et al.,
2002). A variabilidade intra e inter-observador também pode levar a discrepancia de resultados
em mais de 20% dos casos, independentemente do calibre da agulha, mesmo quando uma
diferenca de 1 estagio na classificacdo da fibrose foi aceita (PETZ et al., 2003). Chindamo et
al., estudando 255 bidpsias de pacientes brasileiros com HCC, realizadas com agulha de corte
TruCut 14 ou 16 G e analisadas por quatro patologistas, demonstraram concordancia inter-
observador no estadiamento da fibrose de 77% quando o fragmento tinha mais de 20 mm e 11
EP e de 40% com fragmentos menores. Demonstraram ainda concordancia inter-observador de
42% para F2, 97% para FO-F1 e 72% para F > 3, sugerindo que a bidpsia tem limitacéo
intrinseca para diagnosticar fibrose intermediaria, mesmo com tamanho 6timo do espécime e
experiéncia do patologista (CHINDAMO et al., 2015).

Além dos aspectos relacionados aos riscos de complicagdes, erros de amostragem e
variabilidade intra e inter-observador, a necessidade de monitoramento da fibrose, ap6s resposta
ao tratamento, com avaliagcdes mais frequentes que a permitida pelo método, estimulou o estudo
de marcadores indiretos, ndo invasivos, da fibrose hepéatica. Os marcadores indiretos de fibrose
podem ser soroldgicos ou fisicos. Um marcador ideal teria como principais caracteristicas ser

hepato-especifico, de facil realizagdo, minimamente alterado pela excre¢do urinaria ou biliar,
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reflexivo da fibrose hepatica de qualquer etiologia, sensivel o suficiente para discriminar os
diferentes estagios de fibrose, capaz de correlacionar-se com altera¢cBes dindmicas na
progressdo ou regressdo da fibrose e capaz de prever desfechos clinicos, incluindo disfuncéo
hepatica e mortalidade (MANNING; AFDHAL, 2008). Dentre essas caracteristica, uma das
mais releventes é a de ser capaz de discriminar fibrose ndo significativa (FO/F1) de fibrose
significativa (F2-F4), para subsidiar a decisdo de indicar ou postergar tratamento, e também de
discriminar fibrose avancada (F3/F4) de ndo avancada (FO-F2), identificando os pacientes com
necessidade urgente de tratamento e vigilancia de complicacdes da doenca hepatica cronica,
como hipertensdo portal e CHC.

Os marcadores sorologicos podem ser diretos ou indiretos. Os marcadores diretos
refletem a deposicdo ou degradacdo dos componentes da MEC. Os principais marcadores
diretos de fibrose sdo descritos a seguir: (ROSSI et al., 2007)

Acido Hialurénico (AH)- Mucopolissacarideo presente em fluido sinovial e tecido
hepético, componente da MEC. Sua concentracao sérica eleva-se nas doencas hepaticas, como
reflexo da maior producéo pelas células estreladas e menor depuracéo pelas células sinusoidais.
Tem sido utilizado isoladamente, ou em combinacdo com outros marcadores, para excluir
fibrose significativa.

a-2-Macroglobulina (a-2-M)- Proteina de alto peso molecular, produzida pela célula
estrelada, que inibe a degradacgdo das proteinas da MEC, por agdo inibit6ria nas endoproteases.
Sua concentracdo sérica eleva-se na fibrose hepatica.

Marcadores do Colageno- Grupo que inclui peptideos pré-colageno tipo I, 11, [l e IV, e
seus metabolitos, como a laminina. O excesso de deposicdo de colageno na MEC é
caracteristico da fibrose, elevando a concentracdo destes marcadores.

Apolipoproteina A1 (Apo Al) - Lipoproteina de alta densidade, cuja concentracédo
sérica relaciona-se inversamente com a fibrose hepaética.

Haptoglobina (Hap)- Proteina sérica que se liga a hemoglobina livre, e cuja
concentragdo diminui na hemolise e na fibrose hepatica.

MMPs e TIMPs- A concentracdo das MMPs, enzimas que degradam as proteinas da
MEC, encontra-se diminuida na fibrose, enquanto a concentragdo de seus inibidores, as TIMPs,
encontra-se aumentada, favorecendo a deposicéo de colageno no figado.

Uma das principais limitaces ao uso desses marcadores é o fato de ndo estarem
disponiveis de maneira rotineira em clinicas e hospitais. Além disso, a maioria ndo € hepato-

especifica ou é afetada pela inflamacéao hepatica.
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Os marcadores soroldgicos indiretos incluem aqueles relacionados a atividade
inflamatoria que acompanha a fibrogénese hepatica, como as transaminases, e aqueles que
refletem alteracdo da funcéo hepatica, em decorréncia da fibrose, como plaquetas e tempo de
protrombina (TP). Podem ser usados de forma isolada ou, mais comumente, combinados
(escores compostos ou indices). O célculo destes indices pode ser simples ou baseado em
férmulas complexas. O valor diagndstico de determinado teste que apresente resultado continuo
é definido pela area sobre a curva de caracteristicas de operacdo do receptor (AUROC),
variando de 0 a 1, e um ponto de corte é escolhido para definir a melhor relacdo entre
sensibilidade e especificidade do teste. Um teste € considerado ndo informativo com AUROC
= 0,5; pouco acurado com AUROC entre 0,51 e 0,7; moderadamente acurado com AUROC
entre 0,71 e 0,9; muito acurado com AUROC entre 0,91 e 0,99 e perfeito com AUROC = 1.
Entretanto, como o padrdo de referéncia histopatoldgico nao é perfeito, um teste com AUROC
entre 0,85 e 0,9 € considerado tdo bom quanto a bidpsia para o estadiamento da fibrose
(AFDHAL; NUNES, 2004).

O indice APRI, calculado por uma formula simples, que inclui aspartato
aminotransferase (AST) e plaquetas, é amplamente utilizado na prética clinica por basear-se em
parametros laboratoriais de facil obtengdo. Inicialmente foi descrito para pacientes com HCC
como preditor de fibrose significativa, utilizando-se os pontos de corte < 0,5 e > 1,5, com
AUROC de 0,88 e 51% dos pacientes corretamente classificados; e de cirrose, utilizando-se 0s
pontos de corte < 1,0 e >2,0, com AUROC de 0,94 e 81% dos pacientes corretamente
classificados (WAI et al., 2003). Ressalta-se que 49% dos pacientes apresentaram valores
intermediarios do APRI para predicdo de FS (valores entre 0,6 e 1,5), a chamada zona cinza,
quando ndo é possivel descartar ou confirmar a FS. Em metanalise posterior, que incluiu 4266
pacientes, o indice mostrou maior acuracia como preditor de auséncia de fibrose significativa,
para valores < 0,5, e de auséncia de cirrose, para valores < 2,0 (AUROC 0,76 e 0,82,
respectivamente). Porém, utilizando-se o ponto de corte < 0,5 como preditor de auséncia de
fibrose hepatica significativa, apenas 1/3 das biopsias seria evitada, visto que, nos 16 estudos
incluidos, s6 35% dos pacientes preenchiam este critério. (SHAHEEN, 2007).

O indice FIB4, que utiliza plaquetas, alanina aminotransferase (ALT), AST e idade, tem
seu uso amplamente difundido na pratica clinica, por também tratar-se de indice baseado em
parametros clinicos e laboratoriais facilmente obtidos. Foi inicialmente descrito para pacientes
com coinfecgdo HCV/HIV como preditor de fibrose hepética avancada, utilizando os pontos de
corte < 1,45 e > 3,25, com AUROC de 0,76 e 30% dos pacientes na zona cinza. Dos 70% dos

pacientes com valores abaixo do ponto de corte inferior ou acima do ponto de corte superior,
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86% foram corretamente classificados. Considerando-se, portanto, 0s pacientes nao
classificados (na zona cinza) e os pacientes incorretamente classificados, a utilizagdo do FIB-4
para predicdo de FA evitaria a biopsia hepatica em cerca de 60% dos pacientes (STERLING et
al., 2006). Em metanalise posterior, o FIB-4 apresentou AUROC de 0,85 para FA em pacientes
monoinfectados pelo HCV. Os autores demonstraram valor preditivo do indice para excluir FA
de 94,7%, com sensibilidade de 74,3% para valores < 1,45, e valor preditivo para confirmar FA
de 82,1%, com especificidade de 98,2% para valores > 3,25. Porém, 27% dos pacientes
apresentaram valores intermediarios (zona cinza), ndo sendo possivel, nestes casos, excluir ou
confirmar FA. Dos 73% dos pacientes com valores abaixo do ponto de corte inferior ou acima
dos ponto de corte superior, 93% foram corretamente classificados. Portanto, considerando-se
0s pacientes com valores ndo classificados ou incorretamente classificados, a bidpsia teria sido
evitada em 63% dos pacientes (VALLET-PICHARD et al., 2007).

O indice FibroTest® utiliza Apo A1, Hap, a-2-M, gama-glutamil transpeptidase (GGT)
e bilirrubina, além da idade e sexo do paciente. Uma revisdo sistematica, que incluiu nove
estudos e 1679 pacientes, demonstrou que para o diagnostico da fibrose significativa e da
cirrose, em pacientes com hepatite C, a AUROC variou de 0,66 a 0,86, e de 0,72 a 1,00,
respectivamente. Os estudos com maior prevaléncia de fibrose significativa e cirrose
reportaram melhor performance do teste. Alem disso, para valores abaixo do ponto de corte
inferior, fibrose significativa é eficazmente excluida, porém para valores intermediarios, entre
0s pontos de corte inferior e superior, presentes em cerca de metade dos pacientes, a
sobreposicdo entre os estagios da fibrose limita a utilizacao deste teste. (SHAHEEN; WAN;
MYERS, 2007). Outros indices, como o Fibrospect®, que usa a-2-M, HA e TMP; o
Hepascore®, que utiliza bilirrubina, GGT, a-2-M e HA, e o Fibrometer®, que utiliza plaquetas,
TP, AST, a-2-M, HA e uréia, também tém sido utilizados, porém, por serem testes patenteados
e de custo elevado, ndo estdo amplamente disponiveis na pratica clinica. Os indices sorolégicos

disponiveis para predicdo de fibrose em pacientes com HCC sdo mostrados no Quadro 1.
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Quadro 1-indices soroldgicos para avaliacio indireta da presenca de fibrose ou cirrose em pacientes
com infeccdo pelo virus da hepatite C

indice Itens Idade
) (")
Indice idade—plagueta 2 v
APRI 2
Razdo AST-ALT 2
Escore discriminante de cirrose 6
(indice Bonacini)
indice ELF e ELF 3ou4 v
simplificado*
FIB-4 4 4
Escore fibro-a 4
Fibrolndex 3
v

Fibrometer* 8
Escore discriminante de 4
fibronectina
FibroQ 5 v
indice fibrose—cirrose 4
indice de fibrose 2
indice de probabilidade de 5 v
fibrose (indice Sud)
indice fibrose—proteina 2
Teste de rotina de fibrose 5 v
FIBROSpect I11* 3

7 v
FibroTest (FibroSure)*
indice Forns 4 v
Raz&o globulina—albumina 2
GUCI 3
Modelo HALT-C model 3

6 v
Hepascore*
Escore de King 4 v
indice Lok 4
Escore MP3 2
Indice Pohl 3

8 v
indice Sabadell NIHCED
indice de fibrose significativa 5
. v
Indice Zeng 4

Plaqueta

v
v

ANEEERNE NENEN

AN

AST

ANANEN

ANENENEN

<

Outros componentes

indice de protrombina, presenca de ascite, e
presenca de aranha vascular

Acido hialurdnico, propeptideo N-terminal do
colageno tipo Il e niveis de TIMP-1

Nivel de a-fetoproteina

Nivel de y-globulina

Sexo, nivel de a2-macroglobulina, tempo de
protrombina, niveis de GGT e ureia

Niveis de albumina e fibronectina

indice de protrombina

Niveis de fosfatase alcalina, bilirrubina e
albumina

Nivel de albumina

Nivel de colesterol total, resisténcia a insulina e
ingestdo de alcool

Niveis de a2-macroglobulina e hemopexina
Niveis de a-Fetoproteina e albumina

Niveis de TIMP-1, 02-macroglobulina, e acido
hialurénico

Niveis de a2-macroglobulina, haptoglobina,
apolipoproteina A-l, GGT, bilirrubina total (y-
globulina na versao original), e sexo

GGT e niveis de colesterol

Niveis de globulina e albumina

indice de protrombina

Niveis de TIMP-1 e 4cido hialurénico

Niveis de a2-macroglobulina, &cido hialurénico,
GGT, bilirrubina total, e sexo

INR

INR

Niveis de MMP-1 e PIIIP

Tempo de protrombina, atrofia do lobo hepético
direito, esplenomegalia, e hipertrofia do lobo
caudado

Niveis de haptoglobina, a2-macroglobulina,
TIMP-1, MMP-2, e GGT

Niveis de 02-macroglobulina, GGT, e &cido
hialurénico

Fonte: (CHOU, ROGER; NGOC, 2013)

Legenda: ALT: alanina aminotransferase; APRI: indice da relacdo aspartato aminotransferase sobre plaquetas; AST:
aspartato aminotransferase; ELF: teste de fibrose hepéatica melhorada; FIB-4: indice de fibrose baseado em quatro
fatores; GGT: y-glutamil transferase; GUCI: indice de cirrose da universidade de Géteborg; HALT-C: Tratamento
antiviral da hepatite C a longo prazo contra cirrose; INR: razdo normalizada internacional; MMP-1:
metaloproteinase de matriz 1; MMP-2: metaloproteinase de matriz 2; NIHCED: deteccédo precoce ndo invasiva da
cirrose relacionada a hepatite C; PIIIP: propeptideo do pro-colageno tipo IlI; TIMP-1: inibidor tecidual de
metaloproteinase 1. *Patenteado e disponivel comercialmente como um painel de testes. A y-glutamil transferase
substituiu 0 &cido hialur6nico no Fibrometer de terceira geragdo. TRemovido no indice ELF simplificado.
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Uma das principais limitacBes dos marcadores sorologicos € que nenhum deles é
fibrose-especifico, podendo refletir tambem atividade necro-inflaméria hepética (DUFOUR,
2005). Além disso, eles mostraram melhor resultado na identificacdo de pacientes nos dois
extremos da evolucdo da fibrose, ou seja, pacientes com pouca ou henhuma fibrose e pacientes
com estagio avancado de fibrose, porém, sua acurécia para identificar pacientes com fibrose
intermediéria é pequena. (BISSELL, 2004). Quando comparados, dez painéis de marcadores
sorologicos foram capazes de afastar ou confirmar fibrose significativa em apenas 35% dos
pacientes com HCC (PARKES et al., 2006). Os indices Fibrometer®, Fibrotest®, Hepascore®
e APRI demonstram acuracia moderada para o diagnoéstico da fibrose significativa (AUROC de
0,72 € 0,79) e acuracia de moderada a boa para o diagnostico da cirrose (AUROC 0,77 a 0,86)
(DEGOS et al., 2010).

Dentre os marcadores fisicos de fibrose hepatica, destaca-se a elastografia transitéria
(ET), que utiliza uma sonda, posicionada na pele do paciente, que produz vibracdes de leve
amplitude e baixa frequéncia, e um aparelho de US unidimensional, que mede a velocidade
propagacdo da onda de cisalhamento, produzida pelo estimulo mecénico, no parénquima
hepéatico (SANDRIN et al., 2002). A velocidade da onda que penetra o tecido hepatico depende
da elasticidade do tecido, sendo tdo mais rapida quanto maior a rigidez hepatica, e correlaciona-
se com o estagio de fibrose. O Fibroscan® (Echosens, Franca) converte a velocidade de onda
em elastometria, que varia de 2 a 75 KPa, em uma regiao de interesse (ROI) de tecido hepético
correspondente a um cilindro com 1 cm de espessura e 2 cm de profundidade, tamanho 100
vezes superior ao do fragmento retirado por biopsia.

Em 2003, O método foi testado em 106 pacientes com HCC e mostrou melhor acurécia
para predicdo de cirrose (AUROC de 0,99 para cirrose e 0,88 para fibrose significativa)
(SANDRIN et al., 2003). Meta-anéalise posterior envolvendo 40 estudos de pacientes com
doenca hepatica de diversas etiologias, demostrou sensibilidade e especificidade de 79% e 78%
para fibrose significativa e 83% e 89% para cirrose, porém houve grande variabilidade e
sobreposicao dos cut-offs dentro e entre diferentes estagios de fibrose (TSOCHATZIS et al.,
2011). A maior acuracia de ET para o diagndstico da cirrose, quando comparada a outros
métodos ndo invasivos, foi comprovada por Castera et al., que compararam o Fibroscan® com
Fibrotest® e APRI, para predicdo de cirrose em 183 pacientes com HCC, e encontraram
AUROC de 0,95, 0,87 e 0,83, respectivamente (CASTERA et al., 2005).

A realizacdo da ET, porém, pode ser dificultada em pacientes com elevado indice da

massa corporal (IMC), esteatose hepéatica ou naqueles com espacos intercostais muito estreitos.
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Além disso, a presenca de hepatite aguda, hepatite conica agudizada ou colestase importante,
podem superestimar a fibrose pelo método (ARENA et al., 2008; MILLONIG et al., 2008).

A elastografia por Acustic Radiation Force Impulse (ARFI) utiliza pulsos acusticos de
2,6 MHz, que geram onda de cisalhamento no tecido hepatico. Essa velocidade de onda é
monitorada por aquisi¢cdo de US bidirecional e medida em m/s em um ROI de 0,5 x 1,0 cm.
Apesar do ROI ser menor que na ET, o fato do ARFI estar acoplado a US bidimensional,
permite que o operador escolha a regido de interesse, evitando area subcapsular ou com grandes
vasos. Outra vantagem em relacdo a ET seria a maior aplicabilidade, podendo ser realizado em
pacientes obesos e com ascite, apesar de menor reprodutividade intra e inter-observador ser
descrita em pacientes com sobrepeso e ascite, assim como em nao cirréticos e mulheres (BOTA
etal., 2012).

Metanalise com 518 pacientes, sendo 380 com HCC, mostrou boa acuracia do método
para predicdo de FS, FA e cirrose, com AUROC de 0,97, 0,91 e 0,93, respectivamente
(FRIEDRICH-RUST et al., 2012). Estudo multicéntrico, com 914 pacientes europeus e
asiaticos com HCC e biopsia hepatica, mostrou 99,6% de exames validos, alto coeficiente de
correlacdo do ARFI com o estagio de fibrose pela bidpsia, e acuracia crescente do método com
0 estagio de fibrose (cut-offs>F1: 1,19 m/s (AUROC 0,78); > F2: 1,33 m/s (AUROC 0,79); >
F3:1,43 m/s (AUROC 0,83) e F4: 1,55 m/s (AUROC 0,84) (SPOREA et al., 2012). Metanalise
com 13 estudos e 1163 pacientes com bidpsia por hepatopatia de vérias etiologias, incluindo
hepatites virais crénicas B e C e doenca hepética gordurosa ndo-alcodlica, comparou ARFI e
ET e mostrou acuracia similar dos dois métodos para predicao de fibrose significativa e cirrose
(AUROC 0,85 x 0,87 para FS, e AUROC 0,93 x 0,93 para C), com maior percentual de exames
validos para o ARFI (97,9% x 93,4%) (BOTA et al., 2013).

Mais recentemente, a Shear Wave Elastographye (SWE) e a elastografia por RMN de
imagem do figado tém sido estudadas. A SWE utiliza 0 mesmo principio do ARFI, porém o
transdutor emite multiplos impulsos que permitem a avaliagdo da onda de cisalhamento em
varias frentes ao mesmo tempo, gerando um mapeamento de cor em tempo real da elasticidade
de tecido hepético. Ja a elastografia por RMN é fundamentada na absorgéo e emissao de energia
eletromagnética pelos protons submetidos a um campo magnético apds estimulo
eletromecénico. A velocidade de onda (RF) é convertida em elastometria (KPa), gerando um
mapa de cor de todo o érgéo.

A SWE foi comparada a elastografia por RMN em 50 pacientes americanos (21 com
HCC) e mostrou boa correlagdo com a RMN (R?=0,86), e AUROC para fibrose minima de 0,89
e para fibrose avancada de 0,96. (ZHAO et al., 2014). Estudo francés com 349 pacientes com
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bidpsia (79 pacientes com HCC) comparou SWE, ARFI e TE, e demonstrou que os trés métodos
se correlacionaram com o estdgio de fibrose histopatoldgico. Alem disso, a SWE apresentou
maior acuracia que a ET para FA (AUROC 0,93 x 0,87) e maior acurécia que o ARFI para FS
(AUROC 0,88 x 0,81) (CASSINOTTO et al., 2014). Estudo prospectivo francés com 96
pacientes com biopsia, sendo 65 com HCC, comparou elastografia por RMN com ET e APRI
e mostrou maior taxa de sucesso da elastografia por RMN em relacdo a ET (94% X 84%), com
cut-off discriminantes para fibrose > F1=1,25 KPa; > F2= 2,4 KPa; > F3= 3,1 KPa e F4=4,1
KPa. A comparacdo dos trés métodos mostrou superioridade da elastografia por RMN em
relacdo a ET e APRI, isoladamente ou em associa¢do, com AUROC para FS, FA e C > 0,98
(HUWART et al., 2008).

Apesar de parecer ser o mais acurado dos métodos fisicos ndo invasivos de avaliacdo de
fibrose, a elastografia por RMN tem importantes limita¢c6es, que dificultam a aplicabilidade em
larga escala, por se tratar se exame de custo elevado. Além disso, a presenca, em alguns
pacientes, de claustrofobia, obesidade que impeca a acomodagdo na méquina ou sobrecarga
hepética de ferro também limitam a realizacdo do exame. Avaliacdo comparativa dos métodos
fisicos mostra que, de uma maneira geral, todos tém alto desempenho para o diagnostico da FA
e cirrose, além de boa reprodutividade e aplicabilidade, porém a ET é a mais validada e mostra
valor prognostico na cirrose, faltando ainda estudos de validagdo robustos para o ARFI, SWE
e elastografia por RMN (BERZIGOTTI; CASTERA, 2013).

Até o presente momento, nenhum marcador indireto de fibrose hepatica, sorolégico ou
fisico, comprovou ser capaz de substituir a biopsia hepatica como padrao de referéncia. A fim
de superar as limitacfes de cada método, a estratégia proposta por muitos pesquisadores é a de
combinar testes ndo invasivos, avaliando a concordancia entre eles e utilizando a bidpsia nos
casos de davida.

Leroy et al. propuseram a realizacdo simultanea de dois testes soroldgicos, Fibrotest® e
APRI, com a realizacdo de bidpsia em casos discordancia, porém apenas 33,2% dos pacientes
poderiam dispensar a biopsia por este algoritmo (LEROY et al., 2007). No algoritmo sequencial
SAFE-biopsy, Sebastiani propds a realizacdo do APRI, inicialmente, e a realizacdo sequencial
do Fibrotest® nos casos nao classificados pelo APRI. A bidpsia estaria reservada para 0s
pacientes com valores do Fibrotest® < 0,48. Este algoritmo evitaria a bidopsia em 48,3% dos
pacientes com FS e 79,1% dos pacientes com cirrose (SEBASTIANI, 2009). Ja no algoritmo
Bourdoux, Castera et al. propuseram a realizagéo de Fibroscan® e Fibrotest® simultaneamente,
com a bidpsia sendo realizada nos casos de discordancia nos resultados ou nos casos de

impossibilidade de determinacdo da ET. Neste algoritmo a biopsia seria evitada em 65% dos
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pacientes com FS e em 74% dos pacientes com cirrose. (CASTERA et al., 2005). Por fim,
Boursier et al. propuseram o algoritmo Febrometer® + Fibroscan® (FM + FS), a partir de 2
indices de fibrose, combinando os 2 métodos por regressao logistica (indice de FS e indice de
FA). Os intervalos entre os esses dois indices foi entdo determinado, levando a classificacdo de
fibrose em 6 estagios. Essa nova classificagdo mostrou acuracia de 86,7% e, utilizando esse
algoritmo, a bidpsia seria evitada em 100% dos pacientes com FS e FA (BOURSIER et al.,
2012).

Conclui-se que os algoritmos variam muito em desempenho e alguns utilizam exames
de custo elevado e nem sempre disponiveis de forma rotineira, especialmente nos servicos
pablicos de saude. No Brasil, Schiavon, Narciso-Schiavon e de Carvalho-Filho propuseram um
algoritmo que sugere a realizacdo de um teste soroldgico de facil realizacdo, APRI ou FIB-4,
associado a um método fisico, com a realizacdo da bidpsia em caso de discordancia dos
resultados (SCHIAVON; NARCISO-SCHIAVON; DE CARVALHO-FILHO, 2014).

2.3 Metaboloma, Metabondmica e Metaboldémica

O termo metaboloma é definido como o conjunto completo de compostos de baixo
peso molecular, os metabdlitos, presentes em uma célula e que sdo necessarios para sua
manutengéo, crescimento e fungdo. A metabolomica ¢ uma técnica “Omica”, baseada no

metaboloma, situada abaixo da gendmica, transcriptbmica e protedmica ( Figura 3).
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Figura 3- Técnicas "0micas"
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Fonte: (AMATHIEU et al., 2016)

Nota: Representacdo esquematica do sistema bioldgico: cada nivel funcional a partir do DNA, RNA,
proteinas e metabdlitos, que constituem respectivamente o genoma, o transcriptoma, o proteoma e 0
metaboloma, tem um fluxo bidirecional de informaces e interacdes complexas em conjunto e com 0
meio ambiente (doencas, drogas, estilo de vida, género, habito, dieta, etc.). Essas intera¢bes produzem
o fendtipo, que representa o resultado final do sistema, medido na metabolémica.

Como os metabdlitos sdo produtos finais da transcri¢do e traducdo de genes, em
comparagdo com a genémica e protedmica, as abordagens por metabolémica podem fornecer
uma imagem mais clara do fen6tipo de um sistema biologico (FIEHN, 2002).

Os estudos envolvendo metabdlitos sdo realizados através das estratégias
metabol6mica e metabonémica. O estudo do contedido metabdlico de uma amostra € chamado
metabol6mica, enquanto a anélise das alteracfes dinamicas dos niveis de metabolitos em
resposta a um estimulo é chamado metabonémica. Apesar das palavras metabolémica e
metabondmica serem frequentemente utilizadas como sindnimos, a metabondmica dedica-se a
analise das alteracOes dindmicas dos niveis de metabolicos, em resposta a uma perturbacéo da
homeostase, enquanto a metabolémica procura identificar e quantificar os metabolitos intra-
celulares envolvidos nessa resposta.

Um tipico estudo de metabolitos comega com uma questdo bioldgica que, em estudos
clinicos, por exemplo, geralmente abrange dois grupos de individuos, frequentemente
designados por casos e controles. A analise dos metabdlicos inclui a coleta do biofluido ou
tecido, conservacdo da amostra, preparacdo da amostra, aquisicdo do sinal, analise e

processamento dos dados. Esse desenho experimental é seguido pela selecdo e emprego de
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técnicas apropriadas para extrair informagGes Uteis das amostras, e inimeras técnicas
estatisticas podem ser utilizadas (Figura 4) (GROMSKI et al., 2015).

Figura 4- Representacdo gréafica das diferentes abordagens analiticas e técnicas de informética
empregadas em estudos de metabolémica e metabonémica.
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Fonte: (GROMSKI et al., 2015)

Nota: Um desenho experimental padréo inclui a preparacdo de amostras e aquisicdo de dados usando,
por exemplo, LC-MS, GC-MS, RMN ou FT-IR. Uma vez gerados os dados, varios tipos de algoritmos
estatisticos univariados (ndo descritos aqui) e multivariados, tais como: analise discriminante, arvores
de classificacdo e aprendizado mecéanico podem ser aplicados para reduzir dimensionalidade dos dados
e facilitar a interpretacdo bioldgica. Legenda: LC-MS: espectrometria de massa por cromatografia
liquida; GC-MS: espectrometria de massa por cromatografia gasosa; NMR: ressonancia magnética
nuclear; FT-IR: espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

A metabon6mica, que seré a estratégia utilizada neste estudo, pode ser definida como
um método de detecc¢do, identificacdo, quantificacdo e classificacdo da resposta metabdlica de
um sistema vivo a um estimulo patofisiolégico ou modificagdo genética, tempo-relacionada
(NICHOLSON; LINDON, 2008; NICHOLSON; LINDON; HOLMES, 1999). As doencas,
drogas ou toxinas causam perturbacdo na concentracdo e fluxo dos metabolitos endégenos
envolvidos nas principais vias celulares. Esta perturbacdo leva a mecanismos de ajuste no
ambiente intra e extracelular, na busca da homeostase. Esses ajustes Sao expressos como uma
impressdo digital da perturbacdo bioquimica (LINDON, J.C.; HOLMES, E.; NICHOLSON,
2003).
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As alteragdes bioguimicas de um organismo, causadas por um estimulo, podem ser
medidas em biofluidos, geralmente soro ou urina, ou tecidos, através da analise espectroscopica
dos mesmos. Varios métodos espectroscopicos podem ser usados para gerar um conjunto de
dados metabdlicos de uma amostra bioldgica, porém a espectroscopia de RMN H1 é a mais
utilizada, j& que todos os metabdlitos organicos contém atomos de hidrogénio.

A espectroscopia de biofluido por RMN utiliza 0 mesmo principio da obtengéo de
imagem por RMN, e é baseado nas propriedades do spin nuclear e do momento magnético
nuclear do is6topo. No caso do hidrogénio, por exemplo, 0 spin representa 0 movimento de giro
do préton em torno de seu proprio eixo. Além disso, o nlcleo atémico funciona como um
pequeno magneto, que, uma vez exposto a um campo magnético externo forte e homogéneo,
tem seus spins posicionados de forma paralela ao campo (estado basal ou de menor energia) ou
antiparalela ao campo (estado excitado ou de maior energia). Essa orientacdo dipolo do spin €
0 momento magnético. Quando um pulso temporério de radiofrequéncia (RF) é aplicado ao
is6topo, ocorre movimento do spin do seu nivel de menor energia para o nivel de maior energia.
Uma vez que esse pulso de RF é retirado, o nucleo tende a voltar do estado excitado para o
estado basal, liberando energia, também na forma de RF, que é registrada como um espectro
(Figura5).

Figura 5- Espectroscopia de RMN H1 de amostra de soro de paciente com HCC.

Fonte: Autora
Legenda: (A) Insercdo da amostra de soro no espectrémetro. (B) Espectro de RMN- registro grafico dos
deslocamentos quimicos dos atomos de hidrogénio dos metabdlitos da amostra.
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Normalmente, os espectros de RMN H1 de biofluidos contém milhares de sinais,
provenientes de centenas de moléculas enddgenas, que representam muitas vias bioquimicas.
Cada metabdlito pode emitir um ou mais sinais, e a intensidade do sinal esta relacionada com a
concentracdo deste metabolito na amostra.

A base de dados do metaboloma humano contém 42.003 entradas de metabdlitos,
incluindo metabolitos solGveis em agua e soltveis em lipidios, bem como metabolitos que
seriam considerados abundantes (> 1 puM) ou relativamente raros (< 1 nM) (THE
METABOLOMICS INNOVATION CENTRE, 2017). Devido a complexidade do metaboloma,
a analise de uma ampla gama de metabolitos requer a utilizacdo de maultiplos protocolos e
instrumentos analiticos. Para facilitar a interpretacdo dos resultados, geralmente é necessario o
uso de reducdo de variaveis, por técnicas de reconhecimento de padrdes, que sdo abordagens
estatisticas multivariadas aplicadas a dados quimicos numéricos, usadas para diminuir a
dimensionalidade de um conjunto de dados complexos (LINDON; HOLMES; NICHOLSON,
2001).

Os métodos de reconhecimento de padrGes podem ser ndo supervisionados e
supervisionados. Os ndo supervisionados compreendem aqueles que s&o usados para determinar
se qualquer agrupamento intrinseco existe dentro um conjunto de dados, sem o conhecimento
prévio dos componentes destes agrupamentos. Um exemplo é a PCA, método estatistico que
utiliza transformacdo ortogonal para converter um conjunto de varidveis possivelmente
correlacionadas em um conjunto de variaveis linearmente ndo correlacionadas, 0s componentes
principais (PCs). Cada PC é uma combinagdo linear das variaveis originais e explica parte da
variancia dos dados. A representacdo grafica desse método é a projecdo de cada amostra nas
PCs. Pode-se obter grafico em 2 dimensBes (2 PCs representadas) e 3 dimensdes (3 PCs
representadas).

Os métodos supervisionados utilizam informacgdes prévias de um conjunto de dados
da amostra para otimizar a separacao entre duas ou mais classes. Um exemplo € a LDA (Figura
6). Essa técnica utiliza a informacao de classe para extrair as caracteristicas mais discriminantes
das amostras, atraves da combinagdo linear das variaveis (fungdo discriminante linear). O
objetivo é maximizar as diferencgas inter-classe e minimizar as diferencas intra-classe. Dois
grupos de amostras sdo necessarios. O primeiro grupo, chamado grupo de treinamento, cuja
informacdo de classe é conhecida, € utilizado para criar um modelo, a ser testado em um

segundo grupo, chamado grupo teste ou validagéo, cuja informacéo de classe é desconhecida.
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Figura 6 - Classificacdo de amostras de urina baseada em escores obtidos através de modelos
metabondmicos de espectros de RMN H1 por LDA de 34 pacientes com infec¢do pelo HCV (doenca) e
32 individuos controles.
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Fonte: GODOQOY 2010.

Outra técnica quimiométrica supervisionada é a PLS-DA, que utiliza a ligacao de duas
matrizes de dados, X (dados brutos) e Y (associacao de classes), para otimizar a separagéo entre
diferentes grupos de amostras. O método visa maximizar a covariancia entre as variaveis
independentes X (dados de espectroscopia) e a variavel dependente Y (classes que se pretende
prever) de um conjunto de dados multidimensional, encontrando um subespaco linear das
variaveis explicativas. Este novo subespaco permite a predicdo da variavel Y com base em um
namero reduzido de fatores, os componentes latentes (CLs). Cada CL € uma regressao linear
das variaveis originais. Por exemplo, se considerarmos a divisdo de amostras em diferentes
classes, como em um estudo caso-controle, entdo a varidavel Y sera composta por um Unico
vetor que tera uma entrada O para todas as amostras na primeira classe e uma entrada 1 para
todas as amostras na segunda classe. Esse formalismo fornece uma interpretagdo visual de
conjuntos de dados complexos através de um grafico de facil interpretacdo, que ilustra a
separagdo entre diferentes grupos. Além disso, varias estatisticas, tais como a determinagéo da
importancia da variavel na projecdo (VIP) e o coeficiente de regressio (R?) e de correlagio
(Q?), podem ser usadas para identificar as variveis mais importantes para o modelo
(GROMSKI et al., 2015)
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Estudos clinicos com o uso da metabonémica e metabolémica tém demonstrado
utilidade na avaliagdo do efeito de varias toxinas no figado, rins, testiculos, coragéo e sistema
nervoso, no diagnostico de erros inatos do metabolismo, neoplasias, diabetes, doencas cardio-
vasculares, urinarias, gastro-intestinais, neurolégicas e infecciosas, utilizando espectrometria
de massa e cromatogarfia ou espectroscopia por RMN H1 de biofluido (BUZATTO et al., 2014;
EMWAS et al., 2013).

A técnica tem se mostrado promissora tambem na avaliacéo das doencas hepato-biliares.
(AMATHIEU, 2016; BEYOGLU; IDLE, 2013; PATEL et al., 2012). Em estudo clinico com
pacientes infectados cronicamente pelo HBV, o modelo metabonémico, gerado a partir da
analise de soro por cromatografia liquida/ espectrometria de massa, mostrou sensibilidade e
especificidade de 100% e 94,3% no diagndstico da insuficiéncia hepatica (ZHANG et al.,
2010). Em nosso meio, Godoy et al., utilizando espectroscopia por RMN H1 de urina de
pacientes infectados pelo HCV e posterior analise estatistica por PCA e LDA, demonstraram
sensibilidade de 94% e especificidade de 97% do modelo metabonémico para o diagndstico da
infeccdo, com valor preditivo positivo de 97% e valor preditivo negativo de 94% (GODOY et
al., 2010).

Espectroscopia de urina por RMN H1 e posterior analise estatisitica multivariada foi
capaz de distinguir pacientes portadores de CHC de individuos saudaveis e daqueles com
cirrose hepatica em populacao egipsia, que apresenta a mais alta prevaléncia de hepatite C no
mundo, segundo a OMS, com sensibilidade e especificidade de 100% e 94% e 81% e 71%,
respectivamente. O mesmo grupo, utilizando o mesmo desenho de estudo em populacdo
nigeriana, regido com prevaléncia do HBsAg de 8 a 20%, demostrou sensibilidade e
especificidade do método de 100% e 93% e 89,5% e 88,9%, respectivamente (SHARIFF et al.,
2010, 2011).

Analise multivariada de espectro de soro por RMN H1 foi capaz de diferenciar pacientes
com cirrose de pacientes com CHC e de individuos saudaveis em uma populacéo chinesa (GAO
et al., 2009). Outro estudo chinés demonstrou que o modelo metabonémico, gerado a partir da
analise espectral de soro de pacientes infectados pelo HBV, foi capaz de diferenciar pacientes
com cirrose compensada de pacientes com cirrose descompensada com acuracia de 85% (QI et
al., 2012). Analise metabonémica por RMN H1 de soro de controles e de pacientes cirroticos
com e sem encefalopatia hepatica minima diferenciou pacientes cirrdticos dos controles e
discriminou pacientes com encefalopatia, sugerindo que o método pode contribuir para o dificil

diagndstico desta complicacdo neuroldgica da cirrose hepética. (JIMENEZ et al., 2010).
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Beyoglu e Idle, revisando as publicagdes de metabonémica e metabolémica em cirrose,
chamaram a atencdo para um fenotipo metabdlico de cirrose de qualquer etiologia,
caracterizado por diminuicdo da concentracdo sérica das lisofosfatidilcolinas e aumento de
acidos biliares. Em pacientes cirroticos ha também um aumento da concentracdo sérica de
aminoacidos ndo essenciais e certos D-aminoacidos e diminuigcdo da concentragdo sérica de
aminoacidos essenciais, sugerindo que o figado cirrético tem inabilidade de metabolizar tanto
proteina como aminoécidos essenciais (BEYOGLU; IDLE, 2013).

Sendo a espectroscopia de amostra de soro por RMN H1 representativa do estado
metabdlico do organismo, fornecendo uma “impressdo digital” metabolica especifica da
natureza da agressdo ou processo patoldgico, diferentes estadgios da evolucdo da fibrose
hepética, decorrentes da infeccdo crbnica pelo HCV, determinariam diferentes perfis
metabolicos, que poderiam ser utilizados como marcadores evolutivos da doenca hepatica.

Considerando-se que a correta classificacdo do estagio de fibrose em pacientes com
HCC é de fundamental importancia no manejo clinico desses pacientes; que a bidpsia, padréo
de referéncia, é invasiva e imperfeita; que os marcadores indiretos de fibrose ainda nao se
mostraram capazes de substituir a bidpsia, por apresentarem limitacdo para diagnosticar
estagios intermediarios de fibrose hepatica e apresentam zona cinza que impede a classificacao
da fibrose em até 50% dos pacientes; e considerando-se ainda que a metabonémica tem
mostrado utilidade no diagnostico de doencas hepaticas e da cirrose e suas complicages,
decidiu-se realizar um estudo visando a construcédo e a validacdo de modelos metabondmicos,
a partira da espectroscopia por RMN H1 de soro, capazes de diferenciar fibrose hepatica
significativa, fibrose avancada e cirrose em pacientes com HCC de duas regides geograficas
distintas do pais, e comparar o desempenho dos modelos com o dos indices APRI e FIB-4,
avaliando a reducdo do numero de pacientes na zona cinza destes indices e consequente

diminuicdo do namero de bidpsias.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Desenvolver modelos metabonémicos (MMs), a partir de dados espectrais de RMN H1

de amostras de soro, para predicdo de fibrose hepatica significativa, fibrose hepéatica avangada

e cirrose, em pacientes com HCC, tendo a analise histopatoldgica do tecido hepatico como

padrdo de referéncia, e comparar o desempenho dos MMs com o dos indices APRI e FIB-4.

3.2 Especificos

1-

Desenvolver modelos MMs para predicao de fibrose significativa, fibrose avangada
e cirrose, utilizando analise quimiométrica, a partir de dados espectrais obtidos por
RMN H1 de amostras de soro, em pacientes com HCC de Recife/PE e do Rio de

janeiro/RJ.

Verificar a associacdo entre os MMs desenvolvidos e os estagios de fibrose hepatica
significativa, avancada e cirrose, determinadas pela analise histopatoldgica de
fragmento hepético (padréo de referéncia) e estimar sensibilidade (S), especificidade
(E), razdo de verossimilhanga positiva (RVP), razdo de verossimilhanga negativa
(RVN) e acuréacia (A) dos MM desenvolvidos para predigdo de fibrose hepatica

significativa, fibrose avancada e cirrose.

Determinar os valores dos indices APRI e FIB-4 nos mesmos pacientes e comparar

0 desempenho desses indices com o dos MMs desenvolvidos.

Comparar as caracteristicas sociodemogréaficas e laboratoriais dos pacientes, de
acordo com o estagio de fibrose hepatica, por METAVIR.
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CASUISTICA E METODOS

4.1 Desenho do estudo

Trata-se de estudo transversal, prospectivo, do tipo validacao de teste diagndstico fase
Il (SACKETT, 2002). Nesse tipo de estudo, o pesquisador tenta responder se pacientes com
determinados resultados do teste sdo mais propensos a ter o distarbio alvo do que os pacientes
com outros resultados do teste. No estudo em questdo, tenta-se responder se 0s pacientes com
teste positivo pelo MM para predicdo de FS, por exemplo, s&o mais propensos a apresentarem
FS pela biopsia hepatica, padrdo de referéncia. Desta forma, esse tipo de estudo nos diz se o
teste mostra-se promissor como diagnostico de determinado disturbio alvo, em condicdes ideais
(SACKETT, 2002).

Em um primeiro momento, foram criados MMs para predicdo de FS, FA e C, por técnica
supervisionada. Em seguida, foi testada a associacdo entre a estratégia metabonémica e 0
estagio de fibrose hepética pela bidpsia, por validacdo cruzada, tendo sido estimadas a S, E,
RVP, RVN e A dos MMs para predicdo de FS, FA e C. O padrao de referéncia na avaliacdo da
fibrose hepatica foi a analise histopatoldgica do tecido, obtido por bidpsia percutanea. A fibrose
hepatica foi classificada, segundo METAVIR, de FO a F4. Os MMs geraram resultados
dicotdmicos (positivo ou negativo). Foi considerado teste positivo aquele que se enquadrou no

modelo gerado para 0 grupo e teste negativo aquele que nédo se enquadrou no modelo.

4.2- Local e periodo do estudo

O estudo foi realizado em ambulatérios de hepatologia, no Hospital das Clinicas, da
Universidade Federal de PE (HC/UFPE), no periodo de outubro de 2012 a dezembro 2015, e
no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(HUCFF/RJ), no periodo de 2010 a 2014. Os dois centros séo referéncia, em suas cidades e
estados, para o tratamento das doencas hepaticas, pelo sistema publico de satde. A obtengéo
dos espectros de RMN H1 e as andlises quimiométricas foram realizadas no Laboratério da
Central Analitica do Departamento de Quimica Fundamental, da Universidade Federal de
Pernambuco (DPF/UFPE).
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4.3- Populacgéo do estudo

A populacao do estudo foi composta por individuos adultos, com diagnostico de HCC,

atendidos nos referidos ambulatorios, de forma consecutiva e por demanda espontanea.

4.4- Critérios de inclusdo

Foram incluidos pacientes com idade igual ou superior a 18 anos, com diagnostico de
HCC, caracterizado pela presenca do anticorpo anti-HCV ha mais de 6 meses e pela deteccéo
do HCV-RNA no soro, e que tivessem realizado bidpsia hepatica nos ultimos 12 meses ou
diagnostico de cirrose clinicamente estabelecido, no estudo de PE, ou com bidpsia hepatica no
momento da inclus&o, no estudo do RJ.

4.5- Critérios de exclusao

Foram excluidos pacientes em tratamento para hepatite viral, com diagndstico
estabelecido de esquistossomose hepatointestinal ou hepatoesplénica, esteatohepatite néo
alcodlica, hepatite autoimune, hepatopatia metabdlica ou colestéatica, coinfeccdo com o HIV ou
HBV, neoplasia ou consumo excessivo de alcool, caracterizado pelo consumo de etanol > 210

g/semana em homens e 140 g/semana em mulheres, nos Ultimos 5 anos.

4.6- Definicdo das variaveis e dos desfechos

As variaveis independentes foram classificadas em demograficas (sexo, idade e IMC),
e bioldgicas (AST, ALT, relacdo AST/ALT, GGT, FA, BT, Plaquetas, Albumina, INR, APRI
e FIB-4).

As varidveis dependentes foram definidas como relacionadas a classificagéo
histopatoldgica de fibrose hepética e ao deslocamento quimico dos atomos de hidrogénio dos
metabolitos das amostras de soro, submetidos ao campo magnético.

Foi definido como desfecho, pelo padréo de referéncia, a categorizagdo dos pacientes,

de acordo com a classificacdo histopatologica de fibrose hepéatica por METAVIR em:

a- Fibrose significativa: METAVIR F2, F3 ou F4
b- Fibrose néo significativa: METAVIR FO ou F1
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c- Fibrose avangada: METAVIR F3 ou F4

d- Fibrose ndo avancada: METAVIR FO, F1 ou F2
e
f

Cirrose: METAVIR F4 ou diagnostico clinicamente estabelecido de cirrose.
N&o cirrose: METAVIR FO, F1, F2 ou F3

Foi definido como desfecho, pelo teste (MMs), a categorizagao dos pacientes, de acordo

com a classificacdo dos modelos construidos para cada grupo, em:

a- Fibrose significativa: teste positivo pelo MM para predigédo de FS

b- Fibrose ndo significativa: teste negativo pelo MM para predigédo de FS
c- Fibrose avancada: teste positivo pelo MM para predicdo de FA

d- Fibrose ndo avancada: teste negativo pelo MM para predicao de FA
e- Cirrose: teste positivo pelo MM para predicdo de cirrose

f- N&o-cirrose: teste negativo pelo MM para predigéo de cirrose

4.7- Operacionalizacdo da pesquisa e técnicas

4.7.1- Recrutamento dos participantes e procedimentos clinicos e laboratoriais

Foram recrutados pacientes com diagndstico de HCC e classificacdo histopatoldgica de
fibrose hepatica, atendidos de forma consecutiva, por demanda espontanea, nos ambulatérios
de hepatologia do HC/UFPE e do HUCFF/UFRJ, como parte da rotina desses servicos.

Os pacientes com HCC foram definidos pela presenca de anti-HCV reagente ha mais de
6 meses e HCV-RNA positivo no soro, por técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR).
Os pacientes cirrdticos foram definidos pelo quadro clinico e/ou alteracfes sugestivas de
doenca hepética crbnica e/ou hipertenséo portal a ultrassonografia (US), como textura hepatica
heterogénea, ecogenicidade aumentada, diminui¢do do tamanho do figado, aumento do calibre
da veia porta, presenca de circulacgdo colateral e/ou esplenomegalia, e/ou alteragdes sugestivas
de hipertensdo portal & endoscopia digestiva alta (EDA), como a presenga de varizes
esofageanas, varizes gastricas e/ou gastropatia hipertensiva.

Os individuo elegiveis foram convidados a participar da pesquisa, ap6s explicacdo
detalhada dos objetivos do estudo. Os que concordaram, receberam o TCLE (apéndice A), para
assinatura e inclusdo no protocolo, e responderam o questionario aplicado pelo pesquisador.

Durante o atendimento, foram realizados anamnese e exame fisico (apéndice B).
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Apos a consulta, os participantes de PE realizaram coleta de duas amostras de 10 mL de
sangue, em veia periférica, utilizando-se sistema a vacuo com tubos BD Vacutainer® que
foram encaminhados ao Laboratorio Central do HC-UFPE, para centrifugacdo e obtencao do
soro ou plasma, e, em seguida, quantificacdo dos respectivos testes.

A dosagem dos niveis séricos de AST, ALT, GGT, FA, bilirrubinas e albumina, foi
realizada por método cinético automatizado, utilizando equipamento CMD 800 X1 (Wiener
Lab®); a contagem automatizada de plaquetas, por citometria de fluxo, utilizando equipamento
Cell Dyn Ruby (Abbot®); a determinac&o do TP e indice internacional normalizado (INR), por
leitura Optica e turbidimetria, utilizando equipamento ACL TOP 500 (Instrumentation Lab®) e
a pesquisa do HBsAg, anti-HBc, anti-HCV e anti-HIV, por ensaio imunoenzimatico por
quimiluminescéncia, utilizando equipamento ARCHITECT i 2000 SR(Abbott®), conforme a
rotina do laboratorio.

A pesquisa do RNA-HCV e a determinacdo do gendtipo foram realizados no
Laboratério Central de Pernambuco (LACEN-PE). O RNA do HCV foi detectado e
quantificado por PCR em tempo real, utilizando COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
(versdo 2, Roche, Pleasanton, CA, EUA) com o limite de 15 Ul/mL de deteccdo. Uma amostra
de soro de cada participante foi armazenada a temperatura de - 20°C, e, posteriormente,
encaminhada ao DQF/UFPE e submetida a analise por RMN H1, seguindo protocolo de
biosseguranca (apéndice C).

Os pacientes do RJ que participaram desta pesquisa fizeram parte de um estudo
desenvolvido no ambulatério de Hepatologia do HUCFF/UFRJ, entre 2010 e 2014
(CHINDAMO et al., 2015). Os pacientes realizaram coleta de sangue em jejum, por puncéo de
veia periférica, no dia da realizacdo da bidpsia ou com intervalo maximo de 3 meses, que foi
centrifugado para obtencdo de soro e plasma, e estocado a -70°C. Os niveis séricos de AST,
ALT, GGT, FA, bilirrubinas, albumina, contagem de plaquetas e determinacdo do TP e INR
foram realizados por método automatizado, de acordo com a rotina do laboratério do
HUCFF/UFRJ. A pesquisa do RNA-HCV e gendtipo foram realizados por PCR em tempo real,
utilizando COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® (versio 2, Roche, Pleasanton, CA, EUA)
com o limite de 15 Ul/mL de deteccao.

Os indices APRI e FIB-4 foram calculados de acordo com as formulas (WAI et al.,
2003; STERLING et al, 2006):
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AST (U/L)

apry = BNAST(0/) * 100 r1p _ 4 — _ ldade (anos) x AST (U/L)
Plaquetas (10°/L) Plaquetas (10°/L) x \/ALT (U/L)

LSN: limite superior da normalidade

Os pontos de corte < 0,5 e > 1,5 do APRI foram utilizados para o excluir e confirmar
FS, e os pontos de corte < 1,0 ¢ > 2,0 para excluir e confirmar cirrose. Para o FIB-4, 0s pontos
de corte < 1,45 e > 3,25 foram utilizados para excluir e confirmar FA, de acordo com o descrito
previamente (WAY et al, 2003; STERLING et al, 2006).

4.7.2- Realizacdo das bidpsias hepaticas e anélise histopatolédgica

As bidpsias hepaticas percutaneas dos pacientes de PE foram realizadas no Servigo de
Gastroenterologia e no Servigo de Radiologia do Hospital das Clinicas/UFPE, guiadas por US,
apos assepsia e anestesia local, com canula para bidpsia hepatica Menghini 16 G x 90 mm
(Biomedical, Minas Gerais, Brasil) ou Tru-Cut 16 G x 150 mm (TSK Laboratorio, Akasaka,
Japdo), em, no maximo, duas puncdes. Apds o procedimento, o paciente foi mantido em
decubito lateral direito por 2 horas e teve os sinais vitais monitorizados por 6 horas.

Os fragmentos de tecido hepético foram processados no Departamento de Patologia
Clinica do HC/UFPE. Os espécimes foram fixados em solucdo de formol a 10%, adicionados a
bloco de parafina, cortados com espessura de 5 um, €, entdo, corados por hematoxilina e eosina,
tricromico de Masson e técnica de Perls. Foram incluidos na analise os fragmentos com pelo
menos 15 mm de extensdo e/ou 6 espagos portais completos. As bidpsias hepéticas percutaneas
do RJ foram também guiadas por US e realizadas com agulha Tru Cut 14 ou 16 G (TSK
Laboratorio, Akasaka, Japao), obtendo fragmento de até 20 mm por punc¢édo. Fragmentos com
extensdo menor que 10 mm ou contendo menos de 6 espagos portais completos foram
considerados inadequados. Os espécimes foram fixados em solucdo de formol a 10%,
adicionados a bloco de parafina, cortados com espessura de 5 um, e entdo corados por
hematoxilina e eosina, &cido periodico-Schiff, reticulina, tricromico de Masson e Picrosirius.
Nas duas cidades, a fibrose foi classificada por METAVIR de FO a F4, por patologistas
experientes, de forma independente, cegos em relacdo aos resultados clinicos e sorologicos.

Os soros dos pacientes do RJ foram transportados por empresa especializada em
transporte de material bioldgico, por via aérea, em voo direto, seguindo as normas da Instrugédo
Suplementar N° 175-004, Revisdo A, da Agéncia Nacional de Aviagio Civil (ANAC). As
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amostras foram transportadas congeladas em gelo seco e imediatamente acomodadas, apos a
chegada, em freezer a -80°C. As espectroscopias por RMN H1 foram realizadas em um periodo

de até um més da chegada dos soros.

4.7.3- Obtencao dos espectros de RMN H1 dos soros

As espectroscopias por RMN H1 foram realizadas no DQF/UFPE, por quimicos
treinados. As amostras de soro de pacientes de PE e do RJ foram descongeladas a temperatura
ambiente, e, em seguida, 200 pL de D,O (4gua deuterada) foram adicionados a 400 pL de cada
amostra, que, apds homogeneizacdo, foram transferidos para tubos de RMN de 5 mm. Os
espectros de RMN foram obtidos utilizando espectrémetro Varian Unity Plus 300, operando a
299,95 MHz para nucleo H1, a 300 K. As amostras foram analisadas usando uma sequéncia de
pulsos com supressao da ressonancia da dgua (PRESAT), utilizando tempo de pré-saturacao
igual a 2,0 s, tempo de aquisi¢do igual a 1704 s, 128 repeticdes e largura espectral de 4,8 kHz.
Sequéncia Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) foi utilizada como filtro T2. Cada decaimento
livre da inducéo foi multiplicado por uma fungdo exponencial de 0,3 Hz antes da transformacéo
de Fourier. O sinal atribuido ao grupo metila do lactato, em & 1,33 ppm, foi utilizado como
referéncia interna de deslocamento quimico. A linha de base dos espectros foi corrigida
manualmente. As amostras de soro foram descartadas apds analise, segundo protocolo de
biosseguranca (apéndice C).

4.8- Analise estatistica

4.8.1- Analise descritiva e comparativa da casuistica

Realizada com os programas STATA (versdo 12.0, StataCorp, College Station, Texas),
GraphPad Prism (versdo 5.0 para Windows, GraphPad Software, La Jolla, California) e Excel
2010 (Microsoft Office 2010). As variaveis qualitativas foram apresentadas como frequéncias
absolutas e relativas. A normalidade das variaveis foi verificada usando o teste de Kolmogorov-
Smirnov. As variaveis quantitativas foram expressas como médias e desvio padrdo ou medianas
e percentil 25 e 75. O teste de Qui-quadrado foi usado para comparar variaveis categoricas,

aplicando o teste exato de Fisher quando necessario. Para a analise comparativa de medidas
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continuas ndo paramétricas, utilizou-se o teste de Mann-Whitney, e para as medidas
paramétricas, o teste T de Student. Todos os testes foram aplicados com 95% de confianca
(valor de p <0,05).

4.8.2- Analise estatistica multivariada dos dados espectrais e desenvolvimento dos MMs

Todos os espectros foram processados usando o software MestreNova (versédo 9.0.1,
MestreLab Research). Os espectros foram divididos em 250 regifes de 0,04 ppm, denominadas
bins, usadas para construir uma matriz de amostras versus variaveis (bins). A regido contendo
os bins centrados entre 6 4,52 - 5.12 ppm foi excluida para eliminar o sinal residual de agua.

Os espectros foram normalizados, usando a seguinte expressao:

Onde x; é a intensidade em cada bin, enquanto X é a média aritmética das intensidades
observadas nos bins ¢ ¢ ¢ o desvio-padrao.

Na construcdo dos MMs, o formalismo PCA, ndo supervisionado, foi aplicado
inicialmente a todo o conjunto de dados, para explorar agrupamentos inerentes e identificar a
presenca de outliers. A PCA ndo apresentou agrupamento nas classes de interesse. Foram
utilizados, entdo, os formalismos PLS-DA e LDA, supervisionados, ou seja, com a informacao
do estagio de fibrose hepatica, para construcdo dos modelos. Para 0os modelos PLS-DA,
utilizou-se a matriz de dados normalizada, na plataforma online MetaboAnalyst 3.0 (XIA et al.,
2015). No caso da LDA, foi utilizada a matriz de escores da PCA como dado de entrada,
utilizando o lambda de Wilks para selecionar os PCs a serem utilizados nas funcOes
discriminantes. Os modelos LDA foram construidos usando o software STATISTICA (versao
10.0, Quest software). Com estes modelos, uma melhor separagdo dos grupos foi conseguida.

Trés MMs por PLS-DA e trés MMs por LDA foram construidos com as todas as
amostras de soro dos pacientes de PE: o primeiro para a predi¢ao da FS, utilizando cinco PCs;
0 segundo para predicdo de FA, utilizando quatro PCs; e o terceiro para predicdo de C,
utilizando cinco PCs. Para cada MM por LDA, validagdo cruzada “leave-one-out-cross-
validation” (LOOCYV) foi realizada.

Na constru¢cdo dos MMs do RJ, os pacientes foram inicialmente alocados em dois
grupos: modelo e validacdo. Para selecdo dos pacientes utilizados na constru¢gdo dos MMs

(grupo modelo) e na validagéo externa dos MMs (grupo validacéo), utilizou-se o algoritmo de
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Kennard-Stone, no aplicativo autbnomo Chemoface (disponivel em http//ufla.br/chemoface).
Nesta estratégia de selecao do conjunto de formacédo (grupo modelo), os objetos séo escolhidos
sequencialmente. Em cada estagio, o objetivo é escolher os objetos de forma que eles fiquem
uniformemente distribuidos no espaco. Os primeiros dois objetos sdo selecionados escolhendo-
se 0s dois que estdo mais distantes um do outro. O terceiro objeto selecionado é aquele mais
distante dos primeiros dois objetos e assim por diante. O conjunto de formac&o € constituido de
70% dos objetos selecionados de cada classe, separadamente, e o0s restantes 30% dos objetos
constituem o conjunto de teste (WU et al., 1996). Dois MMs por PLS-DA e dois MMs por LDA
foram construidos com 70% das amostras de soro dos pacientes do RJ: o primeiro para a
predicdo da FS, utilizando trés PCs, e 0 segundo para predi¢do de FA, utilizando trés PCs. Cada
MM por LDA foi testado por valida¢ao cruzada “leave-one-out-cross-validation” (LOOCV) no

grupo modelo, e por validacdo externa no grupo validacao.

4.8.3- Analise de desempenho dos MM e dos indices APRI e FIB-4

Tabelas de contingéncia 2 x 2 foram criadas para este estudo de validacéo fase I,

segundo o critério exemplificado abaixo:

BIOPSIA (N)
MM (N) F>2 F<2
F>2 Verdadeiro positivo (a) Falso positivo (b)
F<2 Falso negativo (c) Verdadeiro negativo (d)

Nesse exemplo, observamos os resultados obtidos pelo padréo de referéncia (bidpsia) e
pelo teste (MM) para predicdo de FS. Os valores de sensibilidade, especificidade, razéo de
verossimilhanga positiva, razdo de verossimilhanga negativa e acuracia foram assim estimados:

e Sensibilidade = a/a+c
Numero de testes verdadeiro positivos dividido pelo total de pacientes com o agravo.
e Especificidade = d/b+d
Numero de testes verdadeiro negativos dividido pelo total de pacientes sem o agravo.
e RVP =alat+c/ b/b+d
Razdo entre a probabilidade de teste positivo em pacientes com 0 agravo € a

probabilidade de teste positivo em pacientes sem o agravo.
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e RVN =c/a+c/d/b+d
Razdo entre a probabilidade de teste negativo em pacientes com o0 agravo e a
probabilidade de teste negativo em pacientes sem 0 agravo.

e Acurdcia = at+d/atb+c+d
Numero de testes verdadeiro positivos + verdadeiro negativos dividido pelo total de

pacientes.

Tabelas de contingéncia 2 x 2 foram construidas para avaliar o desempenho de todos 0s
MMs e dos indices APRI e FIB-4, com os pontos de corte estabelecidos na literatura. Os testes
de associacdo utilizados nesta analise foram o teste de Qui-quadrado ou o teste exato de Fisher.

Uma curva ROC foi construida para predicdo de FS e C pelo APRI, e para predicdo de
FA, pelo FIB-4. A curva ROC é uma forma de expressar a relacdo entre sensibilidade e
especificidade de varios pontos de corte de um teste continuo. A AUROC foi utilizada como
indicador de acurécia dos indices.

O desempenho dos MMs desenvolvidos foi comparado ao desempenho do APRI, para

predicdo de FS e C, e ao desempenho do FIB-4, para predicao de FA.



4.9- Fluxograma da pesquisa
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4.10- Considerac0es éticas

A pesquisa de PE foi iniciada apos a devida aprovacgio pelo Comité de Etica e Pesquisa
do Centro de Ciéncias da Saude da UFPE (anexos A e B). A pesquisa do RJ foi devidamente
aprovada pelo Comité de Etica local e os soros dos pacientes foram cedidos pela pesquisa
responsavel (anexo C). Todos os pacientes foram informados das etapas do estudo e assinaram
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (apéndice A), ap6s sua leitura, antes da
inclusdo no estudo. Foi salientado que a recusa em participar do estudo ndo implicaria em
prejuizo no seu acompanhamento médico.

Os participantes ndo foram expostos a nenhum fator de risco adicional, visto que a coleta
de sangue em veia periférica de pacientes acompanhados nos ambulatérios de hepatologia faz
parte da rotina de investigacéo e definicdo de conduta clinica, independentemente da pesquisa.
Foi assegurada confidencialidade quanto aos resultados ou quaisquer outros dados obtidos
durante o periodo da pesquisa.

Todas as fichas clinicas, TCLE assinados e arquivos digitais da pesquisa foram
arquivados pela pesquisadora principal, em local préprio, no ambulatorio de hepatologia do

HC/UFPE, e serdo preservados pelo periodo de cinco anos.
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5. RESULTADOS

5.1 — Modelos Metabonémicos por RMN H1 para Predicédo de Fibrose Hepéatica em
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Resumo: Introducdo: O padrdo-ouro na avaliacdo de fibrose hepatica em pacientes com
hepatite C cronica (HCC) é a bidpsia, método invasivo, sujeito a complicacdes e a erros.
Alternativamente, biomarcadores vém sendo testados. A metabondmica é uma estratégia de
analise que utiliza espectros de RMN H1 para classificar biofluidos, em funcéo do seu status
bioquimico. Objetivo: Desenvolver modelos metabonémicos (MM), através de espectros de
RMN H1 de soros, para predigdo de fibrose hepatica significativa (FS: METAVIR >F2),
avangada (FA: METAVIR >F3) e cirrose (C: METAVIR=F4 ou cirrose clinica), em pacientes
com HCC, e comparar com os indices APRI e FIB-4, utilizando a anélise histopatolégica
hepéatica como referéncia. Métodos: Sessenta e nove pacientes com bidpsia nos Gltimos 12
meses ou cirrose clinica foram incluidos e aqueles com doenca hepética por outra etiologia
foram excluidos. Espectros de RMN H1 foram obtidos utilizando o espectrémetro Varian Unity
300. Os MM construidos usando PLS-DA e LDA, a partir da matriz de escores da PCA, foram

testados por validagdo cruzada, considerando FS, FA e C. Resultados: Quarenta e dois
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pacientes (61%) apresentaram FS, 28 (40%) FA e 18 (26%) C. Os MM mostraram sensibilidade
e especificidade de 97,6% e 92,6% para predigéo de FS; 96,4% e 95,1% para FA; e 100% e
98,0% para C, com desempenho similar ao APRI e FIB-4. Os MM classificaram corretamente
27 (39,7%) pacientes com valor de APRI entre 0,5 e 1,5, e 25 (38,8%) com FIB-4 entre 1,45 ¢
3,25. Conclusdo: Os MM desenvolvidos neste estudo preliminar apresentaram elevada
acurécia para predicdo de FS, FA, C e para predicdo de fibrose na zona cinza do APRI e FIB-

4, em pacientes com HCC, reduzindo a necessidade de bidpsia hepatica nestes pacientes.

Palavras-chave: Metabonémica; Hepatite C/diagndstico; Fibrose hepatica;

Biomarcadores/soro; Biopsia/padrdo de referéncia.

Introducdo:
Cerca de 130 a 170 milhdes de pessoas no mundo estdo cronicamente infectadas com o

virus da hepatite C (HCV) (1) e cerca de 500 mil individuos morreram em 2010 em decorréncia
de doencas relacionadas ao virus (2) No Brasil, a prevaléncia estimada de hepatite C é 1.450.000
casos (3) e cerca de 8 mil mortes decorreram de doencas relacionadas ao HCV em 2013. (4)

O diagnostico acurado da fibrose significativa e avancada € importante na prética clinica
para determinar a necessidade e urgéncia do tratamento e para monitorar complicagdes. A
bidpsia hepatica ainda é considerado padrdo-ouro na avaliacdo da fibrose hepética, porém o
procedimento é invasivo, com complicacbes maiores e morte (5). Erro de amostragem na
obtencdo do espécime e variabilidade intra e inter-observador na avaliacdo histopatolédgica
podem levar a resultados discordantes em 33% dos casos (6), tornando a bidépsia um padrao de
referéncia imperfeito. Por estes motivos, varios marcadores ndo invasivos de avaliacdo de
fibrose, sorologicos e fisicos, tém sido testados. Dentre os marcadores soroldgicos, destacam-
se 0 APRI e FIB-4, por serem ndo patenteados e baseados em parametros clinicos e laboratoriais
facilmente obtidos. (7,8). De uma maneira geral, os marcadores soroldgicos apresentam boa
acuracia para excluir fibrose significativa e confirmar cirrose, mas falham no diagnostico da
fibrose intermediaria (9).

A metabonémica é definida como "uma medida quantitativa da resposta metabdlica,
dindmica e multiparamétrica, de organismos vivos diante de modificacdes patologicas ou
genéticas” (10). Em funcdo da homeostase, a presenca de uma condicdo patologica altera o
perfil de metabdlitos enddgenos, o que pode ser monitorado pela espectroscopia de RMN H1
(11). O método procura discriminar as amostras em grupos associados ao seu status bioguimico,

associando esse status a uma determinada doenca (11,12). A metabonémica tem sido estudada
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em varias doencas hepaticas, incluindo as hepatites virais (13). Em nosso meio, Godoy et al.,
utilizando modelo metabondmico construido a partir de espectro de RMN H1 de amostras de
urina, conseguiram discriminar pacientes com HCC de individuos saudaveis (14). Munshi et al,
usando MM por PCA, através de espectroscopia de RMN H1 de soro e urina, discriminou
pacientes com hepatite B e hepatite E aguda de 18 voluntérios saudaveis (15). Existem estudos
mostrando que a metabondmica pode identificar carcinoma hepato-celular em pacientes com
cirrose, com boa acurdcia (16-18). O objetivo deste estudo foi desenvolver modelos
metabondmicos, utilizando espectro de RMN H1 de amostras de soro, como método nao
invasivo para predi¢do de fibrose hepatica significativa, fibrose avangada e cirrose em pacientes
com HCC, e comparar com os indices APRI e FIB-4.

Pacientes e Métodos:

Tipo de estudo e sele¢éo de pacientes:

Trata-se de estudo transversal, do tipo validacao de teste diagnostico fase 11 (19), com
inclusdo prospectiva, por demanda espontanea, de pacientes com idade superior a 18 anos,
diagnéstico de HCC (anti-HCV e HCV-RNA detectaveis no soro) e biopsia hepética percutanea
realizada nos 12 meses anteriores a inclusdo no estudo, ou com diagnostico clinicamente
firmado de cirrose hepética na inclusdo. Os pacientes foram atendidos no ambulatério de
hepatologia do Hospital das Clinicas/Universidade Federal de Pernambuco (HC/UFPE), entre
outubro/2012 e dezembro/2015. O diagnostico de cirrose foi definido por caracteristicas
clinicas e de imagem. Os pacientes em tratamento antiviral ou com diagndstico de
esquistossomose hepatoesplénica, doenca hepatica metabdlica, autoimune ou colestatica,
coinfeccdo com HBV ou HIV, neoplasia ou exposicdo a etanol > 20 g/dia para mulheres e 30
g/dia para homens foram excluidos. Todos 0s pacientes assinaram termo de consentimento livre

e esclarecido e o estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da instituic&o.

Anélise laboratorial, determinacéo dos indices APRI e FIB-4:

Os pacientes realizaram coleta de sangue em jejum, por puncédo de veia periférica. Os
testes laboratoriais foram realizados por método automatizado. O RNA do HCV foi detectado
e 0 genotipo determinado por técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real,
utilizando COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® (versio 2, Roche, Pleasanton, CA, EUA)
com o limite de 15 Ul/mL de detecgdo. Os indices APRI e FIB-4 foram calculados conforme

previamente descrito (7,8).
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Anélise de Ressonancia Magnética Nuclear H1:

Aa amostras de soro estocadas a -20°C foram descongeladas & temperatura ambiente e
preparadas adicionando-se 200 L de agua deuterada (D20) a 400 L de soro. Os espectros de
RMN foram obtidos utilizando espectrometro Varian Unity Plus 300, operando a 299,95 MHz
para nlcleo de H1, a 300 K. As amostras foram analisadas usando uma sequéncia de pulsos
com supressao da ressonancia da agua e Sequéncia Carr-Purcell-Meiboom-Gill como filtro T2
(PRESAT-CPMG), como se segue: tempo de pré-saturacdo igual a 2,0 s, tempo de aquisicao
igual a 1704 s, 128 repeticdes e largura espectral de 4,8 kHz. Cada decaimento livre da indugéo
foi multiplicado por uma fungéo exponencial de 0,3 Hz antes da transformagéo de Fourier. O
sinal atribuido ao grupo metila do lactato, em 6 1,33 ppm, foi utilizado como referéncia interna

de deslocamento quimico. A linha de base dos espectros foi corrigida manualmente.

Bidpsias hepéticas e alocacdo dos pacientes:

As biopsias hepaticas percutaneas, guiadas por US, foram realizadas utilizando agulha
Menghini 16G x 90 mm em, no maximo, 2 pun¢6es. Foram incluidos na analise os fragmentos
com pelo menos 15 mm e/ou 6 espagos portais completos. A fibrose foi classificada segundo
METAVIR (20) de FO a F4, de forma independente, por dois patologistas experientes, cegos
em relacdo aos resultados clinicos e laboratoriais. Os pacientes foram alocados em trés grupos:
FS (METAVIR F > 2), FA (METAVIR F >3) e C (METAVIR F =4 ou cirrose clinica).

Andlise estatistica da casuistica:

A andlise descritiva e comparativa da casuistica foi realizada com 0s programas
STATA (versdo 12.0, StataCorp, College Station,Texas), GraphPad Prism (versdo 5.0 para
Windows, GraphPad Software, La Jolla, California) e Excel 2010 (Microsoft Office 2010). As
variaveis qualitativas foram apresentadas como frequéncias absolutas e relativas. e as variaveis
quantitativas como médias e desvio padrdo, ou medianas e percentil 25 e 75. O teste de Qui-
guadrado foi usado para comparar variaveis categoricas, aplicando-se o teste exato de Fisher
guando necessario. O teste de Mann-Whitney e o teste T de Student foram utilizados para a
analise comparativa de medidas continuas ndo paramétricas e paramétricas, respectivamente.

Todos os testes foram aplicados com 95% de confianca (valor de p < 0,05).
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Anélise estatistica multivariada dos dados espectrais e desenvolvimento dos MM:

Todos os espectros foram processados usando o software MestreNova (versédo 9.0.1,
MestreLab Research). Os espectros foram divididos em 250 regides de 0,04 ppm, denominadas
bins, usadas para construir o banco de dados. A regido contendo os bins centrados entre 6 4,52
- 5.12 ppm foi excluida para eliminar o sinal residual de agua. Os espectros foram normalizados,

usando a seguinte expressao:

X; — X

X =
o

Onde x; é a intensidade em cada bin, enquanto X é a média aritmética das intensidades
observadas nos bins ¢ ¢ ¢ o desvio-padrao.

O formalismo PCA foi aplicado inicialmente a todo o conjunto de dados, para explorar
agrupamentos inerentes e identificar a presenca de outliers. A PCA ndo apresentou
agrupamento nas classes de interesse. Foram utilizados, entéo, os formalismos supervisionados
PLS-DA e LDA. Trés modelos PLS-DA foram construidos, para predicdo de FS, FA e C,
respectivamente, utilizando-se a plataforma online MetaboAnalyst 3.0 (21). Os modelos foram
validados por leave-one-out cross validation (LOOCV) e por teste de permutacfes. Trés
modelos LDA foram desenvolvidos com a matriz de escores da PCA como dado de entrada,
para a predicdo da FS, utilizando cinco PCs; para predicao de FA, utilizando quatro PCs; e para
predicdo de C, utilizando cinco PCs. Os modelos foram validados por LOOVC, usando o
software STATISTICA (versdo 10.0, Quest software)

Analise de desempenho dos MM e indices APRI e FIB-4:

Para cada modelo LDA e para os escores APRI e FIB-4, uma tabela de contingéncia 2x2
foi utilizada para o célculo de sensibilidade (S), especificidade (E), razdo de verossimilhanca
positiva (RVP), razdo de verossimilhanca negativa (RVN) e acuracia (A). Uma curva ROC foi

construida para os indices APRI e FIB-4.
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Resultados:

Dos 80 pacientes inicialmente selecionados, 11 (14%) foram excluidos, sendo 5 por
diagnostico ultrassonografico de esquistossomose hepatoesplénica; 1 por diagnostico
tomografico de carcinoma hepato-celular; 1 por consumo excessivo de etanol e 4 por fragmento
hepético inadequado. Portanto, 69 pacientes foram avaliados, 59,4% do sexo feminino, com
idade média de 57 £ 12 anos. O gendtipo do HCV foi determinado em 67 pacientes, sendo mais
frequente o genotipo 1b, presente em 36 (53,7%) pacientes, seguido pelo gendtipo 3 em 16
(23,9%), gendtipo 1/1a em 13 (19,4%), genoOtipo 2 em 1 (1,5%) e gendtipo 4 em 1 (1,5%)
paciente. Em 68 pacientes, foi possivel determinar o valor do APRI e do FIB-4. As principais
caracteristicas da casuistica sdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Principais caracteristicas demogréficas e laboratoriais de 69 pacientes com
hepatite C cronica, em Recife/PE, no periodo de 2012 a 2015

Caracteristicas Total (n=69)

Sexo (n, %)

Masculino 28 (40,6%)

Feminino 41 (59,4%)
Idade (anos)* 575 +119
IMC (kg/m?)* 27,7 =47
AST (U/L)** 51,5 (33,7-88)
ALT (U/L)** 54 (32,6-106)
AST/ALT* 1,03 0,44
GGT (U/L)** 81,8 (46,5-155)
Plaquetas (10%/mm?3)* 191 +78
Albumina (g/dl)* 4,08 +0,56
Bilirrubina total (mg/dL)** 0,7 (0,50-1,09)
Fosfatase alcalina (U/L)* 946 +49,2
INR* 1,09 +0,14
APRI** 0,8 (0,44-2,18)
FIB-4** 2,18 (1,29-4,72)
Fragmentos da bidpsia (cm)** 1,50 (1,30-1,80)
NUmero de espagos porta** 15,0 (12,0-20,0)
Grau de fibrose (n, %)

FO 2 (2,9%)

F1 25 (36,2%)

F2 14 (20,3%)

F3 10 (14,5%)

F4 18 (26,1%)

*Média + desvio padrdo; **Mediana (P2s-P7s); IMC: Indice de massa
corporal; ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato
aminotransferase; GGT: gama glutamil transferase; INR: Razdo
normalizada internacional; APRI: indice da relagdo aspartato
aminotransferase sobre plaquetas; FIB-4: indice de fibrose baseado em
quatro fatores.
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Bidpsia hepética foi realizada em 54 (78%) pacientes. Nao houve complica¢Ges graves
ou 6bito relacionados ao procedimento. O fragmento apresentou extensdo mediana de 15 mm
(P25 1,3- P75 1,8 cm), e 15 espagos portais (P2s 12- P75 20). Os pacientes foram assim
distribuidos, de acordo com a classificagio METAVIR: FO em 2 pacientes; F1 em 25, F2 em
14; F3 em 10 e F4 em 3 pacientes. O diagndstico de cirrose foi clinicamente estabelecido em
15 (21,7%) pacientes. Portanto, 42 (60,9%) pacientes foram classificados como FS, 28 (40,6%)
como FA e 18 (26,1%) como C. Os pacientes com fibrose significativa, avancada e cirrose
apresentaram idade média e valor médio de INR superiores, mediana de bilirrubina, gama-
glutamil transferase, APRI e FIB-4 superiores, além de nivel sérico médio de plaquetas e

albumina inferiores, quando comparados com os grupos de menor grau de fibrose (Tabela 2).

Tabela 2. Principais caracteristicas demogréficas e laboratoriais de 69 pacientes com
hepatite C crénica, de acordo com o grupo de fibrose, em Recife/PE, no periodo de 2012
a 2015.

Grupo de fibrose
Caracteristicas Significativa (>F2) Nao significativa (<F2) p
n=42 n =27
Sexo (M/F, %) 16/26  (40,6/59,4) 12/15 (38,1/61,9) 0,600
Idade (anos)* 62,16 +£9,46 50,22 +11,86 <0,0001°
IMC (kg/m2)* 28,6 +4,9 26,3 +3,8 0,051
AST (U/L)** 61,5 (45,5-103) 34 (29,6-47) <0,0001°
ALT (U/L)** 57,5 (41,7-108) 39,1 (26-81) 0,04¢
AST/ALT* 1,12 +047 091 +0,36 <0,0001°
GGT (U/L)** 107,5 (65,8-168) 56 (32,8-82,9) 0,001
Plaquetas (10%/mm3)* 162 +72 239 +61 <0,0001°
Albumina (g/dL)* 391 +0,62 435 +0,30 0,001°
Bilirrubina total (mg/dL)** 0,72 (0,60-1,30) 0,50  (0,40-0,80) 0,005¢
Fosfatase alcalina (U/L)* 103,3 +55,6 79,2 +30,3 0,059b
INR* 1,13 +0,17 1,03 +£0,06 0,002°
APRI** 1,14 (0,75-2,84) 0,48 (0,27-0,79) <0,0001¢

FIB-4** 345 (2,01-6,19) 1,37 (0,84-1,89) <0,0001°



61

Avancada (>F3) Né&o avancada (<F3)
n=28 n=41
Sexo (M/F, %) 14/14  (50,0/50,0) 14/27 (34,1-65,9) 0,188?
Idade (anos)* 62,23 +9,42 54,25 +1246 0,004°
IMC (kg/m?)* 276 =39 279 52 0,802°
AST (U/L)** 79 (52,4-130) 40 (31,4-63) 0,001°¢
ALT (U/L)** 62 (42,5-113,3) 43 (29-84,8) 0,078¢
AST/ALT* 1,19 +0,54 0,93 +0,33 0,031°
GGT (U/L)** 110,5 (76,1-159,3) 66,5 (36,2-137,8) 0,005°¢
Plaquetas (10°%/mm?)* 138 +65 228 +63 <0,0001°
Albumina (g/dL)* 3,75 0,66 433 +0,29 <0,0001°
Bilirrubina total (mg/dL)** 0,94 (0,70-1,48) 0,50 (0,44-0,70) <0,0001°¢
Fosfatase alcalina (U/L)* 99,5 +389 90,9 =+56,1 0,490°
INR* 1,18 0,17 1,03 +0,07 <0,0001°
APRI** 2,13 (0,99-3,75) 0,59 (0,39-0,92) <0,0001°¢
FIB-4** 4,80 (2,56-9,30) 1,72 (1,10-2,21) <0,0001°¢
Cirrose (F4) Sem cirrose (<F4)
n=18 n=>51
Sexo (M/F, %) 7/11 (38,9/61,1) 21/30 (41,2/58,8) 0,865%
Idade (anos)* 63,70 +11,11 55,29 +11,51 0,009°
IMC (kg/m?2)* 27,7 +34 27,7 %51 0,083
AST (U/L)** 69 (54,1-101,5) 43,2 (32,5-80) 0,059¢
ALT (U/L)** 54 (36,4-71) 50 (31-114) 0,637¢
AST/ALT* 1,38 +0,56 091 0,31 0,003°
GGT (U/L)** 108,5 (73,8-156,3) 74,5 (41,3-151,2) 0,068°¢
Plaquetas (10%/mm?)* 123 +72 216 +64 <0,0001°
Albumina (g/dL)* 341 +£0,63 431 £0,29 <0,0001°
Bilirrubina total (mg/dL)** 1,27 (0,70-2,88) 0,60 (0,47-0,80) <0,0001°¢
Fosfatase alcalina (U/L)* 107,2 +41,3 89,7 +£51,5 0,202°
INR* 1,21 £0,20 1,05 +0,08 0,003°
APRI** 2,35 (1,04-4,36) 0,69 (0,40-1,11) <0,0001°¢
FIB-4** 0,001°¢
5,63 (4,37-11,27) 1,85 (1,17-2,38)

*Média + desvio padrdo; **Mediana (P2s-P7s); “Teste Qui-quadrado. °Teste T. °Teste de Mann-Whitney. ALT:
alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; GGT: gama glutamil transferase; INR: Razéo
normalizada internacional; APRI: indice da relagdo aspartato aminotransferase sobre plaquetas; FIB-4: indice
de fibrose baseado em quatro fatores.

O MM por PLS-DA para predicdo de FS mostrou uma clara discriminagéo entre as
amostras quando foram utilizadas trés componentes latentes (Figura 1, A). O modelo
apresentou 100% de acuréacia e R2 de 0,98 quando cinco componentes latentes foram utilizadas
(Figura 1, D). Também foram realizados testes com até 1000 permutag@es, que indicaram, com
p<0,001, que nenhum modelo permutado apresentou resultado superior ao modelo original
(Figura 1, G).
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Figura 1. Analise PLS-DA dos modelos metabonémicos para predicdo de fibrose
significativa, avancada e cirrose em 69 pacientes com hepatite C cronica, em Recife/PE,
no periodo de 2012 a 2015. Modelos PLS-DA para predicdo de FS (A, D, G), FA (B, E, H) e
cirrose (C, F, 1). Gréfico de escores 3D (A, B, C); Validagdo cruzada utilizando diferentes
numeros de componentes latentes para classificagdo do modelo metabondmico com
acuracia=1,0/1,0/0,84, R?=0,98/0,98/0,56 e Q2=0,92/0,93/0,27, utilizando 5 componentes
latentes (D, E, F); Estatisticas do teste de permutacdo para 1000 permutagfes com estatistica
observada do modelo de predicdo da acuracia com p <0,001 (G, H, ).

—— . . —T ] T R

e S N [T7T] { | [ TTTT7T1 1 InessnaEEE
$ a1 11 - T et | Lt O S S,y
- 1 !—-____4- — Fs € | ™ f—
: Ll [ | | | || ° o4+ I D
- 1™ NEREEE ~ f ol L 1 @ M L] I T S
~ m 3 t— | Fibrosis 2 # - . = - | |
P stage ~ Fibrosis
- <, 0l % 3 tage O e
@ [ 9 : FLF4 s @FLF4 or
< o ——ta] i —— @FfoFL — :
2 o [ (S L] ’ b O uas g @FF
£ o 11 1 4 OEEEEE
s LS WNEEARD E
“ ) T T o |- T

a1 1 1| o L]
8
L2 = ==
[ T
B y va
f . i
Con 27" [
oney, ) 3 Mongny b (2
. 1¢
comP 3.4 comP
- - m y - M [T s acy - acy

ooo
onr

ooo
oDe

ooo
22z
2

L]

L il

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
"

Perform
00 02 04 06 08
[
Perfarman
0 0z 04 0
I I L
[
I
[
{
Perform
00 02 04 06 08
~

Humber of components

Os resultados do MM construido para predicdo de FS, usando o formalismo LDA e
validado por LOOCV, sédo apresentados na Tabela 3 e foram comparados aqueles observados
usando o indice APRI, com pontos de corte 0,5 e 1,5. O MM mostrou S de 97,6% (IC 95%:
87,4-99,9%), similar a do APRI com ponto de corte 0,5, que apresentou S de 85,7% (IC 95%:
71,5-94,6%). A RVN do MM para excluir FS foi 0,03 (IC 95%: 0,004-0,2), enquanto que a
RVN para valores de APRI < 0,5 foi 0,3 (IC 95%: 0,1-0,7). O MM apresentou E 92,6% (IC
95%: 75,7-99,1%) e RVP 13,2 (IC 95%: 3,5-50,1), similares a do APRI com ponto de corte 1,5,
que mostrou E 90,5% (IC 95%: 69,6-98,8%), e RVP 5,9 (IC 95%: 1,5-23,2) para valores > 1,5.



Tabela 3. Desempenho dos modelos metabondmicos, APRI e FIB-4 para predicédo de
fibrose significativa, avangada e cirrose em 69 pacientes com hepatite C cronica, em
Recife/PE, no periodo de 2012 a 2015.
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Fibrose significativa

Bidpsia Sensibilidade Especificidade RVP RVN A
Modelo = = -
(N=69) F 4_ Fl- (%) ICss6 (%) I1Cs5% 1Co5% 1Cos% (%)
>F2 4 2 <0001 976 874-999 926 757991 132 35-501 003 000402 957
<F2 1 25
APRI
(N=68)
>0,5 36 13 0,001° 857 715-946 500 29,9-0,70 1,71 1,2-2,6 0,3 0,1-0,7 72,0
<05 6 13
>15 19 2 0001 452 299613 923 749990 59 15232 06 0408 632
<15 23 24

Fibrose avancada
Modelo FSBIO% o Sensibilidade Especificidade RVP RVN A
(N=69) E 4_ F2- (%0) 1Co5% (%) 1Co5% 1Co5% 1Cos59% (%)
>F3 27 2 <0,001 964 81,7991 951 835994 198 51-765 0,04 0,005-03 957
<F3 1 39
FIB-4
(N=68)
>145 25 24 0012 893 718977 400 249567 15 1120 03 0108 603
<145 3 16
>3,25 21 3 <0,001 750 551-89,3 925 79,6-984 10 3,3-30,3 0,3 0,1-0,5 85,3
<325 7 37
Cirrose
Modelo Bic’>psilziO ” Sensibilidade Especificidade RVP RVN A
(N=69)  Fa F3' (%)  ICws% (%)  ICosw% ICosos ICoss (%)
F4 18 1 <0,001 100 81,5-100 98,0 89,6-999 338 6,9- 0,03 0.002-04 98,6
* 163,7 *

<F4 0 50
APRI
(N=68)
>1,00 14 16 0002 778 524936 680 533805 24 1539 03 0108 706
<1,00 4 34
>2,00 9 9 0,008 500 260-740 820 686914 28 1359 06 0410 735
<2,00 9 41

Teste Exato de Fisher; PTeste do qui-quadrado; *Valor estimado; RVP: Razdo de Verossimilhanca Positiva; RVN:

Raz&o de Verossimilhanca Negativa.
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O MM por PLS-DA para predicdo de FA, usando trés componentes latentes,
discriminou bem as amostras, alcangando acuracia de 100% com 5 componentes latentes. O
teste de permutacdes indicou que os modelos permutados ndo foram melhores que o modelo
original (Figura 1 B, E, H). O MM por LDA para predicao de FA apresentou S de 96,4% (IC
95%: 81,7-99,1%) e RVN de 0,04 (IC 95%: 0,005-0,3), semelhante ao resultado do FIB-4 com
ponto de corte 1,45, que mostrou S de 89,3% (IC 95%: 71,8-97,7%) e VPN de 0,3 (IC 95%:
0,1-0,5) pata valores < 1,45. Os dois métodos também apresentaram bom desempenho na
predicdo de presenca de FA, com E de 95,1% (IC 95%: 83,5-99,4%) e RVP de 19,8 (IC 95%:
5,1-76,5) para 0 MM, e E de 92,5% (IC 95%: 79,6-98,4%) para o FIB-4 com ponto de corte
3,25 e RVP de 10 (IC 95%: 3,3-30,3) para valores > 3,25 (Tabela 3).

O modelo PLS-DA para predigdo de C, usando trés componentes latentes também
discriminou adequadamente as amostras, alcancando acuracia da ordem de 84,0% com 5
componentes latentes. O teste de permutacdes indicou que o modelo original ndo foi superado
por nenhum dos modelos permutados (Figura 1 C, F, I). O modelo LDA para predicdo de C
mostrou S de 100% (IC 95%: 81,5-100%) e RVN de 0,03 (IC 95%: 0,002-0,4), similar ao
resultado do APRI com ponto de corte 1,0, que apresentou S de 77,8% (IC 95%: 52,4-93,6) e
RVN 0,3 (IC 95%: 0,1-0,8) para valores < 1,0. O MM apresentou ainda E 98% (IC 95%: 89,6-
99,9%), similar a do APRI com ponto de corte 2,0, que mostrou E 82% (IC 95%: 68,6-91,4),
porém com RVP de 33,8 (IC 95%: 6,9-163,7), superior a de valores de APRI > 2,0, que
apresentou RVP 2,8 (IC 95%: 1,3-5,9). Este resultado indica que, dado um teste positivo pelo
MM, a probabilidade de presenca de cirrose foi de 33 vezes a probabilidade de auséncia de
cirrose, enquanto que, pelo APRI, foi de 2,8 vezes. (Tabela 3).

De uma forma geral, os MM apresentaram elevada acuracia e desempenho similar ao

do APRI, para predicdo de FS e C, e similar ao do FIB-4, para predi¢cdo de FA (Figura 2).



65

Figura 2. Comparacdo de desempenho dos modelos metabonémicos, APRI e FIB-4, em 69
pacientes com hepatite C cronica, em Recife/PE, no periodo de 2012 a 2015. (A)
Comparacdo de desempenho do MM e APRI para FS; (B) Comparacdo de desempenho do MM
e FIB-4 para FA; (C) Comparacao de desempenho do MM e APRI para cirrose.
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A AUROC do APRI para predigéo de FS e C foi 0,79 (IC 95%: 0,68-0,90) e 0,76 (IC
95%: 0,61-0,91), respectivamente, enquanto que a AUROC do FIB-4 para predicdo de FA foi
de 0,84 (IC 95%: 0,74-0,95).

Dos 68 pacientes com determinacdo do indice APRI, 27 (39,7%) tinham valores do
indice entre o ponto de corte inferior e superior (> 0,5 e < 1,5), a chamada zona cinza, quando
ndo € possivel excluir ou confirmar FS. Destes, 17 (63%) tinham FS pelo METAVIR. Todos
o0s pacientes foram corretamente classificados pelo MM. Da mesma forma, dentre 25 (36,8%)
pacientes com valores de FIB-4 na zona cinza (> 1,45 ¢ <3,25), o MM identificou corretamente
4 (16%) com FA. Desta forma, os MMs apresentaram acuracia de 100% para predicao de FS e
FA quando os valores do indice APRI e FIB-4 encontravam-se na zona cinza. Considerando-se
39,7% de pacientes ndo classificados e 11,8% de pacientes incorretamente classificados,
utilizando-se apenas 0 APRI como preditor de FS, a bidpsia hepatica teria sido corretamente
evitada em 48,5% dos pacientes, enquanto que, utilizando-se apenas 0 MM, a bidpsia teria sido
corretamente evitada em 95,7% dos pacientes. Em relacéo ao FIB-4, considerando-se 36,8% de

pacientes ndo classificados e 8,8% de pacientes incorretamente classificados, utilizando-se
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apenas esse indice como preditor de FA, a bidpsia teria sido corretamente evitada em 54,4%
dos pacientes, enquanto que o MM teria evitado a bidpsia em 95,7% dos pacientes.

Discussao:

Observou-se neste estudo que quanto mais avangado o estagio de fibrose hepatica, maior
a média de idade e maior o comprometimento da funcdo hepética. De fato, esses achados
indicam a progressédo da fibrose e refletem a historia natural da doenca, que é principalmente
fibrosante e que, em média, progride para cirrose em cerca de 30 anos, nos pacientes ndo
tratados (22).

Os MM s desenvolvidos neste estudo para predi¢do de FS, FA e C, em pacientes com
HCC, apresentaram elevada acuréacia, com valor de S, E e A acima de 90%. Na prética,
considerando-se os intervalos de confianca, os resultados poderiam ser classificados como
similares aos dos indices APRI e FIB-4. Entretanto, quando comparado ao APRI, 0 MM
mostrou maior poder preditivo positivo pds teste para o diagnostico da cirrose. Adicionalmente,
0 método foi capaz de discriminar corretamente todos 0s pacientes que apresentaram valores
de APRI e FIB-4 na zona cinza para predicdo de FS e FA, respectivamente, quando estes indices
ndo podem determinar auséncia ou presenca de fibrose. 1sso poderia evitar grande nimero de
bidpsias nesses pacientes.

A metabolomica tém provado ser promissora na avaliacdo da gravidade da doenca
hepatica e na cirrose e suas complicacdes. De fato, Amathieu et al. correlacionaram a gravidade
da insuficiéncia hepatica em pacientes com doenca hepatica cronica por alcool, medida pelo
MELD, com deficiéncia no metabolismo de lipido, glicose e aminoacidos(23). Os mesmos
autores, usando MM por OPS-DA, através de RMN H1 de soro, separaram 93 pacientes com
cirrose alcodlica compensada de 30 pacientes com faléncia hepatica cronica agudizada, com Q2
0,73 e R? de 0,63 (24). Além disso, Jiménes et al., utilizando espectro de RMN H1 de soro de
pacientes cirréticos, conseguiram discriminar aqueles com encefalopatia minima daqueles sem
encefalopatia. (25). Yu e colaboradores, estudando 24 pacientes com doenca hepatica crénica
por hepatite B cronica e 23 controles saudaveis, desenvolveu modelo por cromatografia
gasosa/espectrosmetria de massa que discriminou pacientes com maior grau de
comprometimento hepatico (MELD > 30) daqueles com MELD entre 20 e 30 e MELD < 20
(26) Achado similar foi descrito por Qi e colaboradores, que demonstraram que modelo por
OPLS-DA, baseado em RMN H1 de amostras de soro, discriminou 30 pacientes com cirrose

compensada de 30 pacientes com cirrose descompensada, com 85% de acuracia (27) .
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Em relacdo a avaliacdo de fibrose hepética, as estratégias metabonémica e
metabol6mica também tém se mostrado promissoras. Sands et al., analisando espectro de RMN
H1 de soro de controles saudaveis e de pacientes com HCC, construiram MM por OPLS-DA,
utilizando classificacao de fibrose por METAVIR e indice ELF como padréo de referéncia, e
demonstraram que foi possivel discriminar 6 pacientes sem fibrose (FO) de 34 pacientes com
fibrose moderada (F1-F2) e de 22 pacientes com fibrose avancada (F3-F4), na coorte de
validacdo (28). Embade et al., diferenciaram 27 pacientes com HCC e cirrose (F4) de 30
pacientes com HCC sem fibrose (F0), utilizando modelo PLS-DA, através de anélise de
espectro de soro por RMN H1 (29). Adicionalmente, Sarfaraz et al, utilizando espectroscopia
de RMN H1 de soro de 45 pacientes com HCC e classificacdo histopatoldgica de fibrose,
construiram modelo metabondmico por PLS-DA que discriminou pacientes FO-F2 de pacientes
F3-F4, com bom poder preditivo (R? 0,673).(30).

Este estudo corrobora os achados desses autores e sugere que a estratégia metabonémica
é capaz de discriminar pacientes com HCC e estdgio de fibrose FO-F1 de pacientes F2-F4;
pacientes FO-F2 de pacientes F3-F4 e pacientes FO-F3 de pacientes F4. Adicionalmente, o
método mostrou-se capaz de discriminar corretamente todos 0s pacientes que apresentaram
valores de APRI e FIB-4 na zona cinza, quando estes indices ndo conseguem determinar
auséncia ou presenca de fibrose significativa e avancada, respectivamente.

Como limitacdo do estudo, o pequeno o nimero de pacientes testados pode restringir a
aplicabilidade do método. Ressalta-se ainda que os modelos foram validados internamente, o
que pode ter super-ajustado os resultados. Desta forma, sdo necessarios novos estudos, com
maior nimero de pacientes e validacdo externa dos modelos, a fim de confirmar seu

desempenho, para posterior incorporacdo na pratica clinica.

Concluséo:

Neste estudo preliminar, a estratégia metabonémica foi capaz de discriminar fibrose
hepatica significativa, fibrose avancada e cirrose em pacientes com HCC, mostrando-se
promissora como ferramenta ndo invasiva de estadiamento de fibrose hepatica. O método
apresentou elevada acurécia para o classificagdo de fibrose na zona cinza dos indices APRI e

FIB-4, o que poderia evitar grande numeros de bidpsias nesses pacientes.
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5.2- Resultados Suplementares

O intuito inicial da pesquisa era desenvolver MMs para predicdo do estagio de fibrose
em pacientes com HCC atendidos em PE, e em seguida, validar os MMs em populacdo de
pacientes com HCC de outra area geografica. Com este objetivo, decidiu-se testar os MMs
construidos a partir de amostras de soro de pacientes de PE em uma populacdo de pacientes
com HCC atendidos em um centro de referéncia em hepatologia do RJ. Entretanto, a anélise
n&o supervisionada dos espectros de RMN H1 das amostras de soro de todos 0s pacientes por
PCA, mostrou que havia diferencas metabdlicas intrinsecas as populagdes, que as separavam
em duas classes distintas (Apéndice D, Figura 1). Desta forma, os MMs desenvolvidos em
pacientes de PE ndo se aplicavam para validagdo na populacéo do RJ.

As principais caracteristicas das duas populacdes sdo mostradas no Apéndice D, Tabela
1. Observa-se que os pacientes de PE apresentavam idade média superior e niveis mais elevados
de glicose, além de niveis séricos de bilirrubina mais elevados, INR mais alargado e maior
média do indice FIB-4, enquanto que os pacientes do RJ apresentavam niveis séricos mais
elevados de AST, colesterol total e LDL. O percentual de pacientes com fibrose avancada foi
superior em PE (40.6% em PE x 28,3% no RJ), visto que o estudo pernambucano incluiu
pacientes com cirrose clinicamente diagnosticada, porém essa diferenca ndo apresentou
significancia estatistica.

Decidiu-se, entdo, criar MMs para predicdo de fibrose especificos para a populacéo do

RJ, que sdo mostrados no artigo a seguir.
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Resumo: Introducéo: O padrdo-ouro na avaliacdo de fibrose em pacientes com hepatite C
cronica (HCC) é a bidpsia hepética, método invasivo, sujeito a complicacdes e a erros.
Alternativamente, biomarcadores vém sendo testados. A metabondmica é uma estratégia de
analise, que utiliza dados espectrais de RMN H1 para classificar biofluidos, em funcéo do seu
status bioquimico. Objetivo: Desenvolver modelos metabondémicos (MM), através de espectros
de RMN H1 de amostras de soro, para predicéo de fibrose hepatica significativa (FS) e avangada
(FA) em pacientes com HCC, e comparar com os escores APRI e FIB-4, utilizando a bidpsia
como padréo de referéncia. Métodos: Dentre 180 pacientes incluidos, 126 (70%) constituiram
a populacdo de construcdo dos modelos e 54 (30%) a populagéo de validagdo. Pacientes com
diagndstico de doenca hepatica por outra etiologia, coinfeccdo HBV/HIV ou ingestdo excessiva
de etanol foram excluidos. Espectros de RMN H1 foram obtidos utilizando o espectrémetro
Varian Unity 300. Os MM foram construidos usando PLS-DA e LDA, a partir da matriz de
escores da PCA, considerando FS (METAVIR > F2) e FA (METAVIR > F3) e 0 desempenho
foi comparado ao dos indices APRI e FIB-4. Resultados: Cento e trés pacientes (57,2%)
apresentaram FS e 51 (28,3%) FA. Os MM validados externamente apresentaram sensibilidade
e especificidade de 100% (IC 95%: 86,8-100%) e 100% (IC 95%: 87,7-100%), para predicdo
de FS, e de 100% (IC 95%: 71,5-100%) e 100% (IC 95%: 91,8-100%), para predicdo de FA,
com desempenho similar ao do APRI e FIB-4. Os MM classificaram corretamente 95 (54,3%)
pacientes com valores intermediarios de APRI (entre 0,5 e 1,5) e 76 (44,2%) com FIB-4 entre
1,45 e 3,25. Conclusdo: Os MM desenvolvidos apresentaram elevada acurécia para predicdo
de FS e FA em HCC, com a vantagem de classificar corretamente a fibrose na zona cinza do

APRI e FIB-4, reduzindo a necessidade de bidpsia nesses pacientes.
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Introducéo:
Cerca de 130 a 170 milhdes de pessoas no mundo estdo cronicamente infectadas com o

virus da hepatite C (HCV) (1) e estima-se que cerca 500 mil individuos morreram em 2010 em
decorréncia de doencas relacionadas ao virus, incluindo cirrose e carcinoma hepatocelular
(CHC). (2) No Brasil, a prevaléncia estimada de hepatite C é 1.450.000 casos (3) e cerca de 8
mil mortes decorreram de doencas relacionadas ao HCV em 2013. (4) A fibrose hepatica,
resultante de infeccdo viral cronica, leva a alteracdes estruturais e funcionais do érgdo, com
aumento do risco de desenvolvimento da cirrose e suas complicacoes. (5,6)

O advento dos novos antivirais de acdo direta, que atuam em diferentes alvos da
replicacdo viral, mudou drasticamente o cenério do tratamento da hepatite C crbnica. O uso
combinado das novas drogas permite tratamento por via oral, bem tolerado, por periodo curto
(12 a 24 semanas) e com baixo risco de resisténcia. A resposta virologica sustentada ocorre em
mais de 95% dos pacientes (7,8), e estd associada a reducdo de mortalidade em 2 a 3 vezes e
reducdo do risco de CHC em 5 a 10 vezes, no periodo de 5 a 10 anos. (9) Os pacientes com
fibrose significativa tem maior risco de progressdo da doenca. Por este motivo o tratamento
estd formalmente indicado nos pacientes a partir deste estadgio de fibrose (7) Entretanto o
tratamento ndo estad amplamente disponivel pelo sistema publico de saude no Brasil, sendo
disponibilizado apenas para pacientes com fibrose hepatica avangada (METAVIR >F3) ¢ para
aqueles em situacdo clinica especial, como os coinfectados, transplantados, renais cronicos ou
com manifestacdo extra-hepatica da doenca (10). Desta forma, o diagnostico acurado da fibrose
significativa e avancada é importante na pratica clinica dos servigos publicos de salde, para
determinar a necessidade e urgéncia do tratamento, e para monitorar complicagdes da doenca.

A bidpsia hepética ainda é considerada padrdo-ouro na avaliacdo da fibrose hepatica,
porém o procedimento € invasivo, com complicacdes menores, principalmente dor, ocorrendo
em 6,5% dos casos (11), complicacdes maiores, como sangramento moderado a severo,
ocorrendo em 0,05 a 5,3% dos casos (12-14) e mortalidade em torno de 0,01% (12,15). Erro
de amostragem na obtencdo do espécime e variabilidade intra e inter-observador na avaliacdo
histopatoldgica podem levar a resultados discordantes em 33% dos casos (16), tornando a
bidpsia um padrdo de referéncia imperfeito. Por estes motivos, varios marcadores ndo invasivos
de avaliacdo de fibrose, soroldgicos e fisicos, tém sido testados. Dentre os marcadores
soroldgicos, destacam-se 0 APRI e FIB-4, amplamente utilizados em pacientes com HCC, por
serem ndo patenteados e baseados em parametros clinicos e laboratoriais facilmente obtidos.
(17,18). De uma maneira geral, os marcadores soroldgicos apresentam boa acuracia para excluir

fibrose significativa e confirmar cirrose, porém ndo sdo hepato-especificos e falham no
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diagnéstico da fibrose intermediéria (19). O intervalo compreendido entre os pontos de corte
inferior e superior dos indices é chamado de zona cinza, ndo sendo possivel, nesses casos,
excluir ou confirmar fibrose significativa ou avancada. Em metanalise incluindo 14 estudos e
varios biomarcadores, incluindo APRI, Fibrotest®, indice Forns e Enhanced Liver Fibrosis
score® (ELF), Parkes et al. demonstraram que apenas 30 a 35% dos pacientes sdo corretamente
classificados com presenca ou auséncia de fibrose significativa, podendo dispensar a bidpsia
(20).

A metabonémica é definida como "uma medida quantitativa da resposta metabolica,
dindmica e multiparamétrica, de organismos vivos diante de modificagdes patolégicas ou
genéticas" (21). Em funcdo da homeostase, a presenca de uma condicdo patolégica altera o
perfil de metabolitos enddgenos, o que pode ser monitorado pela espectroscopia de RMN H1,
visto que a maioria dos metabolitos conhecidos contém atomos de hidrogénio (22). Desta
forma, o método procura discriminar as amostras em grupos associados ao seu status
bioquimico, sendo, portanto, especifico para uma determinada doenca (22,23). A analise dos
metabolitos de um biofluido pode ser quantitativa ou qualitativa. Enquanto a metabonémica
estuda o perfil bioquimico da amostra, a metaboldmica procura identificar e quantificar os
principais metabdlitos determinantes deste perfil. O processamento e andlise dos dados
espectrais de RMN H1 utiliza técnicas estatisticas multivariadas (24,25) e o método tem
mostrado grande potencial no diagnéstico de doencas, descoberta de novos biomarcadores e
identificacdo de vias bioquimicas alteradas, devido a processos patolégicos ou uso de drogas
(26). Em nosso meio, Godoy et al., utilizando modelo metabonémico, construido a partir de
espectro de RMN H1 de amostras de urina, conseguiram discriminar pacientes com HCC de
individuos saudaveis (27). Em virtude das alteracBes bioquimicas que 0s mecanismos
relacionados a fibrose hepéatica podem ocasionar, o objetivo deste estudo foi desenvolver
modelos metabondmicos, utilizando espectro de RMN H1 de amostras de soro, como método
ndo invasivo para predi¢do de fibrose hepatica significativa e avancada em pacientes com HCC,
e comparar com os indices APRI e FIB-4.
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Pacientes e Métodos:

Tipo de estudo e selecédo de pacientes:

Trata-se de estudo transversal, do tipo validacao de teste diagnostico fase 11 (28), com
inclusdo prospectiva, por demanda espontanea, de pacientes com idade superior a 18 anos,
diagnostico de HCC (anti-HCV e HCV-RNA detectaveis no soro) e que realizaram bidpsia
hepéatica percutanea no momento da inclusdo no estudo, como rotina de avaliagdo pré-
tratamento. Os pacientes fizeram parte de um estudo desenvolvido no ambulatério de
Hepatologia do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho/Universidade Federal do Rio de
Janeiro (HUCFF/UFRJ), entre 2010 e 2014 (29). Pacientes com tratamento antiviral prévio,
doenca hepatica autoimune, metabolica ou colestatica, coinfeccdo com o virus da hepatite B ou

virus da imunodeficiéncia humana, abuso de alcool ou transplante hepatico foram excluidos.

Alocacéo dos pacientes:

Os pacientes foram alocados em dois grupos. O primeiro grupo, denominado modelo,
incluiu 70% pacientes e foi utilizado para construcdo dos MM. O segundo grupo, denominado
validacao, incluiu 30% pacientes e foi utilizado para validagdo externa dos MM.

Os pacientes foram ainda agrupados de acordo com o estagio de fibrose hepética, pela
classificacdo histopatoldgica METAVIR (30) em: fibrose significativa (FS: METAVIR >F2) e
fibrose avancada (FA: METAVIR >F3).

Andlise laboratorial, determinagdo do APRI e FIB-4:

Os pacientes realizaram coleta de sangue em jejum, por puncédo de veia periférica, no
dia da realizacdo da biopsia ou com intervalo maximo de 3 meses, que foi centrifugado para
obtencdo de soro, estocado a -70°C. Os testes laboratoriais foram realizados por método
automatizado no laboratério do HUCFF/UFRJ. A pesquisa do RNA-HCV e gendtipo foram
realizados por técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real, utilizando
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® (versdo 2, Roche, Pleasanton, CA, EUA) com o
limite de 15 Ul/mL de deteccéo.

Os indices APRI e FIB-4 foram calculados de acordo com as formulas anteriormente
descritas (17,31). Os pontos de corte <0,5 e >1,5 do APRI foram utilizados para o excluir e
confirmar FS. Para o FIB-4, os pontos de corte <1,45 e > 3,25 foram utilizados para excluir e

confirmar FA.
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Anélise de Ressonancia Magnética Nuclear:

Amostras de soro estocadas a -70°C, foram descongeladas & temperatura ambiente, e,
em seguida, 200 pL de DO (&gua deuterada) foram adicionados a 400 pL de cada amostra,
que, ap6s homogeneizacao, foram transferidas para tubos de RMN de 5 mm. Os espectros de
RMN foram obtidos utilizando espectrometro Varian Unity Plus 300, operando a 299,95 MHz
para nucleo 1H, a 300 K. As amostras foram analisadas usando uma sequéncia de pulsos com
supressdo da ressonancia da dgua (PRESAT), utilizando tempo de pré-saturacéo igual a 2,0 s,
tempo de aquisicao igual a 1704 s, 128 repeticdes e largura espectral de 4,8 kHz. Sequéncia
Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) foi utilizada como filtro T2. Cada decaimento livre da
indugdo foi multiplicado por uma fungdo exponencial de 0,3 Hz antes da transformacdo de
Fourier. O sinal atribuido ao grupo metila do lactato, em & 1,33 ppm, foi utilizado como
referéncia interna de deslocamento quimico. A linha de base dos espectros foi corrigida

manualmente.

Bidpsias hepaticas:

As bidpsias hepaticas percutaneas, guiadas por US, foram realizadas com agulha Tru
Cut 14 ou 16G (TSK Laboratoério, Akasaka, Japao), obtendo fragmento de até 20 mm por
puncgdo. Fragmentos com extensdo menor que 10 mm ou contendo menos de 6 espagos porta
foram considerados inadequados. Os espécimes foram fixados em solucdo de formol a 10%,
adicionados a bloco de parafina, cortados com espessura de 5 um, e entdo corados por
hematoxilina e eosina, cido periddico-Schiff, reticulina, tricrdomico de Masson e Picrosirius.

A fibrose foi classificada de FO a F4, segundo METAVIR (30), por patologista
experiente, cego em relacdo aos resultados clinicos e soroldgicos.

Anélise estatistica da casuistica:

A andlise descritiva e comparativa da casuistica foi realizada com os programas STATA
(versdo 12.0, StataCorp, College Station,Texas), GraphPad Prism (versdo 5.0 para Windows,
GraphPad Software, La Jolla, California) e Excel 2010 (Microsoft Office 2010). As variaveis
gualitativas foram apresentadas como frequéncias absolutas e relativas. A normalidade das
variaveis foi verificada usando o teste de Kolmogorov-Smirnov. As varidveis quantitativas
foram expressas como medias e desvio padrdo ou medianas e percentil 25 e 75. O teste de Qui-
guadrado foi usado para comparar variaveis categoricas, aplicando o teste exato de Fisher

guando necessario. Para a analise comparativa de medidas continuas ndo paramétricas, utilizou-
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se o teste de Mann-Whitney, e para medidas paramétricas, o teste T de Student. Todos os testes

foram aplicados com 95% de confianga (valor de p < 0,05).

Analise estatistica multivariada dos dados espectrais e desenvolvimento dos MM:

Todos os espectros foram processados usando o software MestreNova (versédo 9.0.1,
MestreLab Research). Os espectros foram divididos em 250 regides de 0,04 ppm denominadas
“bins”, e usadas para construir uma matriz de amostras versus variaveis (bins). A regido
contendo os bins centrados entre & 4,52 - 5.12 ppm foi excluida para eliminar o sinal residual

de agua. Os espectros foram normalizados, usando a seguinte expressao:

X, —X

x:
o

Onde x; ¢ a intensidade em cada bin, enquanto & € a média aritmética das intensidades
observadas nos bins, e ¢ ¢ o desvio-padréo.

Na construcdo dos MM, o formalismo PCA foi aplicado, inicialmente, a todo o conjunto
de dados, para explorar agrupamentos inerentes e identificar a presenca de outliers. A PCA néo
apresentou agrupamento nas classes de interesse. Foram utilizados, entdo, os formalismos
supervisionados PLS-DA e LDA para construir os modelos. Dois modelos PLS-DA, para
predicdo de FS e FA, foram construidos utilizando-se a matriz de dados normalizada, na
plataforma online MetaboAnalyst 3.0 (32). Os modelos LDA foram construidos no software
STATISTICA (versdo 10.0, Quest software), a partir da matriz de escores da PCA como dado
de entrada e utilizando o lambda de Wilks, para selecionar os componentes principais (PCs) a
serem utilizadas nas funcGes discriminantes. Com estes modelos, uma melhor separagdo dos
grupos foi conseguida. Dois modelos LDA foram construidos: para a predigdo de FS, utilizando

trés PCs e para predicdo de FA, também utilizando trés PCs.

Anélise de desempenho dos MM e indices APRI e FIB-4:

Os MM LDA foram testados na populagao modelo por validagdo cruzada “leave-one-
out-cross-validation” (LOOCYV) e na populacdo validagdo por validagdo externa. Tabelas de
contingéncia 2x2 foram utilizadas para o célculo de sensibilidade (S), especificidade (E), razdo
de verossimilhanga positiva (RVP), razdo de verossimilhanca negativa (RVN), e acuracia (A)
dos MM e dos indices APRI, com os pontos de corte inferior de 0,5 e superior de 1,5, e FIB-4,
com pontos de corte 1,45 e 3,25. Uma curva ROC foi construida para os indices APRI e FIB-
4,
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Consideragcdes Eticas:
Todos os participantes assinaram termo de consentimento livre e esclarecido. O projeto
de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Satde/

Universidade Federal de Pernambuco, sob o nimero 93.127/2012

Resultados:

Foram incluidos 180 pacientes, 59,4% do sexo feminino, com idade mediana de 54 anos.
Em 151 pacientes o gendtipo foi determinado, sendo mais frequente o genétipo 1a, presente em
57 (37,7%) pacientes, seguido do 1b em 52 (34,4%), gendtipo 1 em 23 (15,2%), 3a em 14
(9,3%), gendtipo 2 em 3 (2%) e genotipo 3 em 2 (1,3%) pacientes.

O grupo modelo incluiu 126 (70%) pacientes e o grupo validacao incluiu 54 (30%)
pacientes. A Tabela 1 mostra que as principais caracteristicas clinicas e laboratoriais dos dois

grupos foram semelhantes.
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Tabela 1. Principais caracteristicas demograficas e laboratoriais de 180 pacientes com hepatite C
crénica, de acordo com o tipo de populacao (modelo e validacédo) no Rio de Janeiro/RJ, no periodo
de 2010 a 2014.

Caracteristicas Total (n=180) Modelo (n=126) Validacéo (n=54) p
Sexo (n, %)
Masculino 73 (40,6%) 56 (44,4%) 17 (31,5%) 0,105
Feminino 107  (59,4%) 70 (55,6%) 37 (68,5%)
IMC (kg/m?)* 26,7 51 26,7 +5,26 26,7 *4,56 0,980°
Idade (anos)** 54 (47-59,8) 55 (48-60) 53,5 (43-59,2) 0,213°
AST (U/L)** 51 (38-78) 53 (38,2-83,2) 48 (33-67,5) 0,085¢
ALT (U/L)** 745 (57,8-126,2) 765 (57-127) 70,5 (58-116,5) 0,605
GGT (U/L)** 87 (48-145) 88 (49-154) 78 (44-144) 0,585°
Plaquetas (10%/mmq)* 202 +62 200 +62 216 +62 0,110°
Albumina (g/dl)** 4 (3,8-472) 41 (3,8-4,3) 4,0 (3,8-4,2) 0,490°
Bilirrubina total 0,6 (0,4-0,7) 05 (0,4-0,7) 0,233¢
(Ma/dL)™ 0,6 (0,40-0,70)
1 C
(nglia;tfe alcalina 965 (78-119.2) 98 (77-127) 95 (82-112) 0,566
1,00 (1,00-1,05) 1,00 (1,00- 0,585¢
INR** 1,00 (1,00-1,02) 1,01)
Extensdo do fragmento 4 55, 34 1,53 +0,34 152 +0,41 0,929
hepatico (cm)*
15,9 4554 15,83 +5,19 16,31 *6,30 0,608°
NUmero de EP* 8 — 7
Fibrose significativa (n, %)
F2-F4 103 (57,2%) 77 (61,1%) 26 (48,1%) 0,107
Fibrose avancada (n, %)
F3-F4 51 (28,3%) 40 (31,7%) 11 (20,4%) 0,121°

*Média + desvio padrdo; **Mediana (P2s-P7s); *Teste Qui-quadrado; "Teste T; “Teste de Mann-
Whitney; IMC: indice de massa corporal; ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato
aminotransferase; GGT: gama glutamil transferase; INR: Raz&o normalizada internacional; EP:
espacgos porta.

O fragmento hepatico apresentou tamanho médio de 15,2 mm + 3,6 mm, com 15,98 +
5,54 espacos portais. O estagio de fibrose pela classificagdo METAVIR foi assim distribuido:
FO em 3 (1,7%) pacientes; F1 em 74 (41,1%); F2 em 52 (28,9%); F3 em 37 (20,6%) e F4 em
14 (7,8%). Portanto, 103 (57,2%) pacientes foram classificados como FS e 51 (28,3%) como
FA.

Os pacientes com fibrose significativa e avangada apresentaram idade mais avancada,
niveis mais elevados de AST, ALT, GGT e FA, valores de APRI e FIB-4 mais elevados, além
de menor contagem de plaquetas, em relacdo aos grupos com menor estagio de fibrose. Os
pacientes com fibrose avancada apresentaram ainda maior relagdo AST/ALT, niveis mais
elevados de BT e maior valor de INR, em relagcdo aos pacientes com menor estagio de fibrose
(Tabela 2).
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Tabela 2. Principais caracteristicas demograficas e laboratoriais de 180 pacientes com
hepatite C cronica, de acordo com o grupo de fibrose, no Rio de Janeiro/RJ, no periodo
de 2010 a 2014.

Grupo de fibrose
Caracteristicas Significativa (>F2) Néo significativa (<F2) p
n =103 n=77
Sexo (M/F, %) 43/60 (41,7/58,3) 30/47 (39,0/61,0) 0,706%
IMC (kg/m?)* 26,8 £5,2 26,6 +4,88 0,832°
Idade (anos)** 57 (52-62) 50 (37-56) <0,0001¢
AST (U/L)** 57,5 (44-105,5) 45 (32-56) <0,0001°¢
ALT (U/L)** 87 (64,3-152) 68 (53-87) 0,001¢
AST/ALT* 0,67 +0,23 0,68 0,22 0,880°
GGT (U/L)** 106 (57-161) 60 (39,5-10,5) <0,0001°¢
Plaquetas (10%/mm?q)* 185 +53 230 +64 <0,0001°
Albumina (g/dL)** 4,0 (3,7-4,2) 4,1 (3,9-4,3) 0,023¢
BT (mg/dL)** 0,60 (0,50-0,75) 0,50 (0,40-0,70) 0,209°
FA (U/L)** 102 (83-130,5) 89 (71-107,5) 0,005°
INR** 1,00 (1,00-1,05) 1,00 (1,00-1,00) 0,073¢
APRI** 0,95 (0,62-1,61) 0,55 (0,36-0,77) <0,0001°¢
FIB-4** 2,20 (1,48-3,23) 1,17 (0,77-1,63) <0,0001°¢
Avangada (>F3) Né&o avancada (<F3)
n=>51 n=129
Sexo (M/F, %) 19/32 (37,3/62,7) 54/75 (41,9/58,1) 0,5712
IMC (kg/m?)* 57 (53-61) 53 (45-59) 0,014¢
Idade (anos)* 275 *5.8 26,3 47 0,180°
AST (U/L)** 79,5 (46,8-140,3) 48 (36-63) <0,0001°¢
ALT (U/L)** 95 (66-181) 71 (55-103,5) 0,001°¢
AST/ALT** 0,70 (0,61-0,92) 0,63 (0,53-0,74) 0,001°¢
GGT (U/L)** 126,5 (88,3-224,5) 65,5 (44-120,5) <0,0001°
Plaquetas (10%/mm?)* 167 +52 220 £59 <0,0001°
Albumina (g/dL)** 39 (3,6-4,1) 4,1 (3,9-4,3) 0,001°¢
BT (mg/dL)** 0,60 (0,50-0,80) 0,50 (0,40-0,70) 0,027¢
FA (U/L)** 102,5 (76,8-131,2) 93 (72,2-114) 0,010¢
INR** 1,00 (1,00-1,09) 1,00 (1,00-1,00) 0,014¢
APRI** 1,26 (0,80-2,84) 0,64 (0,38-0,94) <0,0001°
FIB-4** 2,95 (1,74-4,02) 1,35 (0,84-1,98) <0,0001°¢

*Média + desvio padrdo; **Mediana (P2s-P7s); 2Teste Qui-quadrado; "Teste T; cTeste de
Mann-Whitney: IMC: indice de massa corporal; ALT: alanina aminotransferase; AST:
aspartato aminotransferase; GGT: gama glutamil transferase; FA: fostase alcalina: BT:
bilirrubina total; INR: Razdo normalizada internacional; APRI: indice da relacdo
aspartato aminotransferase sobre plaquetas; FIB-4: indice de fibrose baseado em quatro
fatores; EP: espagos porta.
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A Figura 1 apresenta os resultados dos MM, construidos com o formalismo PLS-DA,
para predicdo de FS e FA. O MM para predicdo de FS mostrou uma clara discriminagéao entre
as amostras quando foram utilizadas duas (Figura 1, C) e trés componentes latentes (Figura 1,
A). A figura de mérito do modelo com 5 componentes latentes mostrou acurécia de 100%. O
grafico de calibragdo, com o coeficiente de determinacgdo R?, apresenta os valores previstos pelo
modelo versus os valores reais, e o gréfico da validagdo cruzada, com o coeficiente de
determinacdo Q?, apresenta os valores previstos pelo modelo (com a retirada de uma ou mais
amostras) versus os valores reais. Um modelo PLS-DA com alto poder discriminatério
apresenta valores de R? e Q2 proximos de 1. O MM para FS obteve R? e Q2 = 0,98, sugerindo
alto poder preditivo (Figura 1, E). O grafico de teste com até 1000 permutagdes, mostrou p <
0,001, indicando que nenhuma das distribui¢cGes formadas pelos dados permutados foi melhor

do que a estatistica observada com base nos dados originais (Figura 1, G).
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Figura 1. Analise PLS-DA dos modelos metabonémicos para predicdo de fibrose
significativa e avangada em 126 pacientes com hepatite C crénica, no Rio de Janeiro/RJ,

,
no periodo de 2010 a 2014.
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Os resultados do MM para predicdo de FS, construido usando o formalismo LDA e

validado por LOOCV e externamente, sdo apresentados na Tabela 3 e foram comparados com

aqueles observados usando o indice APRI, com pontos de corte 0,5 e 1,5. O MM foi capaz de

identificar todos os pacientes com FS tanto no grupo modelo como no grupo validagdo, com S
de 100% (IC 95%: 95,3-100%) no grupo modelo, superior ao APRI com ponto de corte 0,5,
que apresentou S de 85,7% (IC 95%: 77,2-92%), e S de 100% (IC95%: 86,8-100%) no grupo
validacgdo, similar & do APRI.

Tabela 3. Desempenho dos modelos metabonémicos, APRI e FIB-4 para predicdo de
fibrose significativa e avancada em pacientes com hepatite C crénica, no Rio de
Janeiro/RJ, no periodo de 2010 a 2014.

Fibrose significativa

Modelo Biopsia . Sensibilidade Especificidade RVP RVN A

(n=126)  F2-F4 FO-F1 P (%) ICos06 (%) ICos06 1Css0 ICos06 (%)
>F2 77 0 <0,001 100 95,3-100 100 92,8-100 1544 9,8-2447,6 0,01 0,001-0,2 100
<F2 0 49

Validacédo

(n=54)
>F2 26 0 <0,001 100 86,8-100 100  87,7-100 56,9°  3,7-888,9 0,02 0,001-0,3 100
<F2 0 28

APRI

(n=175)
>0,5 85 41 <0,001° 85,9 77,4-92,0 46,0 34,6-57,9 1,59 1,3-2,0 0,31 0,2-0,5 68,6
<05 14 35
>15 28 3 <0,001 283 19,7-382 96,0 88,9-99,2 7,16 2,3-22,7 0,75 0,7-0,9 57,7
<15 71 73

Fibrose avancada

Modelo Biopsia . Sensibilidade Especificidade RVP RVN A

(n=126) F3-F4  FO-F2 P (%) 1Co506 (%) 1Cos9% 1Cos06 1Cosvs (%)
>F3 40 1 <0,001 100 91,2-100 98,8 93,7-99,9 57,3" 11,7-280,1 0,01 0,001-0,2 99,2
<F3 0 85

Validacédo

(n=54)
>F3 11 0 <0,001 100 71,5-100 100 91,8-100 84,3 54-1330,5 0,04" 0,003-06 992
<F3 0 43

FIB-4

(n=172)

> 1,45 43 55 <0,001° 86,0 733942 549  457-639 191 15-2,4 0,26 0,1-0,5 64,0
<145 7 67

> 3,25 19 3 <0,001 38,0 24,7-52,8 97,5 93,0-99,5 15,5 4,8-49,9 0,64 0,5-0,8 80,2
<325 31 119

aTeste Exato de Fisher; "Teste do qui-quadrado; *Valor estimado; RVP: Razéo de Verossimilhanca Positiva; RVN: Raz&o
de Verossimilhanga Negativa. A: Acuracia.
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A razéo de verossimilhanga indica a razdo entre a probabilidade de resultados positivos
(RVP) ou resultados negativos (RVN) em pacientes com fibrose, e a probabilidade do mesmo
resultado em pacientes sem fibrose, e foi utilizada por ndo depender da prevaléncia do estagio
de fibrose na populacdo em estudo, fornecendo um valor de predicéo do teste mais fidedigno
para esta anélise. Considera-se que um teste tem bom poder preditivo positivo quando RVP >10
e bom poder preditivo negativo quando RVN<O0,1.

A RVN para excluir FS do MM foi 0,02 (1C95%: 0,01-0,3) para o grupo validacao,
indicando que, dado que o teste é negativo pelo MM, a probabilidade de auséncia de FS é 50
vezes a probabilidade de presenca de FS. A RVN do APRI < 0,5 foi de 0,31 (1C95%: 0,2-0,5),
indicando que, dado que o teste é negativo pelo APRI, a probabilidade de auséncia de FS € 3,2
vezes a probabilidade de presenca de FS. Este resultado sugere superioridade do MM em
relacdo ao APRI para exclusdo de FS, porém, pelo IC, é considerado similar ao do APRI. Uma
validagdo com maior nimero de pacientes poderia confirmar esta superioridade. Para predicédo
de presenga FS, no grupo validacdo, o MM apresentou E de 100% (1C95%: 87,7-100%) e RVP
56,9 (IC95%: 3,7-888,9), desempenho similar ao APRI 1,5, que mostrou E de 96% (1C95%:
88,8-99,2%) e RVP 7,14 (1C95%: 2,3-22,6) para valores > 1,5. A AUROC do APRI para
predicdo de FS foi de 0,76 (IC95%: 0,68-0,83).

Quanto a FA, a Figura 1 B, D, F e H mostra que o modelo PLS-DA discriminou bem as
amostras, usando trés componentes latentes (Figural, B). As figuras de mérito, com cinco
componentes latentes, resultaram em 100% de acuracia, R? de 0,97 e Q? de 0,96, demonstrando
alto valor preditivo (Figura 1, F). Também foram realizados testes com até 1000 permutacdes,
que indicaram, com p < 0,001, que nenhum modelo permutado apresentou resultado melhor
que o modelo original (Figura 1, H).

O modelo LDA para predicdo de FA também diagnosticou corretamente todos os
pacientes com e sem FA, no grupo validacgdo, e errou apenas um caso no grupo modelo (Tabela
3). Para predicéo de auséncia de FA, 0 MM, no grupo validagdo, mostrou S de 100% (1C95%:
71,5-100%) e RVN 0,04 (IC95%: 0,003-0,6), desempenho similar ao do FIB-4 < 1,45, que
apresentou S de 85,7% (1C95%: 72,8-94,1%) e RVN 0,26 (IC95%: 0,1-0,5). Da mesma forma,
para predi¢do de presenca de FA, no grupo validacdo, o MM apresentou E de 100% (1C95%:
91,8-100%) e RVP 84,3 (1C95%: 5,4-1330). Esses resultados foram considerados similares aos
obtidos com FIB-4 > 3,25, que apresentou E de 97,5% (IC95%: 92,9-99,5%) e RVP 15,6
(1C95%: 4,9-50,5). A AUROC do FIB-4 para predi¢do de FA foi 0,80 (IC95%: 0,73-0,88).

A fim de comparar o desempenho destes trés métodos ndo invasivos para predicdo de

FS e FA, seus valores de S, E e acuracia sao mostrados na Figura 2. De uma forma geral, 0s
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MM apresentaram elevada acurécia, com desempenho similar ao do APRI, para predi¢do de
FS, e ao FIB-4, para predigéo de FA.

Figura 2. Comparacéo de desempenho dos modelos metabonémicos, APRI e FIB-4 nas
populacdes modelo e validacdo, em pacientes com hepatite C cronica, no Rio de
Janeiro/RJ, no periodo de 2010 a 2014.
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Legenda: (A) Comparacdo de desempenho do MM e APRI para predicdo de FS. (B) Comparacdo de
desempenho do MM e FIB-4 para predicao de fibrose avancada.

Dos 175 pacientes com determinacdo do APRI, 95 (54,3%) apresentavam valores na
zona cinza (> 0,5 e < 1,5), quando ndo ¢é possivel excluir ou confirmar FS. Destes, 57
apresentavam FS pela classificacdo histopatoldgica. O MM classificou corretamente todos 0s
casos. Da mesma forma, dos 172 pacientes com determinagdo de FIB-4, 76 (44,2%)
apresentavam valores na zona cinza (> 1,45 e < 3,25). Destes, 25 apresentavam FA. O MM
também classificou corretamente todos os casos. Desta forma, 0 MM apresentou acuracia de
100% para predicdo de FS, quando os valores do indice APRI encontravam-se na zona cinza, o
mesmo ocorrendo para predicdo de FA, em relacdo aos valores intermediarios do indice FIB-4.
Considerando-se que 54,3% dos pacientes ndo foram classificados pelo APRI e que, dos
pacientes com valores abaixo e acima dos pontos de corte inferior e superior, 9,8% foram
classificados incorretamente, utilizando-se apenas o APRI como preditor de FS, a bidpsia
hepatica teria sido corretamente evitada em apenas 35,7% dos pacientes. Em relacéo ao FIB-4,
44,2% dos pacientes ndo foram classificados e 5,8% foram incorretamente classificados. Desta
forma, utilizando-se apenas o FIB-4 como preditor de FA, a bidpsia hepatica teria sido
corretamente evitada em 50% dos pacientes. Ao contrario, 0s MM néo apresentaram nenhum
erro de classificacdo na populagdo no grupo validacdo. Portanto, utilizando-se apenas os MM

como preditores de FS e FA, a bidpsia teria sido evitada em 100% dos pacientes deste grupo.
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Discussao:

Cento e trés pacientes (57,2%) mostraram estagio de fibrose F2-F4, similar ao descrito
por de Oliveira et al. que, em estudo com 525 pacientes brasileiros com HCC, demonstraram
que 68% apresentam fibrose significativa (33). Observou-se neste estudo que, quanto mais
avancado o estagio de fibrose hepética, maior a media de idade e, evidentemente, maior
comprometimento da funcdo hepética, representada pelo alargamento do INR, niveis séricos
superiores de bilirrubina e inferiores de plaquetas e aloumina, o que indica a progressao da
fibrose. Achados que refletem a histdria natural da doenca, que é principalmente fibrosante e
que, em média, progride para cirrose em cerca de 30 anos, nos pacientes nao tratados (34).

A qualidade e a confiabilidade da analise histopatolégica dependem da largura e
extensdo do fragmento. Visto que o fragmento de bidpsia por agulha representa 1/50.000 do
orgao total, o potencial de erro de amostragem € substancial. O fragmento hepético obtido nesse
estudo apresentou extensdo e numero de espacos porta dentro da média encontrada na literatura
(35). Apesar de um estudo, usando modelagem gerada por computador, sugerir que o fragmento
de 15 mm esta associado a erro de classificacdo em 35% dos casos, enquanto o fragmento de
25 mm, considerado ideal, esta associado a erro de classificacdo em 25% dos casos (36),
Poynard et al. demonstraram que, na pratica, fragmento hepatico com extensdo acima de 20
mm s6 é obtida em 14% dos pacientes com HCC (37). Em uma revisao sistematica com 10.027
bidpsias hepaticas percutaneas, Cholongitas et al. mostraram que o fragmento hepatico médio
tem 17,7 mm £ 5,8 mm de extensdo e 7,5 + 3,4 espacos portais completos (35). Além disso,
estudo com 352 pacientes com HCC, mostrou que fragmento com extensdo minima de 15 mm
e contendo mais de 5 espacos portais é adequado para diagndstico da fibrose significativa (38).

Nesta casuistica, 0 APRI mostrou acuracia moderada para o diagnostico da fibrose
significativa [AUROC de 0,76 (IC95%: 0,68-0,83)]. Esta acuracia € um pouco inferior a
descrita por Wai et al., de 0,88 na populacéo de validacdo do estudo (17), mas a mesma descrita
em metandlise com 22 estudos e 4266 pacientes, que revelou AUROC 0,76 para o diagnostico
da fibrose significativa (39). Em estudos envolvendo pacientes brasileiros, o desempenho do
método foi superior para predi¢do de cirrose, com AUROC variando de 0,84 a 0,82, que para
fibrose significativa, com AUROC variando de 0,76 a 0,92 (40-43).

O FIB-4 apresentou bom desempenho para o diagnéstico de fibrose avangada nos
pacientes estudados, com AUROC 0,80 (1C95%: 0,73-0,88). O indice foi incialmente descrito
para pacientes coinfectados HCV/HIV, com AUROC 0,76 para o diagndstico da fibrose
avancada, utilizando pontos de corte inferior e superior de 1,45 e 3,25. (18). Estudo de validagéo

posterior, em pacientes monoinfectados pelo HCV, mostrou AUROC de 0,91 para cirrose, e
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72,8% dos pacientes com valores <1,45 e >3,25 corretamente classificados. (31). A acuracia do
FIB-4 tem sido descrita como superior & do APRI para o diagnostico da fibrose avangada (44).
Este achado é confirmado por Silva Junior et al., que estudando 51 pacientes brasileiros,
demonstraram que FIB-4 foi superior ao APRI no diagnostico da cirrose (AUROC 0,86 x 0,82)
(43).

Os modelos metabondmicos aqui apresentados sdo métodos ndo invasivos
desenvolvidos para o diagnostico e classificacao da fibrose hepatica. Neste estudo, 0 MM para
a predicdo de FS ndo apresentou nenhum erro de classificacdo. Para predicdo de presenca de
FA, o MM apresentou apenas um erro de classificag&o, sugerindo tratar-se de método robusto
de classificacdo de fibrose, com potencial para ser incluido na pratica clinica. De forma global,
0s MM gerados para predicdo de FS e FA, em pacientes com HCC, apresentaram valores de
sensibilidade, especificidade e acuracia superiores a 90% e desempenho semelhantes ao do
APRI e FIB-4. Adicionalmente, 0 método mostrou-se capaz de discriminar corretamente o
estagio de fibrose de todos os pacientes que apresentaram valores de APRI e FIB-4 na zona
cinza, quando estes indices ndo conseguem determinar presenca ou auséncia de fibrose.

Amathieu, em revisdo recente, destaca a metabonémica e a metaboldbmica como
ferramentas Uteis em varias doencas hepaticas, como no diagnéstico da hepatite autoimune,
hepatotoxicidade, na diferenciacdo de hepatocarcinoma de doenca hepatica ndo maligna e na
faléncia do enxerto pos-transplante hepatico (45).

Este método também mostrou-se promissor na investigacdo das hepatites virais. Em
nosso meio, Godoy et al., em estudo piloto utilizando espectroscopia por RMN H1 de urina de
pacientes infectados pelo HCV e posterior analise estatistica por PCA e LDA, demonstrou
sensibilidade de 94% e especificidade de 97% do MM para o diagnostico da infeccdo, com
valor preditivo positivo de 97% e valor preditivo negativo de 94% (27). Através de RMN de
imagem do figado com espectroscopia de P31, Zhang et al. demonstraram, em 60 pacientes
com HCC tratados com interferon peguilado e ribavirina, que a relacdo fosfooester/ fosfatidil-
ester diminuiu apds 6 meses e 1 ano do término do tratamento dos pacientes com resposta
viroldgica, enquanto que esta relagdo manteve-se estavel no grupo dos ndo-respondedores. (46)

O método tem sido ainda investigado na avaliacdo da gravidade da doenga hepatica e
na cirrose e suas complicacbes. Amathieu et al. correlacionaram a gravidade do
comprometimento da funcdo hepatica em pacientes com doenca hepatica cronica por alcool,
medida pelo MELD, com deficiéncia no metabolismo de lipido, glicose e aminoacidos. (47)
Jiménes et al., utilizando espectro de RMN H1 de soro de pacientes cirréticos, conseguiram

discriminar aqueles com encefalopatia minima daqueles sem encefalopatia. (48)
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Em relacdo a avaliacdo de fibrose hepética, as estratégias metabonémica e
metabol6mica também tém se mostrado promissoras. Sands et al., analisando espectro de RMN
H1 de soro de controles saudaveis e de pacientes com HCC, construiram MM por OPLS-DA,
utilizando classificacao de fibrose por METAVIR e indice ELF como padréo de referéncia, e
demonstraram que foi possivel discriminar pacientes sem fibrose (FO) daqueles com fibrose
moderada (F1-F2) e daqueles com fibrose avancada (F3-F4) e que as substancias dicriminantes
relacionadas a fibrose estavam ligadas ao metabolismo dos aminoéacidos e lipidios. Pacientes
com fibrose hepatica avancada apresentaram aumento dos niveis séricos de tirosina,
fenilalanina, metionina, citrato e VLDL e diminuicdo dos niveis de creatina, LDL,
fosfatidilcolina e N-acetil-alfa 1 glicoproteina acida (49). Os autores demonstraram também
qgue o0 MM criado, utilizando o indice ELF como padréo de referéncia, discriminou melhor os
estagios menos avancgados de fibrose, quando comparado ao MM que utilizou a bidpsia como
padréo de referéncia (49).

Embade et al., diferenciaram 27 pacientes com HCC e cirrose (F4) de 30 pacientes com
HCC sem fibrose (FO0), utilizando modelo PLS-DA, através de analise de espectro de soro por
RMN H1. Os autores demonstraram que colina, acetato e LDL apresentam concentracdo
reduzida nos pacientes cirrticos e sdo importantes biomarcadores preditores de fibrose.
Construiram, entdo, um escore derivado de uma combinacdo linear destes trés metabdlitos, que
alcancou AUROC de 0,92 para o diagnostico da cirrose. (50). Sarfaraz et al., utilizando
espectroscopia de RMN H1 de soro de 45 pacientes com HCC e classificacdo histopatoldgica
de fibrose, construiram modelo metabonémico por PLS-DA que discriminou pacientes FO-F2
de pacientes F3-F4, com bom poder preditivo (R2=0,673).(51)

Vale salientar que, paralelamente a este estudo, estamos publicando outro com a mesma
metodologia e resultados semelhantes, envolvendo pacientes de outra regido do Brasil. O nosso
intuito inicial era criar MM para predicdo de FS e FA em pacientes com HCC de uma regido e
validar os MM em pacientes de outra regido. Contudo, isto ndo foi possivel, visto que, na analise
inicial das duas populagdes por PCA, foi constatado que 0s pacientes eram metabolicamente
diferentes. Desta forma, foi necessario criar modelos especificos para pacientes de cada regido,
em virtude das possiveis diferencas genéticas e alimentares de cada populacdo. Todavia, N0sso
estudo corrobora os achados desses autores e sugere que a estratégia metabonémica é capaz de
discriminar o estagio de fibrose hepatica em pacientes com infeccdo crénica pelo HCV,
podendo vir a contribuir, futuramente, para o estadiamento ndo invasivo da fibrose nestes

pacientes.
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Limitacdes do estudo

Como limitacdo do estudo, ressalta-se 0 pequeno numero de pacientes testados na
validacao externa, o que limita a aplicabilidade dos resultados na pratica médica, e o fato do
estudo ter sido realizado em centro terciario de atencédo a salude, o que pode ter provocado Viés
de selecdo de pacientes com maior grau de acometimento da doenga hepética cronica. Por fim,
vale destacar que a RMN H1 de biofluido ainda ndo é uma técnica comercialmente utilizada,
estando restrita a centros académicos e de pesquisa, porém, o desenvolvimento da estratégia
metabondmica poderd, futuramente, mudar este panorama e permitir que esta ferramenta possa
ser utilizada na rotina clinica. Também serdo necessarios estudos maiores, multicéntricos, que
incluam pacientes de varias regides do Brasil e de diferentes regides do mundo, para que se
possa desenvolver modelos que sirvam para predicdo de FS e FA de todos 0s pacientes com
HCC.

Concluséo:

Neste estudo preliminar, os MM foram capazes de discriminar FS e FA em pacientes
com HCC, com elevada acurécia e desempenho similar ao APRI e FIB-4. Adicionalmente, a
estratégia metabonémica permitiu o estadiamento de fibrose nas zonas cinzas destes indices,
mostrando-se promissora como marcador ndo invasivo de fibrose hepatica nesses pacientes.
Porém, serdo necessarios novos estudos, com maior nimero de pacientes na validacéo externa
dos modelos, a fim de confirmar seu desempenho, para posterior incorporacdo na pratica

clinica.
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6. RECOMENDAGCOES

Recomendamos que os achados desta pesquisa sejam reavaliados em estudos de
validacao de teste diagnostico fase 111, com calculo amostral e validacao externa dos MMs, a
fim de confirmar seu desempenho, para posterior incorporagao na préatica clinica.

Recomendamos ainda a realizacdo de estudos multicéntricos, que incluam pacientes de
varias regides do Brasil e de diferentes regides do mundo, com grande nimero de participantes,
para que se possa desenvolver modelos que sirvam para predicdo de fibrose hepatica

significativa e fibrose hepética avancada de todos os pacientes com HCC.
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7. CONCLUSAO

Os dados apresentados no presente estudo mostraram que os MMs desenvolvidos foram
capazes de discriminar FS, FA e C em pacientes com HCC de PE, com elevada acuracia e
desempenho similar ao do APRI e FIB-4.

Da mesma forma, os modelos desenvolvidos com amostras de soro de pacientes com
HCC do RJ foram capazes de discriminar FS e FA nesses pacientes, também com elevada
acuracia e desempenho similar ao do APRI e FIB-4.

Adicionalmente, os MMs permitiram o estadiamento de fibrose nas zonas cinzas destes
indices, para as duas populagBes, 0 que poderia evitar grande nimero de bidpsias nesses
pacientes.

Os resultados sugerem gue a estratégia metabonémica € promissora como método nao

invasivo de avaliacdo de fibrose hepéatica em pacientes com HCC.
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APENDICES

APENDICE A- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

DEPARTAMENTO DE MEDICINA TROPICAL - CCS DMC
DEPARTAMENTO DE QUIMICA FUNDAMENTAL — CCEN
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM MEDICINA TROPICAL DQF

D PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM QUIMICA
Vocé esta sendo convidado (a) a participar, como voluntario (a), das pesquisas intituladas “Emprego da
Metabondmica no Diagnostico de Doencas Hepaticas em Amostras de Urina” e “Emprego da
Metabondmica na Avaliagdo do Estagio de Fibrose Hepdtica nas Hepatites Créonicas B e C”. Se
concordar em participar, favor assinar ao final do documento.

Sua participacdo ndo é obrigatoria, e, a qualquer momento, vocé podera desistir de participar e
retirar seu consentimento, ndo prejudicando de forma alguma seu atendimento ou tratamento nesta
instituicdo.

Vocé receberd uma copia deste documento onde se encontra o telefone e endereco dos

pesquisadores responsaveis e do Comité de Etica e Pesquisa (CEP), podendo tirar dividas de sua
participacdo e outras que tiver. ENDERECO DO CEP: Av. da Engenharia, S/N, 1° andar, Cid
Universitaria, Recife, PE. Telefone: 2126858. PESQUISADORES RESPONSAVEIS: Michele
Godoy e Andrea Doria Batista. ENDERECO: Hospital das Clinicas, Ambulatorio de Hepatologia. Av
Prof. Morais Rego, S/N. Cid. Uiversitaria, Recife, PE. TELEFONE: 21263510
OBJETIVOS: Esta pesquisa tem o objetivo de diferenciar, através do exame de sua urina, os individuos
com hepatite B, hepatite C, doenga gordurosa do figado e os individuos saudaveis por uma nova técnica
chamada metabondmica. Esta mesma técnica sera também avaliada na diferenciacdo do estagio de
fibrose do figado em individuos com hepatite B e hepatite C, através de exame de sangue.
PROCEDIMENTOS DO ESTUDO: Concordando em participar da pesquisa, responderd um
questionario sobre se vocé é portador de alguma doenga, faz uso regular de algum medicamento, faz uso
de bebida alcodlica e/ou alguma droga, caso afirmativo, qual a periodicidade do uso. Faréa sua consulta
médica. Serdo solicitados os exames de sangue e urina, necessarios para seu diagndéstico e tratamento,
(assim como exame de urina) para analise de rotina no Laboratério do Hospital das Clinicas (sumario
de urina) e para analise da pesquisa no Laboratorio da Central Analitica do Departamento de Quimica
Fundamental da UFPE, sendo essas amostras descartadas apds a analise. O resultado dessa analise
servira para classificar as amostras de urina de portadores de pacientes com hepatite B, hepatite C,
doenca gordurosa do figado e individuos saudaveis, e para classificar as amostras de soro de pacientes
com hepatite B e hepatite C, de acordo com o estagio de fibrose do figado.
RISCOS: Vocé ndo sera exposto a nenhum fator de risco adicional por estar participando da
pesquisa, visto que a coleta de sangue e urina para realizacdo de exames laboratoriais faz parte
da rotina do ambulatério de Hepatites do HC-UFPE para avaliacdo clinica dos mesmos
pacientes. Sua rotina ndo serd alterada e nenhuma substancia sera administrada. No entanto, podera
sentir-se constrangido ao responder o questionario da pesquisa.

BENEFICIO: Vocé tera sua urina e soro analisados e qualquer alteragio encontrada vocé sera
comunicado, assim como também estara contribuindo para o desenvolvimento de um novo método
de diagndstico de individuos com doengas hepaticas.

CUSTO/REEMBOLSO PARA O PARTICIPANTE: Néo havera nenhum gasto com sua participacdo
na pesquisa. A analise da sua amostra de urina e soro sera totalmente gratuita, ndo serd emitida nenhuma
cobranca com o que serd realizado. Vocé também ndo receberd nenhum pagamento com a sua
participacéo.

CONFIDENCIALIDADE DA PESQUISA: Todas as informac6es fornecidas durante a pesquisa sdo
sigilosas e a identidade e dados dos voluntarios ndo serdo divulgados em nenhuma hipdtese. Os
questionarios ficardo armazenados com as proprias pesquisadoras.

Assinatura do Pesquisador Responséavel:
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CONSENTIMENTO DE PARTICIPACAQ DA PESSOA COMO VOLUNTARIO

Eu, , portador da carteira de

identidade de n° e CPF , declaro que li as informacdes

contidas nesse documento, fui devidamente informado (a) pelo pesquisador — Dra. Andrea Déria Batista-
dos procedimentos que serdo utilizados, riscos, beneficios, custo/reembolso dosparticipantes e
confidencialidade dos dados, concordando em participar da pesquisa. Foi-me garantido que posso retirar
0 consentimento a qualquer momento, sem que isso leve a qualquer penalidade. Declaro ainda que recebi
uma copia desse Termo de Consentimento.

LOCAL E DATA:

NOME E ASSINATURA DO VOLUNTARIO:

(Nome por extensor)

(Assinatura)

Testemunhas:; 1.

2.
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APENDICE B - Ficha Clinica

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
DEPARTAMENTO DE MEDICINA TROPICAL- CCS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA FUNDAMENTAL - CCEN

1. Dados Pessoais:
Nome:

Reg:

Data de nascimento:
Sexo:
Cor:

1. Diagnostico:
Hep B cronica: [1sim [Indo
Hep C cronica: [1sim [Indo
Cirrose por HBV/HVC: [1sim [Indo

2. Historia Clinica:
Uso de alcool: [Jsim [Indo
Hemotransfusdo: [I1sim [Indo
Cirurgia: [1sim [Indo
Tatuagem: [Jsim [Indo
Uso de droga IV: [1sim [1ndo

Tto anti-viral: [Jsim [Jndo Qual:

Periodo de tto:

Dor abd: [Jsim [Indo
Ictericia; [Isim [Jndo

Astenia: [Jsim [Indo



3. Exame Fisico:

Spiders: [Isim [Indo
Eritema palmar: [1sim [Indo
Ginecomastia: [Jsim [1ndo
Ascite: [Isim [néo
Flapping: [Jsim [Jndo
Hepatomegalia: [Jsim [Jndo

Esplenomegalia: [Jsim [Jndo

4. EDA:
Varizes de esdfago: [1sim [1ndo
Varizes de estbmago: [Isim [1n&o
Gastropatia hipertensiva: [Jsim [Jndo
Data:

5. USG:
Doenca hepaética cronica: [I1sim [Indo
Esteatose: [1sim [Indo
Aumento de veia porta: [1sim [1ndo
Circulagdo colateral: [Jsim [1ndo
Esplenomegalia: [Jsim [Jndo
Ascite: [Isim [1ndo
Data:
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6. Laboratoério:

Y

AST ALT GGT FA

Alb INR BT BD Plg
Anti-HCV [sim [In&o HCV RNA [Isim [lndo Gen
HBsAg [Jsim [Indo HBV DNA [sim [Jndo CV

HBeAg [1sim [Indo
Anti-HBe [Jsim [Info
Anti-HIV Osim [ndo

7. Bidpsia Hepatica

MetavirAl [1sim [1ndo
A2 [Jsim [1nédo
A3 [Jsim [1ndo
A4 [Jsim [Jn&o
Esteatose: [1sim [Jndo
Siderose: [Isim [1ndo
Data:

F1sim [Ondo
F20sim [Indo
F30sim [1ndo

F4 [sim [Ondo

Num de fragmentos:

Tamanho maior fragmento (cm):

Num de espacos portais:
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APENDICE C - Protocolo de Biosseguranca

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
DEPARTAMENTO DE MEDICINA TROPICAL — DMC/CCS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA FUNDAMENTAL — DQF/CCEN

Os virus das hepatites B e C sdo considerados agentes infecciosos do grupo de risco 3, entretanto

apresentam risco limitado de infeccdo para os pesquisadores envolvidos, visto que ndo sao transmitidos

por via aérea. Adicionalmente, a quantidade do agente bioldgico nas amostras é pequena. Desta forma,

serdo adotadas as seguintes medidas de biosseguranca de nivel 2:

Treinamento dos pesquisadores envolvidos em préaticas de biosseguranga.
Acesso ao laboratorio restrito aos pesquisadores envolvidos.
Laboratério com tranca e aviso de risco biolégico.
Imunizacdo dos pesquisadores contra hepatite B.
Uso de material de protecdo individual: bata, sapatos fechados e luvas de latex durante o
manuseio do material biol6gico.
Lavagem das maos, antes e ap6s o0 manuseio do material bioldgico.
As amostras de soro serdo transportadas do Laborat6rio Central do HC/UFPE para o Laborat6rio
de Quimica Fundamental em tubos plésticos com tampa (eppendorf), acomodados em caixas de
eppendorf com tampa, e estas acomodadas em caixa impermeavel com tampa.
Todos os residuos de material bioldgico serdo armazenados em recipiente impermeével, anti-
perfurante, com tampa, e re-encaminhados ao Laboratério Central do HC/UFPE, para
destinacdo de material infeccioso.
Em caso de derrame do material bioldgico, o seguinte processo de desinfeccdo sera efetuado:
utilizar luvas e vestudrio protetor antes de iniciar o processo; cobrir o derrame com papel;
colocar solugdo de hipoclorito de s6dio a 2% no papel e area circundante; ap6s 30 minutos,
remover 0 material e utilizar hipoclorito de s6dio a 2% na area; descartar 0s residuos em
recipiente estanque e impermedavel; encaminhar o recipiente para o Laboratério Central do
HC/UFPE para destinacdo de material infeccioso.

e  Emcaso de acidente com o pesquisador envolvendo contato do material biol6gico com
mucosa ou pele ndo integra, entrar em contato imediatamente com a Comissédo de Controle de
Infeccdo Hospitalar (CCIH) ou com o médico plantonista do HC/UFPE, no telefone 81-

21263633, para orientacdo e providéncias.
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Tabela 1- Principais caracteristicas demogréficas e laboratoriais de pacientes com hepatite C

crénica, de acordo com o tipo de popula¢do (RJ e PE), no periodo de 2010 a 2015.

Caracteristicas RJ (n=180) PE (n=69) P

Sexo (n, %)

Masculino 73 (40,6%) 28 (40,6%) 0,9972

Feminino 107 (59,4%) 41  (59,4%)
IMC (kg/m?)* 26,7 £5,1 27,7 47 0,144°
Idade (anos)** 54 (47-59,8) 58,8 (50,8-65) 0,002°
AST (U/L)** 51 (38-78) 51,5 (33,7-88) 0,085¢
ALT (U/L)** 74,5 (57,8-126,2) 54 (32,6-106) <0,001¢
GGT (U/L)** 87 (48-145) 81,8 (46,5-155) 0,772°
Plaquetas (10%/mm?q)* 204 +62 191 +78 0,219°
Albumina (g/dl)** 4,0 (3,8-4,2) 4,2 (3,9-4,5) 0,035¢
Bilirrubina total (mg/dL)** 0,6 (0,40-0,70) 0,7 (0,50-1,09) 0,012°
INR** 1,00 (1,00-1,02) 1,06 (1,00-1,14) <0,001°
Glicose (mg/dL)** 86 (78-97,5) 94 (70-126,5) 0,002¢
Colesterol total (mg/dL)* 179,4 +40,3 160,2 +43,6 0,002°
HDL (mg/dL)* 52,1 +16,9 50,5 *16,9 0,552°
LDL (mg/dL)* 109,6 £345 87,6 +36,7 <0,001°
Triglicerideos (mg/dL)** 94 (70-126,5) 103 (76,5-136,6) 0,270°
APRI** 0,76 (0,46-1,17) 0,8 (0,44-2,18) 0,271¢
FIB-4** 1,62 (1,08-2,50) 2,18 (1,29-4,72) 0,003°
Fibrose significativa (n, %)

F2-F4 103 (52,2%) 42 (60,9%) 0,6012

FO-F1 77 (42,8%) 27 (39,1%)
Fibrose avancada (n, %)

F3-F4 51 (28,3%) 28 (40,6%) 0,063?

FO-F2 129 (71,7%) 41 (59,4%)

*Média + desvio padrdo; **Mediana (P2s-P7s); Teste Qui-quadrado; PTeste T; “Teste de Mann-
Whitney; IMC: indice de massa corporal; ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato
aminotransferase; GGT: gama glutamil transferase; INR: Razdo normalizada internacional; HDL.:
lipoproteina de alta densidade; LDL.: lipoproteina de baixa densidade; APRI: indice da relagdo
aspartato aminotransferase sobre plaquetas; FIB-4: indice de fibrose baseado em quatro fatores.
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Figura 1- Modelo metabonémico por PCA em 69 pacientes com HCC de PE e de 180 pacientes

com HCC do RJ, no periodo de 2010 a 2015.
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Figura 2- Curvas ROC do APRI e FIB-4 em pacientes com hepatite C cronica de PE e do RJ, no
periodo de 2010 a 2015.
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Legenda: Curvas ROC do APRI e FIB-4 nas populacbes Recife (A-C) e Rio (D-E). (A, D) Curvas

ROC do APRI para predicéo de FS. (B, E) Curvas ROC do FIB-4 para predicdo de FA. (C) Curva
ROC do APRI para predigéo de cirrose.
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Abstract:

Background & Aims: The gold standard in assessing liver fibrosis in chronic hepatitis C
(CHC) is biopsy, an invasive method, subject to complications and errors. Alternatively,
biomarkers have been tested. Metabonomics is an analytical strategy that uses *H NMR spectra
to classify biofluids based on their biochemical status. We aimed to develop metabonomics
models (MM) using *H NMR spectra of serum to predict significant hepatic fibrosis (SF:
METAVIR > F2), advanced fibrosis (AF: METAVIR > F3) and cirrhosis (C: METAVIR = F4
or clinical cirrhosis) in CHC patients, and compare to APRI and FIB-4 scores, using hepatic
histopathology as reference standard. Methods: Sixty-nine patients with biopsy in the last 12
months or clinical cirrhosis were included and those with liver disease due to another etiology
were excluded. *H NMR spectra were obtained using the Varian Unity 300 spectrometer. The
MMs constructed using PLS-DA and LDA from the matrix of PCA scores were tested by cross-
validation, considering SF, AF and C. Results: Forty-two patients (61%) presented SF, 28
(40%) AF and 18 (26%) C. MMs showed sensitivity and specificity of 97.6% and 92.6% for
predicting SF; 96.4% and 95.1% for AF; and 100% and 98.0% for C, similar to APRI and FIB-
4. The MMs correctly classified all 27 (39.7%) patients with APRI score between 0.5 and 1.5,
and 25 (38.8%) with FIB-4 between 1.45 and 3.25. Conclusions: MMs developed in this
preliminary study presented high performance in predicting SF, AF, C and in predicting fibrosis

in gray zone of APRI and FIB-4 in CHC patients, reducing the need for liver biopsy.

Keywords: Metabolomics; Hepatitis C/diagnosis; Liver fibrosis; Biomarkers/ blood; Biopsy/
standards.
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Introduction:

Approximately 130-170 million people worldwide are chronically infected with the
hepatitis C virus (HCV) (1) and an estimated 500.000 individuals died in 2010 from virus-
related illnesses (2). In Brazil, the estimated prevalence of hepatitis C is 1.450.000 cases (3)
and about 8.000 deaths were due to HCV-related diseases in 2013 (4).

The accurate diagnosis of significant fibrosis (SF), advanced fibrosis (AF) and cirrhosis
(C) is important to determine the urgency of treatment, and to monitor complications of the
disease. Hepatic histopathology assessment by liver biopsy is still considered the gold standard
for evaluating liver fibrosis, but the procedure is invasive, with major complications and death
(5). Sampling error, intra and inter-observer variability may lead to discordant results in 33%
of cases (6), making biopsy an imperfect reference standard. For these reasons, several non-
invasive fibrosis markers have been evaluated. Among the serological markers, APRI and FIB-
4 scores stand out because they are based on easily obtained clinical and laboratory parameters
(7,8). In general, serologic markers have good accuracy at excluding SF and confirming C, but
they fail to diagnose intermediate fibrosis (9).

Metabonomics is defined as "a quantitative measure of the dynamic and multiparametric
metabolic response of living organisms to pathological or genetic modifications™ (10). As a
result of homeostasis, the presence of a pathological condition changes the profile of
endogenous metabolites, which can be monitored by *H NMR spectroscopy (11). This method
seeks to discriminate the samples in groups according to their biochemical status, associating
this status to a given disease (11,12). Metabonomics has been studied in various liver
conditions, including viral hepatitis (13). Godoy et al, using a metabonomics model (MM),
based on *H NMR spectra of urine, discriminated hepatitis C patients from healthy volunteers,
with 94% sensitivity and 97% specificity (14). Munshi et al., using PCA MM, from *H NMR
of serum and urine, discriminated acute hepatitis E and B patients, from 18 healthy volunteers
(15). There are also studies showing that metabonomics can identify hepatocellular carcinoma
in patients with liver cirrhosis, with good performance (16-18). The objective of this study was
to develop MMs, using *H NMR spectrum of serum samples, as a non-invasive method for
predicting SF, AF and C, in patients with chronic hepatitis C (CHC), and to compare to the
APRI and FIB-4 scores.
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Patients and Methods:

Study design and patient selection

This was a cross-sectional study, of the type of a phase Il validation diagnostic test (19),
with prospective inclusion, by spontaneous demand, of CHC adult patients (anti-HCV and
HCV-RNA detectable in serum) and percutaneous liver biopsy performed within 12 months
prior to inclusion or liver cirrhosis clinically diagnosed at inclusion. Patients were attended to
at the hepatology outpatient clinic of the Hospital das Clinicas/Federal University of
Pernambuco (HC/UFPE) between October/2012 and December/2015. Diagnosis of cirrhosis
was defined by clinical and image features. Patients undergoing antiviral treatment or with
diagnosis of hepatosplenic schistosomiasis, metabolic, autoimmune or cholestatic liver disease,
coinfection with HBV or HIV, neoplasia, or consume of ethanol > 20 g/day for women and >
30 g/day for men were excluded. All patients signed an informed consent form and the study

was approved by the Ethics Committee of the Institution.

Laboratory analysis, determination of APRI and FIB-4 scores

Patients underwent fasting blood collection by peripheral vein puncture. The laboratory
tests were performed by automated method. The HCV RNA was detected and the genotype was
determined by real-time polymerase chain reaction using COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® (version 2, Roche, Pleasanton, CA, USA) with detection limit of 15 IU/mL. The

APRI and FIB-4 scores were calculated as previously described (7,8).

'H Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy

Serum samples, stored at -20°C, were thawed at room temperature and prepared adding
200 uL of D20 to 400 pL of serum. *H NMR spectra were obtained using a Varian Unity Plus
300 spectrometer, operating at 299.95 MHz, at 300 K. The samples were analyzed using a pulse
sequence with suppression of the resonance of water and T2 filter (PRESAT-CPMG), as
follows: pre-saturation time of 2.0 s, acquisition time of 1.704 s, 128 repetitions and a spectral
width of 4.8 kHz. Spectra were processed using line broadening equal to 0.3 Hz. The signal
attributed to the methyl group of the lactate, in 6 1.33 ppm, was used as internal reference of
chemical shift. The baseline of the spectra was corrected manually.
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Liver biopsies and patients’ allocation

The ultrasonography-guided percutaneous liver biopsies were performed using a 16 G
x 90 mm Menghini needle in, at most, 2 punctures. Fragments with at least 15 mm and / or 6
complete portal tracts were included in the analysis. Fibrosis was classified as FO to F4, in
accordance with METAVIR (20), by two experienced pathologist, blinded to the clinical and
serological results. The patients were allocated into three groups: SF (METAVIR F > 2), AF
(METAVIR F > 3) and C (METAVIR F =4 or clinical cirrhosis).

Statistical analysis of the casuistry

The descriptive and comparative analysis of the data was carried out using STATA
programs (version 12.0, StataCorp, College Station, Texas) and GraphPad Prism (version 5.0
for Windows, GraphPad Software, La Jolla, California).The qualitative variables were
presented as absolute and relative frequencies and quantitative variables as means and standard
deviation or medians and 25" and 75" percentile. The chi-square test was used to compare
categorical variables and Fisher's exact test was applied, when necessary. The Mann-Whitney
and Student's t-test were used to compare non-parametric and parametric continuous

measurements, respectively. All tests were applied with 95% confidence (p value < 0.05).

Multivariate statistical analysis of spectral data and MM development

All spectra were processed using the MestreNova software (version 9.0.1, MestreLab
Research). The spectra were divided into 250 regions of 0.04 ppm, called bins, used to construct
a dataset. The region containing the bins centered between 6 4.52 - 5.12 ppm was excluded to
eliminate the residual signal of water. The spectra were normalized using the following

expression:

Where x; is the intensity in each bin, while x is the arithmetic mean of the intensities observed
in the bins and o is the standard deviation.

PCA formalism was initially applied to dataset, to explore inherent clusters and to
identify the presence of outliers. PCA did not present natural grouping in the classes of interest.
Then, PLS-DA and LDA supervised formalisms were used. Three PLS-DA models were
constructed for predicting FS, FA and C, respectively, using the platform MetaboAnalyst 3.0
(21). The models were validated by leave-one-out-cross-validation (LOOCV) and by
permutations test. Three LDA models were developed, with the PCA score matrix as input data,
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for predicting SF, using five principal components (PCs); AF, using four PCs; and C, using five
PCs. The models were constructed and validated by LOOCYV, using STATISTICA software

(version 10.0, Quest software).

Analysis of the performance of the MMs and of the APRI and FIB-4 scores

For each LDA MM, and for APRI and FIB-4 scores, a 2 X 2 contingency matrix was
used to calculate sensitivity (SN), specificity (SP), positive likelihood ratio (LR+), negative
likelihood ratio (LR-) and accuracy (A). A ROC curve was also constructed for APRI and FIB-
4 scores.

Results:

Of the 80 patients initially selected, 11 (14%) were excluded because of diagnosis of
hepatosplenic schistosomiasis in 5 and hepatocellular carcinoma in 1; abuse of ethanol in 1 and
inadequate liver fragment in 4. Therefore, 69 patients were evaluated, 59.4% were female, with
mean age of 57 £ 12 years. The HCV genotype was determined in 67 patients, the most frequent
being genotype 1b, which was present in 36 (53.7%) patients, followed by genotype 3 in 16
(23.9%), genotype 1/1a in 13 (19, 4%), genotype 2 in 1 (1.5%) and genotype 4 in 1 (1.5%)
patients. The main characteristics of the casuistry are described in Table 1.
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Table 1. Main demographic and laboratory characteristics of 69 CHC patients from
Pernambuco/ Brazil.

Characteristics Total (n=69)
Gender (n, %)
Male 28 (40.6%)
Female 41 (59.4%)
Age (years)* 575 119
BMI (kg/m?)* 277 4.7
AST (U/L)** 51.5 (33.7-88)
ALT (U/L)** 54 (32.6-106)
AST/ALT* 1.03 +0.44
GGT (U/L)** 81.8 (46.5-155)
Platelets (10%/mm3)* 191 +78
Albumin (g/dl)* 408 +0.56
Total bilirubin (mg/dL)** 0.7 (0.50-1.09)
Alkaline phosphatase (U/L)* 946 +49.2
INR* 1.09 +0.14
APRI** 0.8 (0.44-2.18)
FIB-4** 2.18 (1.29-4.72)
Liver fragment length (cm)** 1.50 (1.30-1.80)
Number of portal tracts** 15.0 (12.0-20.0)
Stage of fibrosis (n, %)
FO 2 (2.9%)
F1 25 (36.2%)
F2 14 (20.3%)
F3 10 (14.5%)
F4 18 (26.1%)

* Mean + standard deviation; ** Median (P2s-P7s); ALT: alanine
aminotransferase; AST: aspartate aminotransferase; BMI: Body
Mass Index; GGT: gamma glutamyl transferase; INR:
International normalized ratio; APRI: aspartate aminotransferase
to platelet ratio score; FIB-4: fibrosis score based on four factors.

Liver biopsy was performed on 54 (78%) patients. There were no serious complications
or deaths related to the procedure. The median fragment had 15 mm length (P25 13 - P75 18
mm), and 15 portal tracts (P2s 12 - P75 20). The METAVIR fibrosis stage was distributed as
follow: FO in 2; F1in 25; F2 in 14; F3in 10 and F4 in 3 patients. The diagnosis of cirrhosis was
clinically established in 15 (21.7%) patients. Therefore, 42 (60.9%) patients were classified as
SF, 28 (40.6%) as AF and 18 (26.1%) as C. Patients with SF, AF and C presented a superior
mean age, an upper mean value of INR and upper median value of bilirubin, gamma-glutamyl
transferase, APRI and FIB-4, as well as a lower mean platelets count and serum level of

albumin, when compared to the groups of a lower stage of fibrosis (Table 2).
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Table 2. Main demographic and laboratory characteristics of 69 CHC patients, in
accordance with the fibrosis group, from Pernambuco/ Brazil.

Fibrosis group

Significant (> F2)  Non-significant (< F2) p
n=42 n=27
Gender (M/F. %) 16/26 (40.6/59.4) 12/15 (38.1/61.9) 0.600%
Age (years)* 62.16 +£9.46 50.22 +£11.86 <0.0001°
BMI (kg/m?)* 286 *4.9 26.3 +3.8 0.051°
AST (U/L)** 61.5 (45.5-103) 34 (29.6-47) <0.0001¢
ALT (U/L)** 57.5 (41.7-108) 39.1 (26-81) 0.04¢
AST/ALT* 1.12 £0.47 091 =£0.36 <0.0001°
GGT (U/L)** 107.5 (65.8-168) 56 (32.8-82.9) 0.001¢
Platelets (10%/mm3)* 162 +72 239 +61 <0.0001°
Albumin (g/dL)* 391 +0.62 435 +0.30 0.001°
Total bilirrubin (mg/dL)** 0.72  (0.60-1.30) 0.50 (0.40-0.80) 0.005¢
Alkaline phosphatase (U/L)* 103.3 +55.6 79.2 +£30.3 0.059°
INR* 113 +0.17 1.03 +0.06 0.002°
APR[** 1.14  (0.75-2.84) 0.48 (0.27-0.79)  <0.0001°
FIB-4** 3.45 (2.01-6.19) 1.37 (0.84-1.89) <0.0001¢
Advanced (> F3) Non-advanced (< F3)
n=28 n=41
Gender (M/F. %) 14/14 (50.0/50.0) 14/27 (34.1-65.9) 0.1882
Age (years)* 62.23 +9.42 5425 +12.46 0.004°
BMI (kg/m?)* 276 *3.9 279 £5.2 0.802°
AST (U/L)** 79 (52.4-130) 40 (31.4-63) 0.001°
ALT (U/L)** 62 (42.5-113.3) 43 (29-84.8) 0.078°
AST/ALT* 1.19 +0.54 093 +0.33 0.031°
GGT (U/L)** 110.5 (76.1-159.3)  66.5 (36.2-137.8) 0.005°
Platelets (10%/mm?3)* 138 +65 228 +63 <0.0001°
Albumin (g/dL)* 3.75 *0.66 433 +0.29 <0.0001°
Total bilirrubin (mg/dL)** 0.94 (0.70-1.48) 0.50 (0.44-0.70) <0.0001¢
Alkaline phosphatase (U/L)*  99.5 +38.9 90.9 +56.1 0.490°
INR* 118 +0.17 1.03 +0.07 <0.0001°
APRI** 2.13 (0.99-3.75) 0.59 (0.39-0.92) <0.0001°¢
FIB-4** 4.80 (2.56-9.30) 1.72 (1.10-2.21)  <0.0001°
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Cirrhosis (F4) Non-cirrhosis (< F4)

n=18 n=>51
Gender (M/F. %) 7111 (38.9/61.1) 21/30 (41.2/58.8) 0.865%
Age (years)* 63.70 +11.11 5529 +11.51 0.009°
BMI (kg/m?)* 277 +3.4 277 +51 0.983
AST (U/L)** 69 (54.1-101.5) 43.2 (32.5-80) 0.059°
ALT (U/L)** 54 (36.4-71) 50 (31-114) 0.637¢
AST/ALT* 138 +0.56 091 +0.31 0.003°
GGT (U/L)** 1085 (73.8-156.3) 745 (41.3-151.2)  0.068°
Platelets (10%/mm?3)* 123 £72 216 64 <0.0001°
Albumin (g/dL)* 341 +0.63 431 +0.29 <0.0001°
Total bilirrubin (mg/dL)**  1.27 (0.70-2.88)  0.60 (0.47-0.80)  <0.0001¢
Alkaline phosphatase (U/L)* 107.2 +41.3 89.7 +51.5 0.202°
INR* 121 +0.20 1.05 +0.08 0.003°
APRI** 235 (1.04-436)  0.69 (0.40-1.11)  <0.0001°
FIB-4** 5.63 (4.37-11.27) 1.85 (1.17-2.38) 0.001°

* Mean = standard deviation; ** Median (P2s-P7s); Chi-square test. ® T Test. ¢ Mann-
Whitney Test ALT: alanine aminotransferase; AST: aspartate aminotransferase; BMI:
Body Mass Index; GGT: gamma glutamyl transferase; INR: International normalized
ratio; APRI: aspartate aminotransferase to platelet ratio score; FIB-4: fibrosis score
based on four factors.

The PLS-DA MM for SF showed a clear discrimination between the samples when three
latent components were used (Figure 1, A). The model presented 100% accuracy and coefficient
of determination (R?) of 0.98 when five latent components were used (Figure 1, D). The
permutation tests, using up to 1000 permutations of the model, indicated that there was no

permuted model better than the original one, with observed statistics at p< 0.001 (Figure 1, G).
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Figure 1. PLS-DA-metabonomics models for predicting significant fibrosis (A, D, G)
advanced fibrosis (B, E, H) and cirrhosis (C, F, 1) in 69 CHC patients from Pernambuco/
Brazil. Three-dimensional score plot (A, B, C); classification of MM using different numbers
of latent components, with accuracy = 1.0/ 1.0/ 0.84, R? = 0.98/ 0.98/ 0.56 and Q* = 0.91/ 0.93/
0.27, using 5 latent components (D, E, F); permutation tests statistics for 1000 permutations
with observed statistic at p < 0.001 (G, H, I).
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The results of the LDA MM for SF are presented in Table 3 and were compared to APRI
score, with cut-off points 0.5 and 1.5. The MM showed SN of 97.6% (95% CI: 87.4 - 99.9%),
similar to APRI at cut-off 0.5, which presented SN of 85.7% (95% CI: 71.5% - 94.6%). The
LR- of the MM was 0.03 (95% CI: 0.004 - 0.2), whereas the LR- of the APRI < 0.5 was 0.3
(95% ClI: 0.1-0.7). The MM presented SP of 92.6% (95% CI: 75.7 - 99.1%) and LR+ 13.2 (95%
Cl: 3.5 - 50.1), similar to APRI at cut-off 1.5, which showed SP of 92.3% (95% CI: 74.9 -
99.9%), with LR+ 5.9 (95% CI: 1.5 - 23.2) for values > 1.5.

Table 3. LDA-metabonomics models, APRI and FIB-4 performances in prediction of
significant fibrosis, advanced fibrosis and cirrhosis in 69 CHC patients from Pernambuco/
Brazil.

Significant fibrosis

Model Biopsy Sensitivity Specificity LR+ LR- A
(N=69) “Fo-Fa  FO-FL © (%)  Clews (%)  Closs Closss Clows (%)
>F2 41 2 <0.001* 97.6 87.4-999 926 75.7-99.1 132 3.5-50.1 0.03  0.004-0.2 95.7
<F2 1 25

APRI

(N=68)

>0.5 36 13 0.001° 857 715946 50.0 29.9-0.70 1.71 1.2-2.6 0.3 0.1-0.7 72.0
<05 6 13

>15 19 2 0.001* 452 29.9-61.3 923 74.9-99.0 5.9 15-23.2 0.6 0.4-0.8 63.2
<15 23 24

Advanced Fibrosis

Model Biopsy Sensitivity Specificity LR+ LR- A
(N=69)  F3-F4 FO-F2 P (%) Clgsoe (%) Clgsoe Clgsos Closos (%)
>F3 27 2 <0.001* 96.4 81.7-99.1 951 83.5-994 198 5.1-76.5 0.04 0.005-0.3 95.7
<F3 1 39

FIB-4

(N=68)

>1.45 25 24 0.0122 89.3 71.8-97.7 40.0 24.9-56.7 15 1.1-2.0 0.3 0.1-0.8 60.3
<145 3 16

>3.25 21 3 <0.001* 750 55.1-89.3 925 79.6-98.4 10 3.3-30.3 0.3 0.1-05 85.3
<3.25 7 37

Cirrhosis

Model Biopsy Sensitivity Specificity LR+ LR- A
(N=69) ~ Fa  FO-F3  © (%)  Clews (%)  Closs Closss Clows (%)
F4 18 1 <0.001* 100 81.5-100 98.0 89.6-99.9 33.8* 6.9-163.7 0.03* 0.002-0.4 98.6
<F4 0 50

APRI

(N=68)

>1.00 14 16 0.002¢ 77.8 52.4-936 68.0 53.3-80.5 24 1.5-3.9 0.3 0.1-0.8 70.6
<1.00 4 34

>2.00 9 9 0.008° 50.0 26.0-740 820 68.6-91.4 2.8 1.3-5.9 0.6 0.4-1.0 735
<2.00 9 41

aFisher's exact test; "Chi-square test; *Estimated value; A: Accuracy; LR+: Positive Likelihood Ratio; LR-:
Negative Likelihood Ratio
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The PLS-DA MM for AF, using three latent components, discriminated all the samples,
reaching 100% accuracy, R? of 0.98 and correlation coefficient (Q?) of 0.93, with five latent
components. Permutation tests indicated that the permuted models are not better than the
original model (Figure 1- B, E, H). The LDA MM for AF showed SN of 96.4% (95% CI: 81.7
- 99, 1%) and LR- of 0.04 (95% CI: 0.005 - 0.3), similar to FIB-4 at cut-off 1.45, which showed
SN of 89.3% (95% CI: 71.8 - 97.7%) and LR- 0.3 (95% CI: 0.1 - 0.8) for values < 1.5. The two
methods also presented high values of SP e LR+, being observed SP of 95.1% (95% CI: 83.5 -
99.4%) and LR+ of 19.8 (95% CI: 5.1 - 76.5) for MM, and SP of 92.5% (95% CI: 79.6 - 98.4%)
and LR+ of 10 (95% CI: 3.3 - 30.3) for FIB- 4 at cut-off 3.25 (Table 3).

The PLS-DA MM for C, using three latent components, also adequately discriminated
the samples, reaching an accuracy of 84.0% with five latent components. The permutation tests
indicated that the original model was not exceeded by any of the permuted models (Figure 1-
C,F,1). The LDA MM for C showed SN of 100% (95% CI: 81.5 - 100%) and LR- of 0.03 (95%
Cl: 0.002 - 0.4), similar to APRI at cut-off 1.0, which presented SN of 77.8% (95% CI: 52.4 -
93.6), with LR- of 0.3 (95% CI: 0.1 - 0.8) for values < 1.0. The MM presented SP of 98% (95%
Cl: 89.6 - 99.9%), similar to APRI at cut-off 2.0, which showed SP 82% (95% CI: 68.6 - 91.4),
but with LR+ of 33.8 (95% CI: 6.9 - 163.7) for MM, higher than the APRI > 2.0 cut-off values,
which presented LR+ of 2.8 (95% CI: 1.3 - 5.9). This result indicates that, by MM, the
likelihood of positive test in the presence of cirrhosis is 33 times the likelihood of positive test
in the absence of cirrhosis, whereas, by the APRI it is 2.8 times. (Table 3).

In general, the MM presented a high accuracy and performance similar to APRI score

to predict SF and C, and similar to FIB-4 score to predict AF (Figure 2).
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Figure 2. Comparison of performance of the LDA-metabonomics models, APRI and FIB-
4 scores, in 69 CHC patients from Pernambuco/ Brazil. MM and APRI for SF e C prediction
(A, C); MM and FIB-4 for AF prediction (B).
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The AUROC of APRI for SF and C prediction was 0.79 (95% CI: 0.68 - 0.90) and 0.76
(95% CI: 0.61 - 0.91), respectively, whereas the AUROC of FIB-4 for AF prediction was 0.84
(95% CI: 0.74 - 0.95) (Supplementary Figure 1).

Supplementary Figure 1. ROC curves of APRI and FIB-4 scores in 69 CHC patients from
Pernambuco/ Brazil. APRI for prediction of SF and C (A, C); FIB-4 for prediction of AF (B).
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Of the 68 patients with APRI score, 27 (39.7%) had intermediate test values (> 0.5 and <
1.5). Of these, 17 (63%) had SF by METAVIR. All patients were correctly classified by the
MM. Likewise, among 25 (36.8%) patients with FIB-4 values in the gray zone (> 1.45 and <
3.25), the MM correctly identified 4 (16%) with AF. Therefore, the MM presented 100%
accuracy for predicting SF and AF when APRI and FIB-4 score values were in the gray zone.
If we consider the 39.7% of unclassified and 11.8% of incorrectly classified patients, using
APRI score as predictor of SF, liver biopsy would have been correctly avoided in 48.5% of
cases. For other hand, if the MM were used to this end, the biopsy would have been correctly
avoided in 95.7% of the patients. In relation to FIB-4, considering the 36.8% of unclassified
and 8.8% of incorrectly classified patients, using this score as only predictor of AF, biopsy
would have been correctly avoided in 54.4% of patients, while the MM would have prevented

biopsy in 95.7% of patients.

Discussion:

In our study, it was observed that the higher the severity of liver fibrosis, the greater the
mean age as well as the impairment of liver function. In fact, this findings indicates the
progression of liver fibrosis and reflects the natural history of the disease, which is mainly
fibrosing and, on average, progresses to cirrhosis in about 30 years (22).

The MMs developed in this study to predict SF, AF and C in patients with CHC
presented high performance, with values of SN, SP and A above 90%. In practice, considering
the confidence intervals, the results would be classified as similar to the APRI and FIB-4 scores.
However, when compared to APRI, MM showed a higher post-test prediction power for
cirrhosis. Additionally, the method was able to correctly discriminate all patients who presented
values of APRI and FIB-4 in the gray zone for predicting SF and AF, respectively, when these
scores cannot determine absence or presence of fibrosis. That could avoid a large number of

biopsies in these patients.

The metabonomics proved to be promising in evaluation of the severity of liver disease
and cirrhosis and its complications, which reflects the progression of fibrosis. Indeed, Amathieu
et al. correlated the severity of hepatic impairment in 124 patients with chronic alcoholic liver
disease, as measured by MELD, with deficient in lipid, glucose and amino acid metabolism,
using OPLS-DA model derived from serum *H NMR (23). The same authors, using OPLS-DA
model, from *H NMR of serum, separated 93 patients with compensated alcoholic cirrhosis

from 30 patients with acute on chronic liver failure, with Q? 0.73 e R? 0.63 (24). Furthermore,
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Jiménez et al., using the PCA and PLS-DA MM, from *H NMR spectrum of serum of cirrhotic
patients, were able to discriminate those with minimal encephalopathy from those without
encephalopathy (25). Yu et al., studying 24 patients with HBV chronic liver disease and 23
healthy controls, developed gas chromatography-mass spectrometry model of serum samples
that discriminated patients with a higher degree of hepatic impairment (MELD > 30) from those
with MELD between 20 and 30 and MELD < 20 (26). A similar finding was described by Qi
et al., who demonstrated that OPLS-DA model, based on 1H NMR of serum samples,
discriminated 30 compensated HBV cirrhotic patients from 30 patients with decompensated

cirrhosis, with 85% accuracy (27).

Regarding the evaluation of liver fibrosis, the metabonomics and metabolomics
strategies have also showed to be promising. In fact, Sands et al., on analyzing *H NMR serum
spectrum of healthy controls and CHC patients, constructed MM by OPLS-DA, using
METAVIR and ELF score as references standards, that discriminated 6 patients without fibrosis
(FO) from 34 with moderate fibrosis (F1-F2) and from 22 with advanced fibrosis (F3-F4) in
validation cohort (28). Embade et al., differentiated 27 cirrhotic patients (F4) from 30 patients
without fibrosis (F0), using a PLS-DA model, through serum spectral analysis by *H NMR, in
CHC patients. (29). Moreover, Sarfaraz et al., using serum *H NMR spectroscopy of 45 patients
with CHC, constructed a PLS-DA model that discriminated FO-F2 patients from F3-F4 patients
with good predictive power (R? 0.673) (30).

Our study corroborates the findings of these authors and suggests that the metabonomics
strategy is capable to discriminate CHC patients with fibrosis stage FO-F1 from F2-F4 patients;
FO-F2 from F3-F4 patients, FO-F3 from F4 patients and to identify patients who are in the gray
zone of APRI and FIB-4 scores.

As a limitation of our study, the small number of patients tested could restrict the
applicability of the methody. It should be emphasized that the models were validated internally,
which may have over-adjusted the results. Therefore, further studies with a larger number of
tested patients and external validation of the models are necessary, in order to confirm the

performance of the models, for later incorporation into clinical practice.
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Conclusions

In this preliminary study, the metabonomics strategy was able to discriminate SF, AF and C in
CHC patients, showing to be promising as a non-invasive tool to evaluate liver fibrosis. The
method presented high accuracy in the gray zone of APRI and FIB-4 scores, which could avoid

large numbers of biopsies in CHC patients.
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Abstract: Background & Aims: The gold standard in assessing fibrosis in patients with
chronic hepatitis C (CHC) is liver biopsy, an invasive method, subject to complications and
errors. Alternatively, biomarkers have been tested. Metabonomics is an analytical strategy that
uses *H NMR spectral data to classify biofluids based on their biochemical status. We aimed to
develop metabonomic models (MM) using *H NMR spectra of serum samples to predict
significant (SF) and advanced (AF) liver fibrosis in CHC patients, and to compare to APRI and
FIB-4 scores, using biopsy as reference standard. Methods: Of 180 patients, 126 (70%)
were.for constructing models and 54 (30%) for validation. Patients diagnosed with liver disease
due to another etiology, HBV/HIV coinfection or excessive ethanol intake were excluded. *H-
NMR spectra were obtained using the Varian Unity 300 spectrometer. The MMs were
constructed using PLS-DA and LDA from the PCA score matrix, considering SF (METAVIR
>F2) and AF (METAVIR >F3). The performance of the MMs was compared to APRI and FIB-
4 scores. Results: 103 patients (57.2%) had SF and 51 (28.3%) had AF. The externally validated
MMs presented sensitivity and specificity of 100% (95% CI: 86.8-100%) and of 100% (95%
Cl: 87.7-100%), for predicting SF, and 100% (95% CI: 71.5-100%) and 100 % (95% ClI: 91.8-
100%), for.predicting.AF, a performance similar to APRI and FIB-4. The MMs correctly
classified 95 (54.3%) patients with APRI between 0.5 and 1.5, and 76 (44.2%) with FIB-4
between 1.45 and 3.25. Conclusions: The MMs developed presented high accuracy for SF and
AF prediction in CHC. patients, a similar performance to APRI and FIB-4 and high accuracy
in the gray zone of these scores.
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Introduction:

Approximately 130-170 million people worldwide are chronically infected with the
hepatitis C virus (HCV) (1) and an estimated 500,000 individuals died in 2010 from virus-
related illnesses, including cirrhosis and hepatocellular carcinoma (CHC). (2) In Brazil, the
estimated prevalence of hepatitis C is 1,450,000 cases (3) and about 8,000 deaths were due to
HCV-related diseases in 2013 (4). Liver fibrosis resulting from chronic viral infection leads to
structural and functional alterations of the organ, with an increased risk of developing cirrhosis
and its complications (5,6)

The advent of new direct-acting antivirals, which act on different targets of viral
replication, has drastically changed the scenario of CHC. The combined use of the new drugs
allows well-tolerated oral treatment for a short period (12 to 24 weeks) and with low risk of
resistance. Sustained virological response occurs in more than 95% of patients (7,8), and is
associated with a 2 to 3-fold reduction in mortality and a 5 to ten-fold reduction in the risk of
CHC over a period of 5 to 10 years (9). Patients with significant fibrosis are at increased risk
of the disease progressing. Therefore, this treatment is formally recommended for patients from
this stage of fibrosis (7). However, it is not widely available in the Brazilian public health
system and is only offered for patients with advanced liver fibrosis (METAVIR > F3) and for
those in a special clinical situation, such as those who are co-infected, have had transplants,
have chronic renal insufficiency or have an extra-hepatic manifestation of the disease (10).
Thus, an accurate diagnosis of significant and advanced fibrosis is important in the clinical
practice of public health services, to determine the necessity and urgency of the treatment, and
to monitor complications of the disease.

A liver biopsy is still considered a gold standard for evaluating liver fibrosis, but the
procedure is invasive, with minor complications, mainly pain, occurring in 6.5% of cases (11),
major complications such as moderate to severe bleeding occurring in 0.05 to 5.3% of cases
(12-14) and mortality in around 0.01% of cases (12,15). Sampling error on specimen collection
and intra- or inter-observer variability in histopathological evaluation may lead to discordant
results in 33% of cases (16), making biopsy an imperfect reference standard. For these reasons,
several non-invasive surrogate fibrosis markers, serological and physical ones, have been
tested. Among the serological markers, APRI and FIB-4, widely used in CHC patients , stand
out because they are not patented and based on easily obtained clinical and laboratory
parameters (17,18). In general, serologic markers have good accuracy at excluding significant
fibrosis and confirming cirrhosis, but they are not hepato-specific and fail to diagnose

intermediate fibrosis (19). The interval between the lower and upper cut-off points of the scores
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is called the gray zone, and it is not possible in these cases to exclude or confirm significant or
advanced fibrosis. In a meta-analysis including 14 studies and several biomarkers, including
APRI, Fibrotest®, Forns Index and the Enhanced Liver Fibrosis score (ELF), Parkes et al.
demonstrated that only 30 to 35% of the patients are correctly classified with presence or
absence of significant fibrosis, and thus can dispense doing a biopsy (20).

Metabolomics is defined as "a quantitative measure of the dynamic and multiparametric
metabolic response of living organisms to pathological or genetic modifications” (21). As a
result of homeostasis, the presence of a pathological condition changes the profile of
endogenous metabolites, which can be monitored by 1H NMR spectroscopy, since most known
metabolites contain hydrogen atoms (22). Thus, the method seeks to discriminate the samples
in groups associated with their biochemical status and is therefore specific for a given disease
(22,23). The analysis of the metabolites of a biofluid can be quantitative or qualitative. While
metabonomics studies the biochemical profile of the sample, metabolomics seeks to identify
and quantify the main metabolites determining this profile. The processing and analysis of 1H
NMR spectral data uses multivariate statistical techniques (24,25) and the method has shown
great potential in diagnosing diseases, in discovering new biomarkers and in identifying altered
biochemical pathways due to pathological processes or drug use (26). In our area, Godoy et al.,
using a metabolic model, constructed from the 1H NMR spectrum of urine samples, were able
to discriminate CHC patients from healthy individuals (27). Due to the biochemical alterations
that the mechanisms related to hepatic fibrosis can cause, the objective of this study was to
develop metabolic models using 1H NMR spectrum of serum samples as a non-invasive method
for predicting significant and advanced liver fibrosis in CHC patients, and comparing these with
the APRI and FIB-4 scores.

Patients and Methods:

Study design and patient selection:

This is a cross-sectional study, of the type phase Il of diagnostic test validation (28),
with prospective inclusion, by spontaneous demand, of patients older than 18 years, with
diagnosis of CHC (anti-HCV reagent and detectable HCV-RNA) and who underwent
percutaneous liver biopsy at the time of inclusion in the study, as a routine pre-treatment
evaluation. The patients were part of a study developed at the Hepatology outpatient clinic of
the University Hospital Clementino Fraga Filho/ Federal University of Rio de Janeiro
(HUCFF/UFRJ) between 2010 and 2014 (29). Patients with previous antiviral treatment,
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autoimmune, metabolic or cholestatic liver disease, coinfection with hepatitis B virus or human
immunodeficiency virus, alcohol abuse or liver transplantation were excluded.
Patients allocation:

Patients were allocated into two groups. The first group, called the model group,
included 70% of patients and was used to construct the MMs. The second group, called
validation group, included 30% of patients and was used for external validation of the MMs.
Patients were also grouped according to the stage of liver fibrosis, by histopathological
classification METAVIR (30) in: significant fibrosis (SF: METAVIR > F2) and advanced
fibrosis (AF: METAVIR > F3).

Laboratory analysis, determination of APRI and FIB-4 scores:

Patients underwent fasting blood collection, by peripheral vein puncture on the day of
biopsy or with a maximum interval of 3 months. The blood was centrifuged to obtain serum,
stored at -70°C. The serum levels of AST, ALT, GGT, AF, bilirubin, albumin, platelet count
and determining the time of activity of prothrombine and the international normalized index
(INR) were performed by an automated method, in accordance with the routine of the laboratory
of HUCFF/UFRJ. RNA-HCV detection and genotype determination were performed by real-
time polymerase chain reaction (PCR) using COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® (version
2, Roche, Pleasanton, CA, USA) with the limit of 15 IU / mL detection.

The APRI and FIB-4 scores were calculated according to formulae described before
(17,31). The cut-off points < 0.5 and > 1.5 of APRI were used to exclude and confirm SF. For

the FIB-4, cutoff points < 1.45 and > 3.25 were used to exclude and confirm AF.

Nuclear Magnetic Resonance Analysis:

Serum samples stored at -70°C were thawed at room temperature, and then 200 pL of
D20 (deuterated water) was added to 400 pL of each sample, which, after homogenization,
were transferred to 5 mm NMR tube. NMR spectra were obtained using a Varian Unity Plus
300 spectrometer, operating at 299.95 MHz for 1H nucleus, at 300 K. The samples were
analyzed using a pulse sequence with water resonance suppression (PRESAT), using a pre-
saturation time of 2.0 s, an acquisition time of 1704 s, 128 repetitions and a spectral width of
4.8 kHz. The Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) sequence was used as a T2 filter. Each
induction-free decay was multiplied by an exponential function of 0.3 Hz prior to Fourier

transformation. The signal attributed to the methyl group of lactate, in 6 1.33 ppm, was used as
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an internal reference of chemical displacement. The baseline of the spectra was corrected

manually.

Liver biopsies:

Percutaneous liver biopsies, guided by US, were performed with a Tru Cut 14 or 16 G
needle (TSK Laboratoire, Akasaka, Japan), which obtained a fragment of up to 20 mm per
puncture. Fragments with a length of less than 10 mm or containing less than 6 portal spaces
were considered inadequate. The specimens were fixed in 10% formalin solution, added to a
paraffin block, cut to a thickness of 5 pm, and then stained with hematoxylin and eosin, periodic
acid-Schiff, reticulin, Masson’s trichrome and Picrosirius trichome. Fibrosis was classified as
FO to F4, in accordance with METAVIR (30), by an experienced pathologist, who was blind as

to the clinical and serological results.

Statistical analysis of the casuistry:

The descriptive and comparative analysis of the casuistry was carried out with STATA
programs (version 12.0, StataCorp, College Station, Texas), GraphPad Prism (version 5.0 for
Windows, GraphPad Software, La Jolla, California) and Excel 2010 (Microsoft Office 2010).
The qualitative variables were presented as absolute and relative frequencies. The normality of
the variables was verified using the Kolmogorov-Smirnov test. Quantitative variables were
expressed as means and standard deviation or medians and 25th and 75th percentile. The chi-
square test was used to compare categorical variables, applying Fisher's exact test when
necessary. For the comparative analysis of non-parametric continuous measurements, the
Mann-Whitney test was used, and for parametric measurements, the Student's T test. All tests
were applied with 95% confidence (p value < 0.05).

Multivariate statistical analysis of spectral data and MM development:

All spectra were processed using MestreNova software (version 9.0.1, MestreLab
Research). The spectra were divided into 250 regions of 0.04 ppm called bins, and used to
construct a matrix of samples versus variables (bins). The region containing the bins centered
between 6 4.52 - 5.12 ppm was excluded to eliminate the residual signal of water. The spectra

were normalized using the following expression:

Where x; is the intensity in each bin, while x it is the arithmetic mean of the intensities

observed in the bins, and o is the standard deviation.
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In the construction of the MMs, PCA formalism was initially applied to the entire data
set to explore inherent clusters and to identify the presence of outliers. The PCA did not present
grouping in the classes of interest. The PLS-DA and LDA formalisms were then used to
construct the models. For the PLS-DA models, the standard data matrix was used on the online
platform MetaboAnalyst 3.0 (32). The LDA models were constructed using STATISTICA
software (version 10.0, Quest software), using the PCA score matrix as input data. Using Wilks’
lambda, the principal components (PCs) to be used in the discriminant functions were selected.
With these models, a better separation of groups was achieved. Two LDA models were
constructed: the first to predict significant fibrosis, using three PCs and the second to predict
advanced fibrosis, also using three PCs.

Performance analysis of the MMs and the APRI and FIB-4 scores:

The LDA MMs were tested in the model population by "leave-one-out-cross-validation™
(LOOCV) and in the population validation by external validation. Tables of 2 x 2 contingency
were used to calculate sensitivity (SN), specificity (SP), the positive likelihood ratio (LR+),
negative likelihood ratio (LR-), and the accuracy (A) of the MMs and APRI score, with upper
and lower cut-off points of < 0.5 and > 1.5, and FIB-4, with upper and lower cut-off points of
<1.45 and > 3.25. A ROC curve was constructed for the APRI and FIB-4 scores. The results
from the generated MMs compared to the results from APRI for the prediction of significant
fibrosis, and those from the FIB-4, for the prediction of advanced fibrosis, with biopsy as the

reference standard.

Ethical Considerations:
All participants signed a free and informed consent form. The research project was
approved by the Committee of Ethics in Research of the Health Sciences Center/ Federal

University of Pernambuco under the number 93.127 / 2012.
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Results:

180 patients were included, 59.4% female, with a median age of 54 years. Genotype
was determined in 151 patients. The most frequent genotype was 1a, in 57 (37.7%) patients
followed by 1b in 52 (34.4%) patients, genotype 1 in 23 (15.2%), 3a in 14 (9.3%), genotype 2
in 3 (2%) and genotype 3 in 2 (1.3%) patients.

The model group included 126 (70%) patients and the validation group included 54
(30%) patients. Table 1 shows that the main clinical and laboratory characteristics of model and

validation groups were similar

Table 1. Major demographic and laboratory characteristics of 180 patients with chronic hepatitis
C, in accordance with the type of population (model and validation) in Rio de Janeiro / RJ, from
2010 to 2014.

Characteristics Total (n=180) Model (n=126) Validation (n=54) P

Sex (n, %)

Male 73 (40.6%) 56  (44.4%) 17 (31.5%) 0.105°

Female 107  (59.4%) 70 (55.6%) 37 (68.5%)
BMI (kg/m?)* 267 =51 26.7 +5.26 26.7 +4.56 0.980°
Age (years)** 54  (47-59.8) 55  (48-60) 53.5 (43-59.2) 0.213¢
AST (U/L)** 51 (38-78) 53 (38.2-83.2) 48 (33-67.5) 0.085°
ALT (U/L)** 745 (57.8-126.2) 76.5 (57-127) 705 (58-116.5)  0.605°
GGT (U/L)** 87 (48-145) 88 (49-154) 78 (44-144) 0.585¢
Platelets (10%/mm?3)* 202 *62 200 %62 216 *62 0.110°
Albumin (g/dl)** 4 (3.8-4.2) 41 (3.8-4.3) 4.0 (3.8-4.2) 0.490°¢
Total Bilirubin (mg/dL)** 0.6 (0.40-0.70) 0.6 (0.4-0.7) 0.5 (0.4-0.7) 0.233¢

1 C
)(AL\J”/(E;T’? Phosphatase 965 (78-119.2) 98 (77-127) 95 (82-112) 0.566
INR** 1.00 (1.00-1.02) 1.00 (1.00-1.05) 1.00 (1.00-1.01)  0.585¢
(Séﬁf)ffthe""erfragme“t 152 +0.36 153 +0.34 152 +0.41 0.929°
Number of PS* 1598 +5.54 15.83 £5.19 16.31 +£6.30 0.608°
Significant fibrosis (n, %)

F2-F4 103  (57.2%) 77 (61.1%) 26 (48.1%) 0.1072
Advanced Fibrosis (n, %)

F3-F4 51 (28.3%) 40 (31.7%) 11 (20.4%) 0.1212

* Mean + standard deviation; ** Median (P25-P75); #The chi-square test; ® T-Test; ¢ C Mann-Whitney
Test; BMI: Body Mass Index; ALT: alanine aminotransferase; AST: aspartate aminotransferase; GGT:
gamma glutamyl transferase; INR: International normalized ratio; PS: portal spaces.
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The liver fragment had a mean size of 15.2 £ 3.6 mm, with 15.98 + 5.54 portal spaces.
The stage of fibrosis by the METAVIR classification was thus distributed in: FO in 3 (1.7%)
patients; F1 in 74 (41.1%); F2 in 52 (28.9%); F3 in 37 (20.6%) and F4 in 14 (7.8%). Therefore,
103 (57.2%) patients were classified as SF and 51 (28.3%) as AF. The groups divided by the
stage of fibrosis were similar regarding gender and body mass index. Patients with significant
and advanced fibrosis were older, had higher levels of AST, ALT, GGT and AF, higher APRI
and FIB-4 values, as well as a lower platelet count, in relation to the groups with a lower stage
of fibrosis. Patients with advanced fibrosis had an even higher AST/ALT ratio, higher BT levels
and higher INR values, compared to patients with a lower stage of fibrosis (Table 2).
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Table 2. Principal demographic and laboratory characteristics of 180 patients with chronic
hepatitis C, in accordance with the fibrosis group, in Rio de Janeiro / RJ, from 2010 to 2014.

Fibrosis Group

Characteristics Significant (> F2) Non-Significant (< F2) P
n =103 n=77
Sex (M/F, %) 43/60 (41.7/58.3) 30/47  (39.0/61.0) 0.7062
BMI (kg/m?)* 268 +5.2 26.6 +4.88 0.832°
Age (years)* 57 (52-62) 50 (37-56) <0.0001¢
AST (U/L)** 57.5 (44-105.5) 45 (32-56) <0.0001°
ALT (U/L)** 87 (64.3-152) 68 (53-87) 0.001¢
AST/ALT* 0.67 +0.23 0.68 +0.22 0.880°
GGT (U/L)** 106 (57-161) 60 (39.5-10.5) <0.0001°
Platelets (109/mm3)* 185 %53 230 +64 <0.0001°
Albumin (g/dL)** 4.0 (3.7-4.2) 41 (3.9-4.3) 0.023°
TB (mg/dL)** 0.60 (0.50-0.75) 0.50 (0.40-0.70) 0.209°
ALP (U/L)** 102 (83-130.5) 89 (71-107.5) 0.005¢
INR** 1.00 (1.00-1.05) 1.00 (1.00-1.00) 0.073°
APR|** 0.95 (0.62-1.61) 0.55 (0.36-0.77) <0.0001°
FIB-4** 2.20 (1.48-3.23) 1.17 (0.77-1.63) <0.0001°
Advanced (> F3) Non-Advanced (< F3)
n=>51 n=129
Sex (M/F, %) 19/32 (37.3/62.7) 54/75 (41.9/58.1) 0.5712
BMI (kg/m?)* 57 (53-61) 53 (45-59) 0.014¢
Age (years)* 275 +58 263 +47 0.180°
AST (U/L)** 795 (46.8-140.3) 48 (36-63) <0.0001°
ALT (U/L)** 95 (66-181) 71 (55-103.5) 0.001¢
AST/ALT** 070 (0.61-0.92) 0.63 (0.53-0.74) 0.001°
GGT (U/L)** 126.5 (88.3-224.5) 65.5 (44-120.5) <0.0001°
Platelets (109/mm3)* 167 %52 220 +59 <0.0001°
Albumin (g/dL)** 39 (3.6-4.1) 41 (3.9-4.3) 0.001°
TB (mg/dL)** 0.60 (0.50-0.80) 0.50 (0.40-0.70) 0.027¢
ALP (U/L)** 102.5 (76.8-131.2) 93 (72.2-114) 0.010°
INR** 1.00 (1.00-1.09) 1.00 (1.00-1.00) 0.014¢
APR|** 1.26 (0.80-2.84) 0.64 (0.38-0.94) <0.0001°
FIB-4** 2.95 (1.74-4.02) 1.35 (0.84-1.98) <0.0001°

* Mean + standard deviation; ** Median (P25-P75); ®The chi-square test; ® T-Test; ¢ Mann-
Whitney Test; BMI: Body Mass Index; ALT: alanine aminotransferase; AST: aspartate
aminotransferase; GGT: gamma glutamyl transferase; ALP: alkaline phosphatase; TB: toral
bilirrubin INR: International normalized ratio; APRI: index of the aspartate aminotransferase
ratio on platelets FIB-4: fibrosis index based on four factors;
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Figure 1 shows the results of MM constructed with the PLS-DA formalism to
discriminate SF and AF. The MM for predicting SF shows a clear discrimination between the
samples when two (Figure 1, C) and three latent components (Figure 1, A) were used. The
figure of merit of the model with 5 latent components shows 100% accuracy. The calibration
graph, with the determination coefficient R2, shows the values predicted by the model versus
the actual values, and the cross-validation graph with the coefficient of determination Q2
presents the values predicted by the model (with the withdrawal of one or more samples) versus
the actual values. A PLS-DA model with high discriminatory power presents values of R2 and
Q2 close to 1. Our model obtained R2 and Q2 = 0.98, suggesting a high power of prediction
(Figure. 1, E). The graph of tests with up to 1000 permutations showed p < 0.001, indicating
that none of the distributions formed by the permuted data is better than the statistic observed

on the basis of the original data (Figure . 1, G).
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Figure 1. PLS-DA analysis of the metabomic models to predict significant and advanced fibrosis
in 126 patients with chronic hepatitis C in Rio de Janeiro / RJ, from 2010 to 2014.
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The MM results for predicting SF, constructed using LDA formalism and validated by
LOOCYV and externally, are presented in Table 3 and were compared with those observed using
the APRI score, with cut-off points of < 0.5 and > 1.5. The MM was able to identify all SF
patients in both the model and validation groups, with SN of 100% (95% CI: 95.3-100%) in the
model group, superior to APRI < 0.5, which presented SN of 85.7% (95% CI: 77.2-92%), and
SP of 100% (95% CI: 86.8-100%) in the validation group, similar to those of the APRI.

Table 3. Performance of the metabonomic models, APRI and FIB-4 to predict significant and
advanced fibrosis in patients with chronic hepatitis C in Rio de Janeiro/RJ from 2010 to 2014.

Significant fibrosis

Model Biopsy R Sensitivity Specificity LR+ LR- A
(n=126)  F2-F4 FO-F1 P (%) ICos06 (%) ICos06 ICos06 ICos06 (%)
>F2 77 0 <0.001 100  95.3-100 100  92.8-100 154.4° 9.8-2447.6 0.01° 0.001-0.2 100
<F2 0 49

Validation

(n=54)

= F2 26 0 <0.001 100 86.8-100 100 87.7-100  56.9° 3.7-888.9  0.02° 0.001-0.3 100
<F2 0 28

APRI

(n=175)

>0,5 85 41  <0.001° 85.9 77.4-920 46.0 34.6-57.9 1.59 1.3-2.0 031 0205 686
<05 14 35

>15 28 3 <0.001 283 19.7-382 96.0 88.9-99.2 7,6 23227 075 0709 577
<15 71 73

Advanced Fibrosis

Model Biopsy 2 Sensitivity Specificity LR+ LR- A
(n=126) F3-F4 FoF2 P (%) ICoss (%)  ICoss ICosoe IComs (%)
>F3 40 1 <0.001 100  91.2-100 98.8 93.7-99.9 57.3° 11.7-280.1 0.01° 0.001-0.2 99.2
<F3 0 85

Validation

(n=54)

2F3 11 0 <0.001 100  71.5-100 100 91.8-100  84.3° 54-1330.5 0.04° 0.003-0.6 99.2
<F3 0 43

FIB-4

(n=172)

> 1,45 43 55  <0.001° 86.0 73.3-942 549 457-63.9 1091 1.5-2.4 026 0.1-05 64.0
<1,45 7 67

>3,25 19 3 <0.001 38.0 24.7-528 97.5 93.0-995 155 48499 064 0508 802
<3,25 31 119

2 Fisher's exact test; ® Chi-square test; *Estimated value; LR+: Positive Likelihood Ratio; LR-: Negative
Likelihood Ratio; A: Accuracy.

The LR indicates the ratio between the likelihood of positive results (LR+) or negative
results (LR-) in patients with fibrosis, and the likelihood of the same result in patients without
fibrosis, and was used because it did not depend on the prevalence of the stage of fibrosis in the

population under study, thus providing a more reliable prediction value for this analysis. A test
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Is considered to have good positive predictive power when LR+ > 10 and good negative
predictive power when LR- < 0.1.

The LR- to exclude SF from the MM was 0.02 (95% CI: 0.01-0.3) for the validation
group, indicating that, since the test is negative by MM, the likelihood of absence of SF is 50
times the likelihood of SF presence. The LR- of the APRI < 0.5 was 0.31 (95% CI: 0.2-0.5),
indicating that, since the test is negative by the APRI, the likelihood of absence of SF is 3.2
times the likelihood of SF presence. This result suggests superiority of MM in relation to APRI
for SF exclusion, but for ClI, this result was considered similar to that of APRI. A validation
with more patients could confirm this superiority. For prediction of SF presence, in the
validation group, the MM presented SP of 100% (95% CI: 87.7-100%) and LR+ 56.9 (95%CI:
3.7-888.9), a similar performance to that of the APRI > 1.5, which showed SP of 96% (95%
Cl: 88.8-99.2%) and LR+ 7.14 (95% CI: 2.3-22.6). The APRI AUROC for predicting SF was
0.76 (95% CI: 0.68-0.83).

As for AF, Figure 1 B, D, F, H shows that the PLS-DA model using three latent
components discriminates the samples well (Figurel, B). The merit figures, with five latent
components, resulted in 100% accuracy, R? of 0.97 and Q? of 0.96, demonstrating a high
predictive value (Figure 1, F). We also performed tests with up to 1000 permutations, which
indicated, with p < 0.001, that no permuted model presented better results than the original
model (Figure 1, H).

The LDA model for predicting AF also correctly diagnosed all patients with and without
AF in the validation group, and missed only one case in the model group (Table 3). For
prediction of absence of AF, the MM, in the validation group, showed 100% SN (95% CI: 71.5-
100%) and LR- 0.04 (95% CI: 0.003-0.6), a similar performance to that of FIB-4 < 1.45, which
presented SN of 85.7% (95% CI: 72.8-94.1%) and LR- 0.26 (95% CI: 0.1-0.5). Likewise, to
predict the presence of AF, in the validation group, the MM presented SP of 100% (95% CI:
91.8-100%) and LR+ 84.3 (95% ClI: 5.4-1330). These results were considered similar to those
obtained with FIB-4 > 3.25, which presented SP of 97.5% (95% CI: 92.9-99.5%) and LR+ 15.6
(95% ClI: 4.9-50.5). The FIB-4 AUROC for predicting AF was 0.80 (95% CI: 0.73-0.88).

In order to compare the performance of these three non-invasive methods for predicting
SF and AF, their SN, SP and accuracy values are shown in Figure 2. Overall, the MM presented
high accuracy, with similar performance to that of the APRI, for the prediction of SF, and for
FIB-4, for the prediction of AF.
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Figure 2. Comparison of the performance of the metabomic models, APRI and FIB-4 in the model
and validation populations, in patients with chronic hepatitis C in Rio de Janeiro / RJ, from 2010
to 2014.
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Legend: (A) Comparison of performance of MM and APRI for predicting SF. (B) Comparison of
performance of MM and FIB-4 for predicting advanced fibrosis

Of the 175 patients with APRI determination, 95 (54.3%) presented values in the gray
zone (> 0.5 and < 1.5), when it is not possible to exclude or confirm SF. Of these, 57 presented
SF by histopathological classification and 38 did not. The MM correctly classified all cases.
Likewise, of the 172 patients with FIB-4 determination, 76 (44.2%) presented values in the gray
zone (> 1.45 and < 3.25). Of these, 25 had AF and 51 did not. The MM also correctly classified
all cases. Thus, the MM presented accuracy of 100% for predicting SF, when the APRI index
values were in the gray zone, and his also occurred for predicting AF, in relation to the
intermediate values of the FIB-4 score. Considering that 54.3% of the patients were not
classified by the APRI and that, of the patients with values below and above the lower and
upper cut-off points, 9.8% were incorrectly classified, using only APRI as a predictor of SF,
liver biopsy would have been correctly avoided in only 35.7% of the patients. Regarding FIB-
4, 44.2% of the patients were not classified and 5.8% were incorrectly classified. Thus, using
only FIB-4 as an AF predictor, liver biopsy would have been correctly avoided in 50% of
patients. In contrast, the MM did not present any classification errors in the population in the
validation group. Therefore, using only MM as predictors of FS and FA, biopsy would have

been avoided in 100% of the patients in this group.
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Discussion:

One hundred and three patients (57.2%) showed a F2-F4 stage of fibrosis, similar to that
described by de Oliveira et al., who, in a study with 525 Brazilian CHC patients , showed that
68% had significant fibrosis (33). In our study, it was observed that the higher the level of liver
fibrosis, the greater the mean age, and, evidently, a greater impairment of liver function,
represented by INR enlargement, higher serum level of bilirubin, fewer platelets count and
lower serum level of albumin, which indicates the progression of fibrosis. Findings that reflect
the natural history of the disease, which is mainly fibrosing and, on average, progresses to
cirrhosis in about 30 years in untreated patients (34).

The quality and reliability of histopathological analysis depend on the width and extent
of the fragment. Since a fragment of biopsy by needle accounts for 1/50,000 of the total organ,
the potential for sampling error is substantial. The liver fragment obtained in this study had an
extension and number of portal spaces within the mean found in the literature (35). Although a
study using computer-generated modeling suggests that a 15-mm fragment is associated with
classification error in 35% of cases, while a 25-mm fragment, which is considered ideal, is
associated with a classification error in 25% of cases (36), Poynard et al., demonstrated that, in
practice, a liver fragment with above 20 mm in length is only obtained in 14% of CHC patients
(37). In a systematic review of 10,027 percutaneous liver biopsies, Cholongitas et al., showed
that the mean liver fragment is 17.7 mm + 5.8 mm in extension and 7.5 *+ 3.4 complete portal
spaces (35). In addition, a study with 352 CHC patients showed that a fragment with a
minimum extension of 15 mm and containing more than 5 portal spaces is adequate for the
diagnosis of significant fibrosis (38)

In our casuistry, the APRI showed moderate accuracy for the diagnosis of significant
fibrosis [AUROC of 0.76 (95% CI: 0.68-0.83)]. This accuracy is somewhat lower than that
described by Wai et al., of 0.88 in the validation population of the study (17), but the same
described in a meta-analysis with 22 studies and 4266 patients, which revealed AUROC 0.76
for the diagnosis of significant fibrosis (39). In studies involving Brazilian patients, the
performance of the method was greater for predicting cirrhosis, with AUROC ranging from
0.84 to 0.82, than for significant fibrosis, with AUROC ranging from 0.76 to 0.92 (40-43).

The FIB-4 presented good performance for the diagnosis of advanced fibrosis in the
patients studied, with AUROC 0.80 (95% CI: 0.73-0.88). The score was initially described for
HCV/HIV co-infected patients, with AUROC 0.76 for the diagnosis of advanced fibrosis, using
lower and upper cutoff points of 1.45 and 3.25 (18). A subsequent validation study in HCV
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mono-infected patients showed AUROC of 0.91 for cirrhosis and 72.8% of patients with
correctly classified values < 1,45 and > 3,25 (31). The accuracy of FIB-4 has been described
as superior to APRI for the diagnosis of advanced fibrosis (44). This finding is confirmed by
Silva Junior et al., who having studied 51 Brazilian patients, demonstrated that FIB-4 was
superior to APRI in the diagnosis of cirrhosis (AUROC 0.86 x 0.82) (43).

The metabomic models presented here are noninvasive methods developed for
diagnosing and classifying liver fibrosis. In this study, the MM for SF prediction did not present
any classification errors. To predict the presence of AF, the MM presented only one
classification error, suggesting that it is a robust method for classifying fibrosis, with potential
to be included in clinical practice. Overall, the MM generated for predicting SF and AF in CHC
patients presented values of sensitivity, specificity and accuracy greater than 90% and
performance similar to that of the APRI and FIB-4. In addition, the method was able to correctly
discriminate the fibrosis stage in all patients who presented APRI and FIB-4 values in the gray
zone, when these scores cannot determine the presence or absence of fibrosis.

Amathieu, in a recent review, emphasizes metabomics and metabolomics as useful tools
in various liver diseases, such as the in diagnosis of autoimmune hepatitis, hepatotoxicity, in
differentiation of hepatocarcinoma from non-malignant liver disease, and in liver failure after
liver transplantation (45).

This method has also shown promise in the investigation of viral hepatitis. In our area,
Godoy et al., in a pilot study using 1H NMR spectroscopy of HCV infected patients and
subsequent statistical analysis by PCA and LDA, showed 94% sensitivity and 97% specificity
of MM for the diagnosis of infection, with a positive predictive value of 97% and a negative
predictive value of 94% (27). Through NMR imaging of the liver with 31P spectroscopy, Zhang
et al., demonstrated that the phosphoester/ phosphatidyl ester ratio decreased in 60 CHC
patients treated with pegylated interferon and ribavirin, after 6 months and 1 year of the end of
treatment of patients with a virological response, whereas this ratio remained stable in the group
of non-responding patients (46).

The method has been further investigated in assessing the severity of liver disease and
cirrhosis and its complications. Amathieu et al., correlated the severity of impaired liver
function in patients with chronic alcoholic liver disease as measured by MELD, with deficient
in lipid, glucose and amino acid metabolismo (47). Jimenes et al., using a 1H-NMR spectrum
of serum from cirrhotic patients, were able to discriminate those with minimal encephalopathy

from those without encephalopathy (48).
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Regarding the evaluation of liver fibrosis, metabonomic and metabolomic strategies
have also been promising. Sands et al., on analyzing the 1H-NMR spectrum of serum of healthy
controls and of CHC patients, constructed an MM by OPLS-DA, using the METAVIR fibrosis
classification and the ELF score as the reference standard, and demonstrated that it was possible
to discriminate patients without fibrosis (FO) from those with moderate fibrosis (F1-F2) and
those with advanced fibrosis (F3-F4) and that the discriminating substances related to fibrosis
were linked to the metabolism of amino acids and lipids. Patients with advanced liver fibrosis
showed increased serum levels of tyrosine, phenylalanine, methionine, citrate and VLDL and
decreased levels of creatine, LDL, phosphatidylcholine and N-acetyl-alpha 1 acid glycoprotein
(49). The authors also demonstrated that the MM created using the ELF index as the reference
standard better discriminated the less advanced stages of fibrosis when compared to the MM
that used biopsy as the reference standard (49).

Embade et al., differentiated 27 CHC patients and cirrhosis (F4) from 30 patients with
non-fibrosis (FO) CHC, using a PLS-DA model, through serum spectral analysis by 1H-NMR.
The authors demonstrated that choline, acetate and LDL present reduced concentration in
cirrhotic patients and are important biomarker predictors of fibrosis. They then constructed a
score derived from a linear combination of these three metabolites, which reached AUROC of
0.92 for the diagnosis of cirrhosis (50). Sarfaraz et al., using 1H-NMR spectroscopy of serum
from 45 CHC patients and histopathological classification of fibrosis, constructed a PLS-DA
model that discriminated FO-F2 patients from F3-F4 patients with good predictive power (R2
=0.673) (51).

It is worth noting that, in parallel with this study, we are publishing another one with
the same methodology and similar results, involving patients from another region of Brazil. Our
initial intent was to create an MM for predicting SF and AF in CHC patients in one region and
to validate the MM in patients from another region. However, this was not possible since, in
the initial analysis of the two populations by PCA, it was found that the patients were
metabolically different. Therefore, it was necessary to create specific models for patients from
each region, due to the possible genetic and alimentary differences of each population.
However, our study corroborates the findings of these authors and suggests that the metabomic
strategy is capable of discriminating the stage of liver fibrosis in patients with chronic HCV
infection, and may, in the future, contribute as a noninvasive method of staging of fibrosis in

these patients.
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Limitations of the study

As a limitation of the study, the small number of patients tested in the external validation
is pointed out, which limits the applicability of the results in the medical practice, as is the fact
that the study was carried out in a tertiary center of health care, which may have caused a
selection bias of patients with a higher degree of involvement of chronic liver disease. Finally,
it is worth mentioning that the 1H NMR of biofluid is not yet a commercially used technique,
as it is restricted to academic and research centers, however, the development of the metabomic
strategy may, in the future, change this scenario and allow this tool to be used routinely in
clinical practice. This will also require larger, multicenter studies that include patients from
various regions of Brazil and from different regions of the world, so that models can be
developed to predict SF and AF of all CHC patients.

Conclusion:

In this preliminary study, the MMs were able to discriminate SF and AF in CHC
patients, with high accuracy and a performance similar to that of APRI and FIB-4. Additionally,
the metabomic strategy allowed staging of fibrosis in the gray zone of these scores, thus
showing promise as a non-invasive marker of liver fibrosis in these patients. However, further
studies will be necessary, with a larger number of patients in the external validation of the

models, in order to confirm their performance, for later incorporation into clinical practice.
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GERALDO BOSCO LINDOSO COUTO
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ANEXO B- Aprovacdo da emenda ao projeto pelo CEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE W"“‘
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

GEP-GC3- UFFE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DO GRAU DE FIBROSE HEPATICA EM PACIENTES COM DOENCA
HEPATICA CRONICA PELO VIRU DA HEPATITE C UTILIZANDO METABONOMICA

Pesquisador: Andrea Doria

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 06572612.3.0000.5208

Instituicdo Proponente: CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 1.684 635



Consideracdes Finais a critério do CEP:
A emenda foi avaliada e APROVADA pelo colegiado do CEP.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacgdes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_778053 22/12/2016 Aceito
do Projeto E1.pdf 10:12:48
Qutros Folhaderosto2012 jpg 22/12/2016 |Andrea Doria Aceito
10:08:41

Qutros JustificativaDeEmenda_pdf 22/12/2016 |Andrea Doria Aceito
10:06:03

Declaragao de AutorizacaoDeUsoDeDados. pdf 22/12/2016 |Andrea Doria Aceito

Pesquisadores 09:56:01

Projeto Detalhado / | ProjetoPlataformaBrasil122016.doc 22/12/2016 |Andrea Doria Aceito

Brochura 09:53:38

Investigador

Folha de Rosto folhaderosto122016._pdf 22/12/2016 |Andrea Doria Aceito
09:50:35

Parecer Anterior 001 jpg 23/08/2012 Aceito
21:50:16

TCLE / Termos de |TCLE.docx 23/08/2012 Aceito

Assentimento / 09:20:25

Justificativa de

Auséncia

Qutros Carta de anuéncia 2 jpg 15/08/2012 Aceito
23:54:56

Qutros Carta de anuéncia 1.jpg 15/08/2012 Aceito
23:54:26

Qutros Lattes Ricardo.docx 15/08/2012 Aceito
23:50:52

Outros Lattes Edmundo.docx 15/08/2012 Aceito
23:50:14

Qutros Lattes Andrea.docx 15/08/2012 Aceito
23:49:44

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o

RECIFE, 03 de Janeiro de 2017

Assinado por:

LUCIANO TAVARES MONTENEGRO
(Coordenador)
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ANEXO C- Autorizacéo de uso de dados de pesquisa

Prof. Dra Maria Chiara Chindamo
Departamento de Clinica Médica/Faculdade de Medicina
Universidade Federal do Rio de Janeiro

AUTORIZACAO DE USO DE ARQUIVOS/DADOS DE PESQUISA

Declaramos para os devidos fins, que cederemos a pesquisadora Andrea Déria Batista
acesso aos arquivos de base de dados e soros armazenados de pacientes da pesquisa PAPEL
DA BIOPSIA HEPATICA NA IDENTIFICACAO DA FIBROSE INTERMEDIARIA NA
HEPATITE C CRONICA para serem utilizados na pesquisa: AVALIACAO DO GRAU DE
FIBROSE HEPATICA EM PACIENTES COM DOENCA HEPATICA CRONICA
PELO VIRUS DA HEPATITE C UTILIZANDO METABONOMICA, que estd sob a

orientagdo do Prof. Dr. Edumundo Pessoa de Almeida Lopes Neto.

Esta autorizagdo estd condicionada ao cumprimento da pesquisadora aos requisitos da
Resolugdo 466/12 e suas complementares, comprometendo-se a mesma a utilizar os dados
pessoais dos sujeitos da pesquisa, exclusivamente para os fins cientificos. mantendo o sigilo e

garantindo a nio utilizagéo das informagdes em prejuizo das pessoas e/ou das comunidades.

Antes de iniciar a coleta de dados a pesquisadora deverd apresentar o Parecer
Consubstanciado devidamente aprovado, emitido por Comité de FEtica em Pesquisa

Envolvendo Seres Humanos, credenciado ao Sistema CEP/CONEP.
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Nome/assinatura e carimbo do responsavel pela Institui¢éo ou pessoa por ele delegada

DRA. MARIA CHIARA CHINDARO
Clinica Médica -Hepatologia
ZPRM 52534148



