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RESUMO

A Doenga Hepatica Gordurosa N&o-Alcootlica (DHGNA) é a causa mais comum de Doenga
Hepatica Cronica nos paises ocidentais e ha interesse crescente em metodos nédo invasivos
para seu diagndstico. A metabondmica pode ser definida como a medida quantitativa da
resposta metabdlica dindmica dos sistemas vivos & estimulos fisiopatologicos ou
modifica¢Oes genéticas e pode ser uma boa opcao para classificacdo da DHGNA de acordo
com sua apresentacao/gravidade. Nosso objetivo foi diferenciar os pacientes com esteatose
(EH) dos que tem esteatohepatite ndo-alcodlica (EHNA) usando a espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear HY(RMNH) para analise metabondmica de amostras de
soro de pacientes submetidos a cirurgia bariatrica. Pacientes no intra-operatério de Cirurgia
Bariatrica foram submetidos a bidpsia hepética e coleta de amostra de sangue para andlise
metabondmica. A DHGNA foi classificada em Esteatose Hepatica (EH) e Esteatohepatite
ndo-alcodlica (EHNA). Os espectros de RMN!H dos dois grupos (esteatose e
esteatohepatite) foram comparados e através de analise estatistica multivariada no software
Matlab 2015b realizou-se a classificacdo das amostras. Foram incluidos 39 pacientes, sendo
31 (80%) com esteatose e 8 (20%) com esteatohepatite. Para o diagnostico de
esteatohepatite, a analise metabonémica apresentou acuracia, sensibilidade e especificidade
iguais a 81,1%, 71,4% e 83,3%, respectivamente. A anélise metabonémica utilizando a
espectroscopia de RMNH foi capaz de diferenciar pacientes com esteatose dos que tem

esteatohepatite ndo-alcodlica com boa acuracia.

Palavras-chave: Hepatopatia Gordurosa Nao-alcodlica. Metabondmica. Espectroscopia de

Ressonancia Magnética. Figado gorduroso.



ABSTRACT

Non-Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD) is the most common cause of Chronic Liver
Disease in Western countries and there is a growing interest in noninvasive methods for its
diagnosis. Metabonomics can be defined as the quantitative measure of the dynamic
metabolic response of living systems to pathophysiological stimuli or genetic modification
and may be a good choice for differentiation among the presentation/severity spectra of
NAFLD. Our objective was to differentiate patients with steatosis from non-alcoholic
steatohepatitis using the metabonomic analysis of the H* Nuclear Magnetic Resonance
(NMR) spectra of blood samples from patients submitted to bariatric surgery. Patients
candidates to Bariatric Surgery were submitted to intraoperative liver biopsy, in addition to
blood sample collection for analysis. The NAFLD was classified in steatosis and NASH
characterized by the presence of mixed centrolobular infiltrate, balloon degeneration and
perisinusoidal fibrosis. The H! NMR spectra of the two groups (steatosis and
steatohepatitis) were compared and through multivariate statistical analysis in Matlab
2015b software was performed the classification of the samples. We included 39 patients,
80% (31) with steatosis and 20% (8) with steatohepatitis. For the diagnosis of
steatohepatitis, the metabonomic analysis presented accuracy, sensitivity and specificity
equal to 81.1%, 71.4% and 83.3%, respectively. Metabonomics was also able to
differentiate patients with stage 0 fibrosis from those with stage 1 fibrosis, a finding that is
of prognostic importance. Metabonomic analysis of H! NMR spectra was able to
differentiate patients with steatosis from those with non-alcoholic steatohepatitis with good

accuracy.

Keywords: Nonalcoholic Fatty Liver Disease. Metabonomics. Magnetic Resonance

Spectroscopy. Fatty liver.
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1 INTRODUCAO

A Doenca Hepética Gordurosa N&o-Alcodlica (DHGNA) é a causa mais comum de
Doenca Hepatica Crbnica nos paises ocidentais (BYRNE, 2015). Ha previsdo de que se torne a
mais frequente indicacdo de transplante hepatico em 2030. Na ultima década, tem se mostrado
que o impacto clinico da DHGNA ndo estd apenas confinado a morbidade e mortalidade
relacionados ao figado, mas, com evidéncia crescente, hoje é considerada como uma doenca
multisistémica, afetando 6rgdos e vias regulatérias extra-hepaticas (ARMSTRONG et al., 2014).
Por exemplo, sabe-se que a DHGNA aumenta o risco de diabetes mellitus tipo 2, doenca

cardiovascular e doenca renal cronica.

Sua prevaléncia é de aproximadamente 30% a 40% em homens e 15% a 20% em
mulheres, chegando a valores tdo altos quanto 70% nos diabéticos tipo 2 (BROWNING, 2004;
BLACHIER, 2013). No Brasil, estudos utilizando a ultrassonografia como método diagndstico,
encontraram esteatose hepatica em aproximadamente 20% da populacdo geral (CRUZ et al.,
2016). Estudos realizados no Hospital das Clinicas da UFPE encontraram prevaléncia de
DHGNA de 42% entre os pacientes diabéticos e de 88,6% nos submetidos a cirurgia bariatrica
(FERREIRA; PERNAMBUCO; LOPES, 2010; CORDEIRO et al.,, 2013). Os nUmeros
relacionados a mortalidade também despertam atencdo, com meta-analise apontando que a
DHGNA esta relacionada a um aumento da mortalidade geral em 57%, principalmente por causas

hepaticas e doenca cardiovascular (MUSSO et al., 2011).

A DHGNA ndo € uma doenca Unica, mas sim abrange um espectro de estagios dentro de
sua histdria natural. Inicialmente ha o acumulo excessivo de gordura no figado, denominado
esteatose simples. Cerca de 30% a 40% desses pacientes evoluem para esteatohepatite, onde além
da esteatose hepatica ha inflamacéo ou injuria hepatocelular (EKSTED et al., 2006). Enquanto os
que tém esteatose simples tém uma evolucgéo relativamente benigna, aqueles com esteatohepatite
ttm maiores chances de progredir para cirrose, podendo ainda apresentar carcinoma
hepatocelular ou mesmo mortalidade por causa hepatica (ONG; PITTS; YOUNOUSSI, 2010).

A presenca de fibrose hepética é o determinante mais importante de desfechos e, usando o
sistema de score Metavir, ela varia de ausente (estagio 0) a cirrose (estagio 4). A maioria dos

pacientes que progridem para estagios avancados de fibrose originalmente tinham EHNA, com
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um risco estimado de progresséo para cirrose de aproximadamente 20%. Em contraste, acredita-
se que a esteatose ndo-alcodlica tenha curso mais benigno, com um risco estimado de progressao

para cirrose de menos de 4%.

Descrever a patogénese dessa condi¢do € ainda encontrar mecanismos ndo completamente
compreendidos, como o porqué de alguns pacientes seguirem apenas com esteatose e outros
cursarem com esteatohepatite e posteriormente cirrose. O figado tem um papel fundamental no
metabolismo da glicose e dos lipideos, portanto a patogénese da doenca gordurosa representa
alteragdo na homeostase desses metabolismos. Na bem reconhecida teoria dos “two-hits”, a
primeira injuria € o acumulo de triglicerideos nos hepatdcitos, seguido por uma segunda injuria
na qual mediadores inflamatorios causam lesdo hepatocelular, inflamacao e fibrose (SUN; FAN;
QIAO, 2015). Estudos feitos nos ultimos anos tém descrito um novo modelo em que mdaltiplas
agressoes paralelas podem ser responsaveis pela DHGNA (TAKAKI; KAWAI;, YAMAMOTO,
2013). A resisténcia insulinica tem papel importante nos modelos descritos, pois aumenta o
recrutamento de acidos graxos livres da circulacdo e sua deposicdo hepatica, ativando também

mecanismos que levam a estresse oxidativo e apoptose dos hepatdcitos.

O entendimento da patogénese descrita se torna mais completo a luz do conhecimento
sobre exposoma, definido como a totalidade de exposi¢des quimicas de um individuo desde sua
concepcao (RAPPAPORT, 2011). Apesar de inicialmente as exposi¢des ambientais terem sido
seu foco, hoje se assume que a grande maioria dos toxicos quimicos afetam alvos criticos dentro
do corpo e, assim, o “ambiente” relevante € o ambiente quimico interno. Ao se destacar produtos
da peroxidacdo lipidica, estresse oxidativo, inflamagdo e microbiota intestinal como pontos
essenciais no modelo explicativo da evolucdo esteatose/esteatohepatite, se traz a visdo de

exposoma para o problema em estudo.

Paralelo a tentativa de melhor compreender os mecanismos fisiopatoldgicos da DHGNA
estdo os esforgcos de se encontrar maneiras acuradas de diferenciar esteatose de esteatohepatite.
Atualmente, a unica forma de diferenciar esses dois pontos da historia natural da doenca
gordurosa € através da bidpsia hepatica (SANAL, 2015). Esse método, além de invasivo, tem alto
custo, esta sujeito a erros de amostragem (ha estudo que mostra discordancia de estagios da
doenga em 41% dos casos, quando se analisam duas amostras) e apresenta mortalidade de 0,01 a

2% relacionada ao proprio procedimento (RATZIU et al., 2005).
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Diante das claras limitagdes do atual padrédo-ouro para diferenciagdo entre esteatose e
esteatohepatite, varios métodos menos invasivos (potenciais biomarcadores) tém sido estudados,

incluindo marcadores de inflamacéo, apoptose de hepatocitos, fibrose e estresse oxidativo.

Pode-se definir biomarcadores como marcadores bioldgicos mensuraveis objetivamente
que podem ser usados para diagnosticar, monitorar ou predizer o risco de doengas (XIA et al.,
2013). Para que sejam validados devem ter importantes caracteristicas, como sensibilidade
suficiente para identificar aqueles com a doenca, especificidade para excluir aqueles sem a
doenca, custo-efetividade e reprodutibilidade.

Encontra-se pelo menos trés abordagens (Figura 1) que tem sido usadas e testadas nessa
busca de biomarcadores para DHGNA (FITZPATRICK; DHAWAN, 2014). A primeira € 0 uso
de dados clinicos e/ ou bioquimicos que tenham sido derivados de grandes estudos de associa¢édo
(exemplo: indice de massa corporea, resisténcia a insulina). A segunda abordagem é o uso de
algoritmos, incluindo marcadores de inflamacdo/morte celular, gerados pelo conhecimento da
fisiopatologia da doenca. A terceira abordagem € baseada em novas tecnologias, como a
protedmica e a metabondmica, que podem levar ndo s6 a marcadores diagnosticos, mas também

permitem um melhor entendimento da fisiopatologia dessa condicéo.



13

Abordagens para marcadores nao-invasivos

Combinacaosimples Vias da Protedmica
de dados disponiveis Fisiopatologia Metabolomica
(clinicos/laboratoriais)

Stress Apoptose Citocinas
Oxidativo

Comparagdo ao padrao ouro para validagao

Figura 1. Abordagens usando marcadores minimante invasivos para diagnosticar esteatohepatite nos pacientes com
DHGNA.

A pesquisa na base de dados SCOPUS, usando os descritores referentes a biomarcadores e
DHGNA deixa claro o crescente interesse nessa area (figura 2). Dados de uma revisao sistematica
apontam o conhecimento dos principais biomarcadores até entdo estudados (Tabela 1), mas se
reconhece que até o momento, nenhum deles foi capaz de substituir a bidpsia hepatica na
diferenciacéo esteatose/esteatohepatite (DOWMAN; TOMLINSON; NEWSOME, 2011).
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Figura 2. Gréfico gerado pela base de dados SCOPUS em 12/06/2015 mostrando a produgdo com os descritores

biomarkers (biomarcadores) e NAFLD (doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica) por ano, entre 1995 e 2015.

Tabela 1. Conhecimento sobre os principais biomarcadores para diferenciacéo entre esteatose e esteatohepatite ndo-

alcodlica.
Ja se sabe que ter aminotransferases normais ndo exclui
AST/ALT esteatohepatite e que ndo houve diferenca na gravidade da
inflamacéo ou fibrose na bidpsia em relagdo aos niveis dessas
enzimas.
NASH test Usa 13 variaveis clinicas e Especificidade 94%
bioguimicas Sensibilidade 33%
Inflamagéo 1TNF alfa e |adiponectina Acurdcia ndo determinada
PCR ultrasensivel Pouca especificidade
Estresse oxidativo Produtos de peroxidacéo Estudos pequenos, resultados
lipidica, niveis de vitamina E e mistos
atividade da glutationa peroxidase
Apoptose Citoceratina-18 Especificidade 87%
Sensibilidade 78%
Resisténcia Insulinica Adiponectina + HOMA-IR* Acuracia 79%

*HOMA-IR modelo de homeostase para avaliagdo de resisténcia insulinica. FONTE: A autora (2017).

Marcadores de inflamacéo

Marcadores genéricos de inflamacdo como ferritina e PCR ultrasensivel apresentam
associagdo com EHNA (HUI et al., 2004; TARGHER, 2006; MUSSO et al., 2011). Adiponectina
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e outras citocinas tém mostrado correlacdo com a presenca e a gravidade da doenca (JARRAR et
al., 2008). Em particular, niveis altos de fator de necrose tumoral alfa e baixos niveis de
adiponectina sao associados com maior grau de dano hepético (HUI et al., 2004a; HAUKELAND
et al., 2006; MANCO et al., 2007; JARRAR et al., 2008). No entanto, o uso desses marcadores
como preditores de doenca é inconsistente e pode ndo ser sensivel ou especifico o suficiente para

atuar como biomarcadores robustos isoladamente.

Marcadores de morte celular

Citoqueratina (CK)-18 é uma proteina que compde filamentos intermediarios no figado.
Caspases clivam a CK-18 durante a apoptose dos hepatocitos e criam fragmentos de CK-18 que

podem ser detectadas por imunoensaio (KWOK et al., 2014).

A apoptose hepética, uma forma organizada e controlada geneticamente de morte celular,
parece ter um papel importante na injdria hepética e na progressdo da DHGNA (FELDSTEIN et
al., 2013). Uma consequéncia central do processo de apoptose é a ativacdo de caspases efetoras
(principalmente caspase 3) que clive diferentes substratos dentro da célula, incluindo a CK-18,

resultando em mudancas morfoldgicas caracteristicas da apoptose.

Os fragmentos de CK-18 gerados pelas caspases ja foram testados no tecido hepatico e no
plasma de pacientes submetidos a bidpsia por suspeita de DHGNA e controles (WIECKOWSKA
et al., 2006). Notou-se que os fragmentos de CK-18 encontram-se elevados significativamente
nos pacientes com DHGNA, comparado aos controles. Resultados similares foram
posteriormente observados em uma populacdo de pacientes obesos submetidos a cirurgia
bariatrica (DIAB et al., 2008). Estudo com 139 pacientes biopsiados, mostrou acuracia de 83%
desse biomarcador para diagnostico de EHNA (FELDSTEIN, 2010).

Modelos Preditivos

Vérios modelos preditivos tém sido desenvolvidos usando parametros clinicos e medidas
de produtos do processo fibrogénico. Entre esses, o escore de fibrose NFS (NAFLD Fibrosis

Score) é calculado usando dados clinicos disponiveis (idade, indice de massa corporea, presencga
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ou auséncia de hiperglicemia, contagem de plaquetas, albumina e razdo AST/ALT) ajudando a
identificar pacientes com doenca mais grave (ANGULO et al., 2007). Aplicando esse modelo, a

biopsia hepatica foi evitada em 75% de 733 pacientes, com predicao correta em 90%.

A presenca de sindrome metabolica € forte preditor de esteatohepatite em pacientes com
DHGNA e pode ser usada para identificar pacientes com bioquimica hepatica persistentemente

anormal, que irdo se beneficiar de uma bidpsia hepética para diagndstico e progndstico.

As pesquisas envolvendo os biomarcadores atuais para EHNA frequentemente néo
preenchem a métrica de qualidade do STARD (Standards for Reporting of Diagnostic Accuracy).
Entdo uma nova extensdo do STARD foi proposta especificamente para testes diagndsticos para
fibrose hepéatica (BOURSIER et al., 2015).

No caso de DHGNA, o biomarcador deve ser particularmente habil para distinguir
esteatose de esteatohepatite, determinar a extensdo da fibrose hepatica, predizer o risco de

progressdo da doenca e monitorar a resposta a intervencoes terapéuticas.

A maioria dos testes disponiveis atualmente, como o Steatotest ou NASHtest, sdo
baseados na combinacdo de caracteristicas ndo relacionadas a funcdo hepatica (idade, indice de
massa corporea, sexo) com biomarcadores refletindo alteraces nas enzimas hepaticas, mas ndo
diretamente envolvidos na iniciacdo ou progressdo da doenca. Apesar de ainda ser possivel
melhorar os algoritmos usados nesses testes, € improvavel que esses novos algoritmos tenham
grande efeito em sua acuréacia, porque os biomarcadores empregados nao estdo diretamente
envolvidos no desenvolvimento da DHGNA.

Metabondmica

A metabondmica pode ser definida como a medida quantitativa da resposta metabolica
dindmica a estimulos fisiopatologicos ou modificacdo genética nos seres vivos (NICHOLSON,;
LINDON; HOLMES, 1999). Fundamenta-se em um principio basico dos seres vivos chamado de
homeostase (LINDON; HOLMES; NICHOLSON, 2003). Quando um sistema Vvivo € exposto a

situacOes de estresse, responde no sentido de neutralizar a acdo externa. Com isso, ocorrem
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mudangas na concentracdo e no fluxo dos metabdlitos endégenos na busca de manter 0 meio
interno estavel ou em homeostase.

Durante a década de 90, foram introduzidas algumas ferramentas analiticas que tinham
como objetivo descrever qualitativa e quantitativamente todos os compostos de baixo peso
molecular presentes numa célula animal ou vegetal. Esse conjunto de técnicas foi denominado
metabolomica, a partir do conceito de metaboloma (ROBERTSON, 2005). Por definicdo,
metaboloma é o conjunto de todas as moléculas de baixa massa molecular (metabdlitos) presentes
numa célula, que sdo necessarias para seu funcionamento e crescimento. Esses metabolitos sdo
compostos organicos (aminoécidos, &cidos graxos, vitaminas, lipideos e carboidratos, por
exemplo), inorganicos e espéecies elementares. O metaboloma humano possui centenas de

milhares de compostos.

E comum o uso dos termos metabondmica e metabolémica como sindnimos, mas baseado
nas definicGes descritas, se observa que enquanto a metabolémica busca identificar e também
quantificar os metabolitos que sofrem mudancas em suas concentracfes apos a interferéncia de
agentes externos (TEAHAN et al., 2006), na metabonémica, o objetivo é reconhecer mudangas
no perfil dos metabolitos presentes no biofluido (SILVA, 2010).

No desenvolvimento dessas duas estratégias, alguns conceitos sdo importantes:

Anélise de Metabdlitos — Determinacdo qualitativa e quantitativa de metabdlitos
relacionados a uma reacdo metabdlica especifica. Esse tipo de andlise exige preparacdo da
amostra, com separacdo dos metabolitos de interesse. Pode-se utilizar, por exemplo, a separagédo

cromatografica seguida por um método de deteccdo (como a espectrometria de massas).

“Impressao Digital Metabolica” — & uma anélise global e rapida, objetivando classificar as
amostras. A identificacdo e a quantificacdo dos metabdlitos ndo séo necessarias. O tratamento da

amostra é simples e o tempo de analise mais curto, por ndo ser necessaria uma separagao previa.

A “impressdo digital metabodlica” ¢ um conceito que estd inserido na estratégia
metabondmica, uma vez que dispensa a identificacdo dos metabolitos e visa classificar as
amostras. Mesmo assim, quando a analise utiliza a espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear, isso pode ser possivel. Existe um banco de dados, com a informagéo do deslocamento

quimico dos compostos, que permite a identificacdo de alguns metabdlitos (Figura 3)
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Figura 3. Identificacdo de metabdlitos em espectro de RMN de urina de humanos

Dessa forma, o objetivo do pesquisador vai definir a estratégia a ser adotada e,
consequentemente, a técnica mais adequada a ser utilizada. Se o objetivo é identificar e
quantificar metabdlitos, as técnicas cromatograficas associadas a espectrometria de massa sdo
boas escolhas. Mas se 0 objetivo € tracar um perfil metabolico e associa-lo a alguma doenca ou

condicdo particular, pode ser utilizada a espectroscopia de ressonancia magnéetica.

A RMN!H é uma técnica ndo destrutiva, amplamente usada na quimica, que fornece
informagdo detalhada da estrutura molecular, assim como sobre suas concentragdes relativas.
Como os espectros gerados a partir dessa analise sdo complexos, a utilizacdo de ferramentas de
estatistica multivariada se faz necessaria para o tratamento desses dados. Nos Gltimos anos, nosso
grupo de pesquisa em metabonémica tem adotado essa estratégia nos pacientes com doengas
hepaticas, com publicacdes e modelos construidos para os portadores de hepatite C, hepatite B e
esteatose hepatica (GODOY et al., 2010). Poucos estudos empregaram a metabonémica na

diferenciacéo entre esteatose e esteatohepatite ndo-alcodlica, e nenhum deles usou a RMN*H.

A metabondmica vem ao encontro da necessidade de se encontrar biomarcadores mais
sensiveis aos utilizados atualmente, pois 0s marcadores detectados por analises clinicas
convencionais e metodos histopatoldgicos sdo pouco especificos e apenas apresentam alteracdes
significativas ap0s as lesdes ou doencas estarem em estagios avancados. Os biomarcadores
podem ser considerados ideais quando sdo capazes de identificar doengas em estagios iniciais,

resultando em tratamentos mais eficazes. Para serem considerados 6timos para uso clinico,
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devem poder ser rapidamente analisados, com bom custo-beneficio, especificos e sensiveis, bem
como predizer o risco da doenga (LABORDE et al., 2012). Neste sentido a metabondmica se
tornou uma tecnologia promissora para aplicacao na area de patologia, e seus beneficios tém sido
demonstradoa em diversas areas clinicas (ZHANG et al.,, 2012), como na busca por
biomarcadores como meio diagnostico e indicadores da progressdo de doencas (NICHOLSON;
LINDON; HOLMES, 1999; LINDON; HOLMES; NICHOLSON, 2003; SOLANKY et al., 2003;
AZMI et al., 2008; GINSBURG; DONAHUE; NEWBY, 2005; KIRSSCHENLOHR et al., 2006;
AKIRA; IMACHI; HASHIMOTO, 2005; AKIRA et al., 2008; 2010; MAKINEN et al., 2008;
BERTINI et al., 2012; DUARTE; DIAZ; GIL, 2012).

Além disso, a metabonémica tem sido aplicada para estudar o efeito de drogas no
organismo (HOLMES et al., 1998; WATERS et al., 2001), toxicologia (HOLMES et al., 2000;
LINDON; HOLMES; NICHOLSON, 2003), analise fitoquimica e desenvolvimento de novas
drogas (SUMNER; MENDES; DIXON, 2003; SHYUR; YANG, 2008; POWERS, 2009;
SCHRIPSEMA, 2010) e analise de alimentos e seus efeitos nutritivos (SOLANKY et al., 2003;
WISHART, 2008; MANNINA; SOBOLEV; CAPITANI, 2012).

Admitindo-se a DHGNA como algo verdadeiramente complexo, acredita-se que a
metabon6mica seja um método bastante promissor para estabelecer a diferenciacdo entre
esteatose e esteatohepatite ndo-alcodlica. Poderd vencer as limitacbes dos marcadores ja
estudados e ainda trazer maior entendimento da patogénese pela identificacdo dos metabdlitos

envolvidos.

O emprego dessa estratégia representa uma mudanca de paradigma na analise clinica,
migrando de um sistema que visa determinar o teor (concentracdo absoluta) de certas substancias,
biomarcadores especificos, para um sistema no qual inicialmente identificam-se perfis espectrais
associados ao objeto de investigacdo, podendo-se posteriormente identificar os metabolitos

enddgenos envolvidos nessas alteracdes.

Apesar de desenharmos um estudo para avaliagdo de um método diagndstico, esse
conhecimento pode ainda nos ajudar na busca de melhores alvos terapéuticos para essa doenca,
que até entdo tem seu tratamento apenas focado em controle de fatores de risco e néo

verdadeiramente em seus mecanismos indutores e de progressao.



20

1.1 METABONOMICA: DETALHES DO PROCESSO

O cuidado para coleta, preparagdo e armazenamento das amostras é bastante importante
para assegurar que haja uma representacdo significativa do metaboloma in vivo. Isso é um
aspecto critico para qualquer estudo, pois falha em coletar amostras corretamente pode levar a
erro nos achados. Apesar de ndo existir atualmente diretrizes baseadas em evidéncias para coleta
de amostras especificamente para estudos com esse método, existem orientacGes baseadas em
consensos de especialistas (HOLLAND et al., 2003; TUCK et al., 2009; DUNN et al., 2011).

Ap0s a coleta, a amostra de sangue deve ser dividida em aliquota, e apos centrifugacéo,
refrigerada assim que possivel em -80°C até o0 momento da andlise (DIETMAIR et al., 2010).
Evitar ciclos de congelamento e descongelamento desnecessarios ira reduzir a possibilidade de
degradacdo de metabolitos, minimizando a introducdo de erros sistematicos nos perfis de
metabdlitos (TEAHAN et al., 2006; SAUDE; SYKES, 2007; YIN et al., 2013).

Na metabondmica, as duas técnicas mais comumente usadas sao espectrometria de massa
e a ressonancia magnética nuclear (RMN), que operam em principios diferentes e com
requerimentos diferentes para processamento da amostra. A RMN explora o spin nuclear Gnico
de um componente para reconhecer sua identidade e é mais efetivo para fluidos, tornando
necessario converter tecidos sélidos para liquidos antes da analise (DUNN et al., 2011).). Por
outro lado, a espectrometria de massa é uma técnica quimica analitica que identifica compostos
pela razdo massa/carga e € realizada com uma técnica de separacdo de ions previamente, como

cromatografia liquida ou gasosa.

A espectroscopia de RMN usa um pulso eletromagnético para induzir transicdes de
energia em spins nucleares de amostras submetidas a um campo magnético estatico. Quando um
nucleo esta em um campo magnético, seu spin nuclear ird alinhar a mesma direcdo (orientagédo
alfa) ou oposta (orientacdo beta) do campo magnético externo. A maioria dos nucleos existe na
orientacdo alfa, ja que requer menos energia, assim mais ndcleos estdo alinhados com o campo
magnético externo do que contra ele. A espectroscopia de RMN usa radiacdo eletromagnética
para levar o ndcleo orientado em alfa para o estado beta. Quando a energia é removida, o nucleo

reverte ou “relaxa” de volta ao estado alfa. A flutuacdo do campo magnético associada com o



21

processo de relaxacdo ¢ chamado “ressonancia” e pode ser visualizada como picos em um

espectro de RMN, dando informac&o estrutural sobre a molécula (DUNN et al., 2011).

Ambas as técnicas (Espectrometria de Massa ou RMN) tém suas vantagens e
desvantagens (LENZ; WILSON, 2007; ISSAQ et al., 2009). As principais vantagens da RMN s&o
uma preparacdo da amostra relativamente minima e alta reprodutibilidade (DUMAS et al., 2006).
Ja sua principal limitagcdo é uma menor sensibilidade, j& que transi¢des de energia pequenas para
moléculas pequenas (ex. agucares, aminodcidos) sdo geralmente obscurecidos por aquelas de

moléculas maiores (ex. triglicerideos, lipoproteinas).

1.1.1 Anélise estatistica

O objetivo da maioria dos estudos metabonémicos é identificar padrées que sirvam como
marcadores de condi¢des bioldgicas, seja quando esse padrao precede a condi¢do (‘exposi¢do’),

ou quando ¢ consequéncia da condi¢do (‘desfecho’).

Uma forma de vencer a limitacdo dos testes multiplos é reduzir a dimensionalidade dos
dados antes das analises convencionais. Dessa forma, o analista pode examinar correlacdes e usar
técnicas de regressdo padrdo para avaliar associacfes com a exposicdo ou desfecho de interesse.
Exemplos comuns incluem a andlise de componentes principais (PCA), que gera clusters
ortogonais de metabdlitos que explicam a maioria da variancia nos dados; a analise de
componentes simultdnea ANOVA; e técnicas de analise em cluster, como analise hierarquica em

cluster, que agrupa metabolitos em clusters naturais.

Analises multivariadas convencionais podem seguir essas técnicas para identificar grupos

de metabdlitos mais fortemente associados com a exposi¢éo ou desfecho.

No caso de métodos supervisionados, o investigador pode ter uma hipétese a priori da
relacdo entre metabolitos especificos e a condigdo biologica. O objetivo dos métodos
supervisionados € encontrar um modelo que corretamente associe 0s metabolitos com a condigédo
bioldgica de interesse. Os métodos supervisionados requerem um conjunto de dados para gerar
um modelo que caracterize a relacdo entre os padrdes de metabolitos e a condigdo bioldgica.

Ap0s essa fase, 0 modelo tem sua validade avaliada em um conjunto de dados independente.
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Exemplos de abordagens supervisionadas incluem random forest, um método de
classificacdo que opera pela construcdo de arvores de decisdo com objetivo de reduzir variancia;
analise discriminante com calibracdo multivariada por minimos quadrados parciais (PLS-DA),
que relaciona a varidvel independente (dados dos metabolitos) ao vetor resposta (a condicdo
bioldgica de interesse) com um modelo de regressdo. PLS-DA classifica as varidveis pela

maximizacao da discriminagao entres grupos de amostras pré-definidos.

1.2 METABONOMICA EM ESTUDOS DE GRANDE ESCAL

Ao decidirmos empregar a metabonémica no estudo de uma doenca tdo prevalente como a
DHGNA, também nos interessa conhecer como essa técnica tem sido utilizada em estudos de
grande escala.

Em diretrizes para tais procedimentos, o Biobank do Reino Unido evidenciou que
amostras de plasma, soro e urina mantidas em 4° C por 24 horas e com transporte bem controlado
antes de criopreservacgdo por longo tempo foram adequadas para estudos metabondmicos de alta
resolucdo (PEAKMAN; ELLIOTT, 2008).

A RMNH se mostra como a maneira mais viavel de obter perfis metabdlicos ndo
supervisionados para um grande numero de pessoas a um custo razoavel. O instrumento

INTERMAP para analise em urina é capaz de analisar mais de 100 amostras por aparelho por dia.

E essencial que as plataformas analiticas permanegam estaveis, e que qualquer desvio seja
quantificado e compensado para reduzir diferencas sistematicas e reduzir viéses. O coeficiente de
variacdo associado com espectroscopia por RMN!H inter- e intra laboratério € de

aproximadamente 5%.

Ao se escolher a RMN, a identificacdo de metabdlitos pode ser feita posteriormente para
um ndmero pequeno de picos discriminatorios, ja que isso envolveria consumo de maior tempo e
de recursos. Essa estratégia pode simplificar a analise de dados, especialmente quando existe

grande nimero de amostras.
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1.3 METABONOMICA: DADOS BIBLIOMETRICOS

Por estarmos estudando um método pouco empregado na avaliagdo da DHGNA, é
interessante investigar o quanto ele ja foi explorado na literatura. A bibliometria € um método de
pesquisa que permite encontrar uma quantidade de artigos essenciais (denominados nucleares)
que se supbe serem 0s mais relevantes publicados sobre um determinado assunto, partindo da
pratica estabelecida na comunidade cientifica de fornecer as referéncias bibliogréficas de
qualquer trabalho.

Como estratégia para elaboracdo da pesquisa bibliométrica sobre metabonémica, utilizou-
se 0 banco de dados SCOPUS, a palavra-chave “metabonomics” e o periodo de 1999

(reconhecida como primeira publicacdo, até 2016). A figura 3 mostra os dados dessa pesquisa.
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Figura 4 (a). Numero de publicagdes com o descritor “metabonomics” na base de dados SCOPUS de acordo com o

ano de publicacdo, ente 1999 e 2016.
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1.4 METABONOMICA E DHGNA

Encontram-se na literatura poucos estudos com metabonémica que avaliaram a
fisiopatologia da esteatose e sua progressdo para a esteatohepatite (BEYOGLU; IDLE, 2013).
Quando uma pequena série de pacientes com esteatohepatite foi comparada com a de esteatose,
mudangas significantes nas concentracfes sericas de apenas trés fosfolipideos foram relatados
(BARR et al., 2011). Um destes estudos, encontrou concentragdes sericas aumentadas de glicose,
glutamato e taurina nos pacientes com esteatohepatite (WU; ZHU; WANG, 2011).

Observa-se que artigos até entdo publicados, além de em sua maioria ndo terem usado
RNM, mas sim a estratégia com espectrometria de massa, focaram muito mais a pesquisa de vias
alteradas do metabolismo que pudessem explicar a fisiopatologia da progressdo
esteatose/esteatohepatite. Porém, como ja discutido em relacdo ao uso da metabondmica para
estudos de grande escala, o reconhecimento de padrdes espectrais, mesmo sem identificacdo dos
metabolitos, pode ser empregado mais facilmente para o reconhecimento de individuos saudaveis

e doentes.
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2 JUSTIFICATIVA

Diante do reconhecimento da DHGNA como enfermidade de grande prevaléncia local e
mundial e entendendo sua potencial evolugdo para cirrose e hepatocarcinoma, além de sua
ligacdo com complicagdes extra-hepaticas, € notavel a importancia de estudar métodos para o seu

diagnostico.

Sabe-se que nenhum dos biomarcadores até entdo estudados foi capaz de substituir a
bidpsia hepatica na diferenciacdo esteatose/esteatohepatite, sendo a bidpsia método caro, invasivo

e sujeito a erros de amostragem.

Com o advento das tecnologias “Omicas”, se reconhece uma mudanca de paradigma,
saindo de um sistema que visa determinar o teor (concentragdo absoluta) de certas substancias,
para um sistema no qual inicialmente identificam-se perfis espectrais associados ao objeto de
investigacdo, podendo-se também identificar os metabdlitos enddgenos envolvidos nessas

alteracdes.

Escolher fazer um estudo metabondmico, é também trazer uma mudanc¢a de visdo no
sentido de ndo buscar o entendimento de uma determinada via envolvida no processo, mas sim
reconhecer a complexidade da DHGNA e assim, buscar o uso de multiplos marcadores para seu

diagnostico, com auxilio dos meios estatisticos necessarios para esse fim.

Dentre os estudos metabondmicos publicados que ja envolveram DHGNA, muitos
seguiram pela pesquisa de metabolitos especificos, enquanto nosso propdsito visa a criacdo de
um modelo, que possa posteriormente ser validado e reproduzido para diagnéstico em grande
escala. Os estudos do nosso grupo com hepatite B, hepatite C e esteatose usaram a RMN?*H, de
forma que além da experiéncia prévia, a opcao por esta ferramenta foi baseada nas vantagens de

ser um método com prepara¢do minima da amostra e alta reprodutibilidade.
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3 OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Diferenciar pacientes com DHGNA que apresentam esteatose daqueles com
esteatohepatite ndo alcodlica através da anélise metabonémica utilizando a espectroscopia de

RMNH em amostras de soro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar os espectros médios de RMN'H de amostras de soro dos pacientes com
esteatose e dos que tem esteatohepatite ndo-alcoodlica;
e Construir um modelo metabonémico para diferenciar os pacientes com esteatose dos que

tém esteatohepatite ndo alcodlica.



28

4 MODELO TEORICO E HIPOTESE

TEORIAS
* Resisténciaa Insulina:
mecanismo chave
* “Second hit” injuria
oxidativa
* “Multiple parallel hits

AGLindutores de Radicais livres de Oxig.
hepatotdxicos

I chegada de TG ao figado
Jsintese VLDL
J betaoxidacao de AGL
Alterages em Micro RNA Potencial fonte de injiria
oxidativa hepatotdxica

”

Figado Fibrose/

normal cirrose

PMipalise periférica
Psintese de TG
P captagdo hepatica de AG

Polimorfismosno gene da
apolipoproteina €3, da IL6,
adiponutrina

Metabolitos

METABOLOMICA

Figura 5. Modelo explicativo da histéria natural da DHGNA

TG= triglicerideos; VLDL= very low-density lipoprotein; AGL= 4cidos graxos livres; IL6= Interleucina 6

Para a construgdo desse modelo explicativo utilizaram-se trés teorias. A primeira e mais
amplamente aceita coloca a resisténcia insulinica como mecanismo chave na patogénese da
DHGNA. A segunda sugere que além do acumulo de gordura, para existir esteatohepatite, tem
que ocorrer uma segunda injaria oxidativa (teoria do “second hit”). A terceira e mais recente
teoria reconhece que existem multiplas agressoes paralelas nesse processo (“multiple parallel

hits”).

Os espectros da doenca vdo da progressdo de figado normal para esteatose, podendo o
paciente evoluir para esteatohepatite e por Gltimo fibrose/cirrose. Para haver esteatose tem que
existir acumulo de triglicerideos (por qualquer um dos mecanismos apontados no modelo). A
Resisténcia a Insulina é mecanismo chave tanto na progressao de figado normal para esteatose

como dessa Ultima para esteatohepatite. A segunda agressdo envolve a injuria hepatocelular, ja
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que o proprio acumulo de &cidos graxos livres induz a formacdo de radicais livres de oxigénio
hepatotoxicos, levando a estresse oxidativo. Os pacientes com esteatohepatite também tém
reconhecida diminuicdo da adiponectina e acimulo de ferro. Hoje tem crescido o reconhecimento
do papel da microbiota intestinal nessa patogénese. Observacdes iniciais mostraram que 0S
pacientes obesos tém maior supercrescimento bacteriano e acredita-se que a flora bacteriana
intestinal possa ser outra potencial fonte de injaria oxidativa hepatotoxica, admitindo-se que

existam multiplas agressdes hepaticas na terceira teoria.

Nesse modelo se reconhecem o0s hepatdcitos como suscecptiveis a uma variedade de

insultos e a esteatose como um epifendmeno de varios mecanismos distintos de injdria.

Acredita-se que todas essas vias, por serem perturbacfes na homeostase, podem gerar
alteracBes nos metaboélitos e uma “impressdo digital”. Assim, os metaboélitos presentes nos
biofluidos de pacientes com esteatose devem ser diferentes dos pacientes com esteatohepatite (ja

que esquematizamos injdrias distintas nessas duas condicdes).

Nossa hipotese é de que 0 modelo metabondmico construido através da espectroscopia de
RMN!H das amostras de soro possa diferenciar os pacientes com esteatose dos que tem

esteatohepatite ndo alcoolica.
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5.1 DESENHO DO ESTUDO
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Foi feito um estudo de acuracia, seguindo o guideline STARD, comparando a estratégia

metabondmica a bidpsia hepatica (padréo-ouro) na diferenciacdo entre esteatose e esteatohepatite.

5.2 FLUXOGRAMA
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Figura 6. Desenho do estudo: sele¢do dos pacientes e analises.
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5.3 MODELO EXPERIMENTAL

Pacientes submetidos a hiopsia hepatica no intra-operatirio de gastroplastia

Anilise metabondmica dos espectros de RVMINIH de amsotras de soro

Padrio ouro

Analise estatistica
multivariada
Iodelo

Amostra

Esteatose

Figura 7. Modelo experimental do estudo.

5.4 OPERACIONALIZACAO DA PESQUISA

5.4.1. Local e periodo da pesquisa

Pacientes foram triados da Clinica Neogastro, em Recife-PE onde uma equipe
multidisciplinar que conta com médicos, enfermeiras, psicologas e nutricionistas atua. Os dados

foram coletados no periodo de novembro de 2015 a abril de 2016.
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5.4.2. Populacéo da pesquisa

5.4.2.1. Populagéo alvo

Pacientes obesos submetidos a cirurgia bariatrica.

5.4.2.2. Critérios de inclusao

Foram incluidos os pacientes que preencheram os seguintes critérios:

(1) Idade maior que 18 anos;
(2) consumo de alcool menor que 20 gramas/dia para mulheres e 30 gramas/dia para homens.
O paciente respondeu em questionario a quantidade de alcool que costuma ingerir, e 0

pesquisador padronizou essa informagdo em gramas por dia.

5.4.2.3. Critérios de exclusdo

Foram excluidos os pacientes que referiam historia de doenca hepatica induzida por virus
ou drogas que pudessem causar esteatose e marcadores soroldgicos negativos para Hepatites B e
C (HbsAg, antiHBc e antiHCV).

5.4.2.4. Tipo e processo de amostragem

Realizou-se a técnica de amostragem por conveniéncia.



5.4.3. Definicao de termos e coleta de dados

Termo

Definicéo tedrica

Definigdo operacional

Doenca Hepética
Gordurosa N&o-
alcodlica (DHGNA)

(a) Evidéncia de esteatose hepatica
seja por imagem ou pela histologia
e (b) sem causas secundérias para
acumulo de gordura hepatica como
consumo de alcool significante, uso
de medicacdo esteatogénica ou
desordens hereditérias.
Abrange o espectro inteiro da doenga
hepatica gordurosa em individuos sem
significante consumao de alcool, indo
desde a esteatose hepatica até

esteatohepatite e cirrose.

Pacientes com esteatose hepatica
(seja por imagem ou por
histologia) que, em questionario
da pesquisa ndo apresentam
evidéncia de outra causa para a
esteatose (sem consumo de
alcool significante, sem uso de
outras drogas esteatogénicas ou

desordens hereditérias).

Esteatose hepatica

ndo alcodlica

Presenca de esteatose hepética sem
evidéncia de injuria hepatocelular na forma
de balonamento dos hepatdcitos e sem

evidéncia de fibrose.

Diagnostico dado pela avaliagdo
da patologia usando Escore de
Atividade: Grau de Esteatose de
1 a 3 com demais escores iguais
ao.

Esteatohepatite ndo
alcoolica (EHNA)

Presenca de esteatose hepética e inflamacéo
com injaria hepatocelular (balonamento)

com ou sem fibrose.

Diagndstico dado pela avaliagéo
da patologia usando Escore de
Atividade: Grau de esteatose de
1 a3, com inflamagdo hepética e
balonamento diferentes de zero,
independentemente do escore de

fibrose.

Escore de Atividade
da Doenca Hepatica
Gordurosa Nao-

alcodlica

Composto por escores de esteatose,
inflamag&o e balonamento (14 achados
histoldgicos, 4 dos quais sao avaliados semi-

quantitativamente)

Preenchimento do escore pela
patologista atribuindo pontuagéo
para as seguintes categorias:
esteatose (0-3), inflamacéo
lobular (0-2), balonamento
hepatocelular (0-2) e fibrose (0-
4)
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Operacionalizacdo das medidas e categorizacdo das variaveis

Variaveis Definicao tedrica Definigdo operacional Categorizacio
independentes
Idade Variavel continua Calculada em anos pela Ausente
definida pela data de data de nascimento que
nascimento que consta consta do Registro
do Registro Geral Geral fornecido pelo
fornecido pelo paciente. | paciente e registrado na
data de aplicacdo do
questionario.
Sexo Variavel categérica Considerado o sexo que Presente

dicotébmica definido
pela informacdo que
consta do Registro

Geral fornecido pelo

consta do Registro
Geral fornecido pelo
paciente e registrado na
data de aplicacédo do

Masculino e Feminino

paciente. questiondrio.
indice de Massa Variével continua que é | Calculado dividindo o Presente
Corporea (IMC) uma medida peso do paciente (em 30 a <35 — Obesidade
internacional usada para kg) antes de se Grau |
calcular se uma pessoa | submeter a gastroplastia | 35 a <40 — Obesidade
esta no peso ideal. dividido pela altura (em Grau ll
Expressa em kg/m? metros) ao quadrado. >=40 -
Obesidade Grau IlI
(morbida)

5.4.3.1 Etapas e método de coleta dos dados
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Etapa 1 — Selecdo dos Pacientes: pacientes obesos com indicacdo médica de serem

submetidos a cirurgia bariatrica no periodo da pesquisa foram informados sobre os objetivos e

etapas do estudo e em seguida convidados a ler em conjunto com o pesquisador e assinar 0

TCLE. Apds concordancia, aqueles que assinaram o TCLE (Anexo 1) eram submetidos ao

questionario (Anexo 2) e exame fisico e registro de dados coletados do prontuério, referentes a

exames laboratoriais e complementares.

Etapa 2 — Coleta das amostras: Coletada amostra de sangue dos pacientes em jejum, no

dia do procedimento cirurgico. A amostra foi centrifugada no laboratorio de analises clinicas e o

soro foi estocado em -80° C até analise, sendo enviada aliquota para a Central Analitica do

Departamento de Quimica Fundamental da UFPE, para realizagdo da RMN!H e analise

metabonomica.
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Etapa 3 — Bidpsia hepatica: Os pacientes foram submetidos a bidpsia hepética durante o
intra-operatorio. O fragmento obtido foi fixado em formol e posteriormente encaminhado ao
Laboratorio de Patologia Clinica. Todas as amostras foram analisadas pela mesma patologistaa,
que realizou andlise do fragmento submetido, segundo Escore de Atividade da Doenca Hepatica

Gordurosa Néao-alcodlica.

Etapa 4 — Anélise metabonémica: As amostras de soro foram enviadas a Central
Analitica do Departamento de Quimica Fundamental e analisadas usando a espectroscopia de
RMN?H e posteriormente criacdo do modelo metabonémico.

Biopsia Hepatica

Foi realizada biopsia com agulha Hepafix ® 16G. O material foi conservado em
formaldeido a 10% e enviado a patologia, onde foi corado com Hematoxilina-eosina e tricromio

de Masson.
Classificacao histoldgica

Baseado nos critérios da Conferéncia da Associacdo Americana para o0 estudo das
Doencas Hepaticas (BRUNT, Neuschwander-Tetri, Caldwell, 2003), utilizou-se a classificacdo
em esteatose hepatica (EH), esteatohepatite ndo alcodlica (EHNA) e cirrose hepéatica (CH).
Esteatose foi classificada como grau 1 (acometimento de 5 a 33% dos hepatécitos acometidos),
grau 2 (33 a 66% dos hepatdcitos acometidos) e grau 3 (mais de 66% dos hepatdcitos

acometidos).
Coleta, preparacdo e armazenamento do material

Apesar de atualmente ndo existirem diretrizes baseadas em evidéncias no que se refere a
coleta de amostras especificamente para estudos metabondmicos, seguimos os procedimentos
padrdo baseados em consensos de especialistas para a coleta de material biologico e

processamento para estudos epidemioldgicos.

Apols coleta de sangue, as amostras foram centrifugadas antes do congelamento e
estocagem. Nao realizamos a coleta em tubos contendo EDTA, pela interferéncia na analise

metabondmica. Evitando ciclos desnecessarios de congelamento e descongelamento, reduziu-se a



36

possibilidade de degradacdo de metabdlitos e minimizou-se a introdugdo de erros sistematicos no
perfil de metabolitos.

Espectroscopia de RMN'H

Os espectros de RMN!H foram obtidos através do espectrometro Varian Unit Plus (Varian
NMR) operando a 300 MHz, utilizando tubos de 5mm de didmetro interno. As amostras de 400
puL de sangue foram adicionados 200 pL de cloroférmio deuterado (D20). Apoés
homogeneizacio, o espectro de RMN!H sera obtido, utilizando uma sequéncia de pulsos com

pré-saturagdo do sinal da agua.

Foram empregados como parametros: janela espectral igual a 5kHZ, tempo de aquisi¢éo
igual a 6,4s, pulso de 90°, delay de saturacdo igual a 3.0s e 32 repeti¢fes. Além disso, 0 espectro
foi normalizado em funcdo da intensidade de cada regido, utilizando o VNMR6.1C software

(Varian, Inc.).

Os dados dos espectros de RMNH foram transportados para o MestreNova Software
versdo 9.0, onde a regido de 8,0 a 0,04 ppm foi separada em bins com 0,04 ppm de largura. Foi
construida uma matriz com 39 linhas (casos) e 175 variaveis (deslocamentos quimicos) dispostas

em colunas.

Na plataforma Matlab 2015b foram feitos os modelos metabondmicos baseados em PCA
e PLS-DA.

5.4.4. Definicao dos recursos humanos

Todos pacientes foram submetidos a Cirurgia Bariatrica por profissionais (cirurgides
gerais e anestesistas) da mesma equipe. O TCLE e esclarecimento para seu preenchimento foram
fornecidos pela propria pesquisadora, assim como o questionario da coleta de dados. Os
fragmentos de bidpsia hepatica de todos os pacientes foram analisados pela mesma patologista,
com experiéncia em doencas do figado. A anélise metabonémica foi realizada pelos membros do
Grupo de Estudos em Metabondmica da Universidade Federal de Pernambuco, sob coordenacéo

do Prof. Dr. Ricardo Oliveira.
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5.5 LIMITACOES METODOLOGICAS DO ESTUDO

Por definicdo, para que o paciente seja considerado portador de DHGNA é preciso,
excluir principalmente a ingesta de alcool, ja que ndo existe marcador histoldgico que permita
diferenciar a esteatose por alcool da ndo-alcodlica. Portanto, é necessario colher, na historia e em
exame clinico, sinais que possam sugerir consumo de alcool em maior quantidade, alem de
esclarecer ao paciente a importancia da fidedignidade dessa informacgéo. Utilizamos valores
padronizados de grama por alcool de acordo com a ingesta informada.

Outra limitacdo importante foi a recusa dos pacientes sem e submeterem ao procedimento,
visto que a bidpsia hepatica ndo é realizada de forma rotineira na cirurgia bariatrica, muitos

apresentavam receio em aceitar participarem do estudo e incluirem a realizacdo da bidpsia.

5.6 PROCEDIMENTOS ESTATISTICOS

Inicialmente, realizou-se analise descritiva dos dados que sdo apresentados como médias,
desvio padréo e proporcdes. Por ndo apresentarem distribuicdo normal, para testar as diferencas
entre 0os grupos de EH ou EHNA, utilizou-se teste ndo paramétrico (Mann- Whitney) para
comparacdo de duas médica. Para testar a associacdo entre variaveis categoricas, foi utilizado o
teste Qui-quadrado de independéncia de Pearson. Para todos os testes foi adotado o nivel de
significancia de 5%. Os célculos foram feitos no Software SPSS verséo 20.0.

5.7 PROCEDIMENTOS ETICOS

O projeto foi analisado e autorizado CEP/CCS/UFPE, conforme protocolo CEP oficio no
042/2015-CEP/CSS.
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6 RESULTADOS

Foram avaliados 39 pacientes, dos quais 31 (80%) apresentavam esteatose e 8 (20%)
esteatohepatite.

Em relagdo as caracteristicas clinicas, houve diferenga estatistica significante em duas das
varidveis: media de idade, 42,65 anos (95% 1C=34,32;52,45) para EH vs 34,52 (95%
1C=32,0;38,9) para EHNA (p=0,042) e esofagite de refluxo, 16,1% nos portadores de EH vs 75%
nos que tinham EHNA (p=0,003) (Tabela 2).

Tabela 2- Caracteristicas clinicas dos 39 pacientes com obesidade e DHGNA

Esteatose N=31 (80%) EHNA N=8 (20%) Valor de p
Sexo Masculino 14 (45,1%) 3 (37,5%) 1,00*
Feminino 17 (54,9%) 5 (62,5%)
Idade (anos) 43,78 (95%IC 34,32-53,25) 35,48 (95%1C=32,0-38,9) 0,042*
Peso (kg) 120,01 (95%1C=103,6-136,6)  123,1 (95%1C=115,9-130,2) 0,650*
IMC (kg/m?) 42,2 (95%1C=28,5;45,9) 40,0 (95%1C=36,8-43,2) 0,428*
Tempo de Obesidade
Entre 1 e 5 anos 1 (3,2%) 1 (12,5%) 0,762%
Entre 5 e 10 anos 5 (16,1%) 1 (12,5%)
Acima de 10 anos 25 (80,7%) 6 (75%)
Ant familiar de Obesidade 21 (67,7%) 6 (75%) 0,524*
HAS 23 (74,1%) 7 (87,5%) 0,368
Diabetes 9 (29%) 3(37,5%) 0,526"
Hipoglicemiante 11 (35,4%) 5 (62,5%) 0,635%
Dislipidemia 19 (61,2%) 6 (75%) 0,478*
SAOS 8 (25,8%) 4 (50%) 0,289*
Esofagite 5 (16,1%) 6 (75%) 0,003*
Hérnia hiatal 3(9,6%) 1 (12,5%) 1,00%
Gastrite 20 (64,5%) 4 (50%) 0,785"

IMC: indice de massa corpérea; HAS: hipertensédo arterial sistémica; SAOS: sindrome da apneia obstrutiva do sono.

*Teste de Mann Whitney #Teste exato de Fischer ou Teste de Qui-quadrado de Pearson

Na tabela 3, encontram-se os dados laboratoriais dos pacientes estudados. Nao houve

diferenga estatistica nas transaminases, ferritina, glicemia de jejum, insulina e HOMA-IR (Modelo



39

para avaliacdo insulinica calculado através da formula insulina de jejum (mU/L) x glicose

plasmética (mg/dl)/450) entre 0s grupos.

Tabela 3 — Dados laboratoriais dos 39 pacientes com obesidade e DHGNA

Esteatose (N=31) EHNA (N=8) Valor de p
ALT (Ul/ml) 32,21 (95%1C=23,00-41,42) 22,5 (95%I1C=12,4-42,71) 0,105
AST (Ul/ml) 34,8 (95%1C=27,41-63,62) 29 (95%IC= 15,29-58,71) 0,887
Ferritina (ng/ml) 272,40 (95%1C=154,2-497,14) 98,7 (95%IC= 64,4-258,58) 0,458
Glicose (mg/dl) 112,4 (95%I1C=98,60-129,3) 92,5 (95%IC=91,75-124,9) 0,725
Insulina (Ul/ml) 16,34 (95%I1C=11,31-18,25) 20,37 (95%IC= 5,99-34,97) 0,865
HOMA-IR 5,42 (95%I1C=2,97-5,84) 5,62 (95%IC=1,11-10,65) 0,556

ALT: Aspartato aminotransferase; AST: aspartato glutamiltransferase, HOMA-IR modelo de homeostase para

avaliacdo de resisténcia Insulinica

As figuras 4 e 5 apresentam o Grafico de escores e o Gréafico de pesos construidos a partir da
separacao das amostras nos grupos esteatose e esteatohepatite. O grafico de pesos é capaz de mostrar
os deslocamentos quimicos mais importantes para discriminacdo entre 0s grupos e, pelos
deslocamentos é possivel consultando a base de dados metabolémicos HMDB (Human Metabolome

Database) inferir quais seriam os metabdlitos associados.
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Figura 8. Gréfico de escores para separacao das amostras em esteatose e esteatohepatite usando o Software Matlab 2015b

Legenda: E= Esteatose; EH= Esteatohepatite
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Figura 9. Grafico de pesos para separagdo das amostras em esteatose e esteatohepatite usando o Software Matlab 2015b.
Legenda: Deslocamentos quimicos (em ppm) correspondentes: lactato 1,33; glicose 3,24; glutamato 2,04, creatinina 3,04
e taurina 3,17.

Observa-se no grafico de escores que a primeira componente é a responsavel pela
separacdo entre os grupos. Os sinais encontrados no grafico de pesos provavelmente estdo
associados ao lactato, glicose, glutamato, creatinina e taurina. De acordo com este grafico, os
pacientes com esteatohepatite devem apresentar niveis mais elevados de glutamato e creatinina,
enquanto 0s que estdo com esteatose devem apresentar niveis mais elevados de lactato, glicose e

taurina. O modelo foi validado por LOOCV e obteve-se um valor de R? igual a 0,75.

Foi construida uma tabela de contigéncia (Tabela 4), a partir da qual foi possivel obter
valores de acuracia, sensibilidade e especificidade iguais a 81,1%, 71,4% e 83,3%, respectivamente.

Duas amostras foram excluidas do modelo, por ndo terem sido classificadas em nenhum dos grupos.



Tabela 4 - Tabela de contingéncia para modelo metabonémico Esteatose versus Esteatohepatite

EH E

Modelo Metabonémico
EH (Biopsia) 5 5
E (Bidpsia) 2 25

42
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7 DISCUSSAO

No presente estudo, 0 emprego da analise metabonémica utilizando a espectroscopia de
RMN!H de amostras de soro foi capaz de diferenciar os pacientes com DHGNA que

apresentavam esteatose simples dos que tinham esteatohepatite.

A prevaléncia de DHGNA na populacéo geral é de 20%, podendo alcancar até 90% entre
os individuos obesos (VERNON; BARANOVA; YOUNOSSI, 2011). Em nosso estudo, a
prevaléncia de esteatohepatite foi igual a 20%. Esse numero chamou atencdo, por ser
consideravelmente menor que o encontrado por outros autores, mesmo quando suas populagdes

apresentavam média de IMC menor do que a que obtivemos (Tabela 5).

Cordeiro et al. (2013), ao analisar 47 pacientes no Servico de Cirurgia Geral do Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco, encontrou esteatohepatite em 7 pacientes
(25,6%), numero mais proximo do da nossa amostra, o que pode refletir uma prevaléncia local ou

um perfil diferente dos pacientes que se submetem a Cirurgia Bariatrica em nossos servicos.

Tabela 5 — Prevaléncia de esteatohepatite encontrada por diferentes autores e média de IMC em kg/m? de suas

amostras
Autores EHNA (%) IMC (kg/m?)
Presente estudo 20 42,2

Pulzi 40 19

Ong 37 26

Salgado Junior et al 89 38

Weingarten 58 46

Ribeiro 38 48

Mathurin 27 50

Mattar 31 56

Outra consideracdo diz respeito a propria definicdo histologica de esteatohepatite. A
diretriz européia de Esteatohepatite N&do-Alcodlica de 2016, sugere que o escore de atividade seja
usado para definicdo de gravidade da doenca e que o diagnoéstico seja estabelecido pela avaliagédo

patologica geral. A discussdo entre patologistas considera que a diferenciagdo esteatose X
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esteatohepatite foi assim estabelecida por sua relevancia clinica, mas que essa divisdo binaria ndo

abrange as mudangas complexas na histdria natural da doenca.

Em relacdo as caracteristicas clinicas dos pacientes, encontramos diferenca significante
em relacdo a média de idade. Este achado ocorreu em estudo que realizou bidpsias de forma
longitudinal em pacientes com DHGNA (ADAMS et al., 2005). Os pacientes que apresentaram
progressao da doenca tiveram menor média de idade (44 anos), do que os que tiveram doenca
estavel (47 anos) ou regressao (46 anos).

Sabe-se que marcadores isolados tém acuracia limitada para o diagndstico de EHNA
(PAPAGIANNI; SOFOGIANNI; TZIOMALOS, 2015). Niveis normais de ALT nédo excluem a
presenca de fibrose avancada ou cirrose, como também seus niveis ndo se correlacionam com a
gravidade da fibrose. Outros marcadores simples, como a razdo AST/plaquetas (APRI), também
apresenta baixa acuracia (AUROC<0,60) (LOANEZA-DEL-CASTILHO et al., 2008).

Um dos biomarcadores mais estudados nos ultimos anos, a CK 18, apesar de performance
satisfatoria em detectar esteatose, teve apenas acuracia moderada (AUROC=0,70-0,83) no
diagnostico de esteatohepatite (CUSI et al., 2014; JOKA et al., 2012). Além disso, a medida de
CK18 tem acuréacia limitada em distinguir estagios de fibrose (FELDSTEIN, 2010).

Em relacdo a estudos que empregaram metabonémica, Kalhan et al. (2011) analisaram 35
diabéticos (11 com esteatose e 24 com esteatohepatite) e 25 controles saudaveis utilizando
espectrometria de massa. Neste estudo 92% dos individuos saudaveis foram corretamente
separados dos que tinham DHGNA. Obteve-se uma maior taxa de erro na diferenciagéo entre
esteatose e esteatohepatite, o que fez os autores considerarem nao ser possivel separa-los usando
a estratégica metaboldmica (esse estudo incluia identificacdo de metabdlitos). Uma possivel
limitag&o foi 0 pequeno numero de pacientes com esteatose, mas apontaram para metabolitos da

glutationa, acidos biliares e aminoacidos como potenciais marcadores diagnosticos.

Barr et al. (2011) avaliaram um grupo maior de pacientes (246 com esteatose e 131 com
esteatohepatite) com cromatografia liquida/espectrometria de massa comparado a bidpsia
hepética, conseguindo acuracia de 82%, sensibilidade de 71% e especificidade 92%. Mais de
90% dos pacientes com DHGNA que ndo tinham esteatohepatite foram corretamente
identificados e, essa alta acuracia do modelo em excluir a presenca de esteatohepatite é
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particularmente importante, considerando o fato que a maioria dos pacientes vistos na préatica
clinica dentro do espectro da doencga ndo tem sua forma avancada.

Li et al (2011) utilizando a espectroscopia de RMNH, mas em camundongos (26 com
esteatose e 6 com esteatohepatite) conseguiram encontrar quatro potenciais biomarcadores
(glicose, lactato, glutamato/glutamina e taurina) que mostraram elevada capacidade
discriminatoria para DHGNA em diferentes estagios. Esses metabdlitos também foram apontados

em nosso estudo como possiveis discriminantes entre os pacientes com esteatos e esteatohepatite.

Nosso estudo encontrou acuracia de 81,1% do modelo metabondémico para diferenciar
entre pacientes com DHGNA o0s que tinham esteatose dos que tinham EHNA. Outros
biomarcadores, como CK-18 e adiponectina apresentaram acuracia de 70 a 85% (SANAL, 2015).
O NASH test (modelo construido com multiplas varidveis clinicas e laboratoriais) apresentou
sensibilidade de 88%, especificidade de 50% e acurécia variando de 69 a 83% (ADAMS, 2001).

Reconhecemos que o estudo dos biomarcadores em DHGNA busca formas ndo invasivas
de: (1) diferenciar DHGNA dos controles saudaveis (screening); (2) avaliar gravidade da
esteatose; (3) distinguir entre EH e EHNA,; (4) identificar a presenca de fibrose. Acredita-se que a
estratégia metabonémica é capaz de vencer limitacGes de marcadores Unicos e consegue ser
amplamente empregada em doencas complexas como a DHGNA, trazendo importante aplicagédo
clinica para screening, diagndstico, classificacdo e avaliacdo progndstica dessa doenca.
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8 CONCLUSOES
1. A metabondmica por espectroscopia de RMN'H foi capaz de diferenciar os pacientes com
esteatose dos que tém esteatohepatite ndo alcodlica na amostra de pacientes obesos estudada.

2. O modelo construido apresentou acuracia, sensibilidade e especificidade iguais a 81,1%,

71,4% e 83,3%, respectivamente.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
PARTICIPACAO EM ESTUDO CLINICO

Titulo: Diferenciagéo entre esteatose e esteatohepatite ndo-alcodlica usando metabondémica

Investigador Principal: Dra. Moara Maria Silva Cardozo

Orientadores: Dr. Edmundo Lopes e Dr. Ricardo Oliveira
Unidade: Av. Prof. Moraes Rego s/n, Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50670-901, Tel.: 2126 8588

Vocé estd sendo convidado (a) para participar de uma pesquisa cujo titulo é: Diferenciacéo entre

esteatose e esteatohepatite ndo-alcodlica usando metabonémica

O objetivo do projeto é avaliar substancias que possam ser identificadas no sangue para
diferenciar a forma simples da esteatose hepética (s6 gordura no figado) da esteatohepatite (onde se tem
gordura e inflamacdo). Enquanto a primeira tem um curso mais benigno, a segunda pode evoluir para

cirrose e cancer de figado.

A amostra de sangue vai ser estudada no Departamento de Quimica Fundamental da Universidade
Federal de Pernambuco, por uma técnica chamada Metabon6mica, que através de um aparelho de
Ressonéancia consegue estudar componentes do metabolismo presentes no sangue. A idéia é que no futuro,
ndo seja mais preciso realizar biospia de figado para descobrir essa doenca, e que possamos fazer isso

através de um exame de sangue.

Estou ciente de que esta avaliacdo sera realizada através da retirada de um diminuto fragmento do
meu figado, durante a cirurgia a qual serei submetido, e analisado posteriormente por um grupo de

profissionais especializados.

Ao participar dessa pesquisa, além do benéfico natural da prépria cirurgia, proporcionando perda
de peso, controle do diabetes e das outras doencas associadas ao peso, vocé estarad participando de uma
pesquisa cujo resultado proporcionara um melhor entendimento sobre a relacdo da doenca hepatica
gordurosa nédo alcodlica em pessoas com diabetes mellitus tipo Il e sobrepeso (IMC 25-30kg/m?) ou
obesidade (IMC> 30Kg/m?).

Também ndo podem ser excluidos os riscos relacionados com a retirada desse pequeno fragmento

do figado, como sangramento, que pode ser prontamente resolvido durante a cirurgia a qual estarei sendo
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submetido sem causar grandes repercussdes, e dor no local da puncdo, geralmente de leve intensidade, que
também pode ser tratada com medicacGes durante a recuperagdo da cirurgia realizada.

Entendo que minha participacdo neste estudo especifico é inteiramente voluntaria e ndo €, de

forma alguma, condicdo para que receba qualquer outro tratamento médico nesta instituicao.

Eu serei informado de qualquer alteracdo no estudo ou qualquer nova observagdo pertinente ao
mesmo. Estou ciente que os médicos que estdo conduzindo este estudo sdo capacitados e bem treinados,
de forma a me oferecer os maiores beneficios possiveis. Todos os dados da minha participacdo neste
estudo serdo documentados e mantidos confidencialmente e estardo armazenados no computador pessoal

da pesquisadora responsavel, sendo disponiveis apenas para as autoridades de salide e minha pessoa.

Como minha participagédo € voluntaria, posso abandonar o estudo a qualquer momento, sem que
isso resulte em qualquer penalidade ou perda de meus direitos nesta instituicdo. N&o receberei
compensagdo financeira por eventuais injdrias que possam me ocorrer, mas ndo me privo de meus direitos

legais agindo desta forma.

Se eu tiver qualquer davida ou perguntas relativas a este estudo ou aos meus direitos, no que diz
respeito a minha participacéo, ou ainda se quiser relatar eventos adversos, posso contatar a Dra. Moara
Cardozo através do telefone (81) 99731157, correio eletrdnico: moaramsc@hotmail.com. O presente
projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Satde da UFPE (Hospital
das Clinicas — Universidade Federal de Pernambuco. Av. Da Engenharia, s/n, 1° andar, Cidade
Universitaria, Recife- PE. CEP: 50740-600. Fone: 21268588

As informagdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo sobre

sua participacdo. Os dados ndo serdo divulgados de forma a possibilitar sua identificag&o.

Eu concordo em seguir as instru¢fes das pessoas que estdo conduzindo e monitorizando este

estudo, de forma a obter 0 maximo de beneficios da aten¢do médica oferecida por esta pesquisa.

Recife, de de

Assinatura do pesquisador

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participagdo na pesquisa e concordo em

participar.




Assinatura do paciente ou responsavel

Testemunha 1:

Testemunha 2:
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APENDICE B - PROTOCOLO COLETA DE DADOS
1.1dentificacdo:

A. Nome:

B. Numero do Registro:

C. Endereco:

D. Telefones de contato:

1. ) 2.(_)

E.ldade: ___ anos Data nascimento: __ / /19
F.GENERO: MO FO

G. Profisséo:

H. Estado Civil : H1.CasadoJ H2.Solteiro [ H3.vidvo [J H4.divorciado H50]
2. Dados da cirurgia:

A. Tipo de Cirurgia:

[J Derivagdo géastrica em Y Roux

al.com anel [ a2. semanel [

] Gastroplastia Vertical

C. Data da Cirurgia: / /

3. Histdria do Sobrepeso/ obesidade:
Al. (<2 anos

L] 2-5 anos

[15-10 anos

1> 10 anos

OUTRO
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B. Histdria Familiar de sobrepeso/ obesidade: Pai 1 ~ Mée [ Irméos [
O

4. Antecedentes Pessoais:
B. Doencas associadas:

B1.HAS? [1Sim [IN&o. Quais medicagdes:

Tios O

B2.Dislipidemia? [JSim [0 N&o. Quais medicages:

60

Outros

B3.Doenga coronariana? LISim LIN&o. Quais medicacdes:

B4.Dores articulares? [J Sim [INdao

Qual? joelhos [ tornozelos LI coluna [ outros [
B5. Apneiado sono? L1 Sim [ Nao

B6. EDA: Esofagite (1 Hérnia Hiatal [J Gastrite [

Ultrassonografia: Esteatose Hepatica [ Classificacéo:

Colelitiase [1 Sim [0 Né&o
Outros?

C. Historia de doenga hepatica:

C1. Hemotransfusdo? L1 Sim L1 Néo

C2. Historia de Hepatite? [1Sim [IN&o
Sesim,qual? ALJ B CO (curado? simlJ ndoll)

C3. Histdria familiar de d. Hepatica? [J Sim Né&o [



Qual:

C4. Ingesta alcodlica? LISim  [INé&o

Quial bebida?

Quantidade: copos? garrafas?

Qual freqliéncia? Dias/ semana:

Obs: ver tabela para calcular gramas de alcool/semana.
Mulheres: > 70g/semana? L1 Sim LIN&o

Homens: > 140g/semana? [1 Sim L1 Néo

E. Diabetes? [ISim  [JN&ao
E1l. Tempo de diabetes antes da cirurgia: [ <1 ano [J 1a 5 anos [1>10 anos

E2. Medicagdes: ( ) Oral ( ) Insulina ( ) Nenhuma

E3. Tempo do hipoglicemiante: anos.

(is)?

E4. Uso de Insulina? Sim [0 Nédo I
E5.Tempo de uso de insulina antes da cirurgia: [1  <lano [ la5anos [1>10 anos
E6. Dose insulina didria:

E7. Diabetes (Familiar): ( )Pais ( )Avos ( )Irmédos ( ) Tios ( ) Primos

F. Tabagismo : [lsim [Indo

G. Se Género feminino: uso de anticoncepcional oral? LISim  [IN&o. Qual

H. Outra doenca associada? [1Sim [JN&o Qual?
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Qual



5. EXAME FISICO:
Peso : (Kg)
Circunferéncia abdominal:

PA:

Altura;

cm

(cm) IMC:

Circunf. quadril

Kg/m2
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6. Tabela de Exames Complementares

DATA DA COLETA

Glicemia jejum

Hb glicada

AST

ALT

FA

GGT

Bilirrubina Total

BD/BI

Colest. Total

C-HDL

C-LDL

Triglicerideos

Albumina sérica

INR

Ferritina

Ferro sérico

Insulina sérica

PCR




APENDICE C - BIOPSIA HEPATICA

NOME do paciente:

REG.

No. Lamina Pagina do livro:
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Resultado:

7.1 CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DA ESTEATO-HEPATITE

GRAU 0
Esteatose Macrovesicular
Esteatose Microvesicular
Esteatose Pura
Degeneracdo em Baldo
Inflamacéo lobular
PMN
Linfdcito
Lipogranulomas
Inflamagéo trato portal
PMN
LMN
Corpusculos Mallory
Nucleo Glicogenado
Fibrose
Perisinusoidal
Portal
Fibrose septal
Cirrose S




DHGNA FIBROSE
Grau | ]

Grau Il ] Grau |
Grau lll  [] Grau Il
GraulvV [] Grau Il

PERISINUSOIDAL

0- ndotem

1- 1/3dazona3

2- 2/3dazona3

3- +2/3dazona3
PORTAL

0- Nenhuma

1- Até o trato portal

2-  F. periportal

3- F. ponte com

arquitetura nodular

FIBROSE EM PONTE

0-
1-
2-
3-

ndo tem

pouca

maior que 1 cm
fibrose em ponte com
arg. nodular

O
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Graduacdo Necroinflamatéria da Esteatohepatite

GRAU I: Esteatose predominantemente macrovesicular em + de 50%

Hepatocitos balonados ocasionais

PMN lobular com ou sem linfocitos

Inflamag&o cronica leve

GRAU II: Esteatose qualquer grau

Muitos hepatocitos balonados na zona 3

PMN lobular com ou sem fibrose pericelular na zona 3

GRAU IlII: Esteatose periacinar

Baloneamento com desarranjo dbvio pp// em zona 3

PMN associado a hepatécitos em baldo

Inflamac&o cronica leve a moderada

Fonte: Neushwander-Tetri & Caldwell. Non Alcoholic Steatohepatitis: summary of an AALSD -
Single topic conference. Hepatology, 2003; 17(5):1202-19.
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APENDICE D - ARTIGO ORIGINAL

Diferenciacdo entre esteatose e esteatohepatite ndo alcodlica através da

metabondmica

Resumo

Introducdo A Doenca Hepatica Gordurosa N&o-Alcodlica (DHGNA) é a causa mais
comum de Doenga Hepatica Cronica nos paises ocidentais e ha interesse crescente em
métodos ndo invasivos para seu diagndstico. A metabondmica pode ser definida como a
medida quantitativa da resposta metabolica dindmica dos sistemas vivos a estimulos
fisiopatoldgicos ou modificacdo genética e pode ser uma boa opcdo para diferenciacdo
dentre os espectros de apresentacdo/gravidade da DHGNA. Objetivo Diferenciar os
pacientes com esteatose dos que tem esteatohepatite ndo-alcodlica usando a analise
metabondmica através de Ressonancia Magnética Nuclear HY(RMNH) de amostras de
soro de pacientes submetidos a cirurgia bariatrica. Métodos Os espectros de RMN!H
dos dois grupos (estatose e esteatohepatite) foram comparados e através de analise
estatistica multivariada no software Matlab 2015b realizou-se a classificacdo das
amostras. Resultados Foram incluidos 39 pacientes, sendo 80% (31) com esteatose e
20% (8) com esteatohepatite. Para o diagndstico de esteatohepatite, a analise
metabonOmica apresentou exatiddo, sensibilidade e especificidade iguais a 81,1%,
71,4% e 83,3%, respectivamente. Conclusdo A analise metabonémica de espectros de
RMN!H foi capaz de diferenciar pacientes com esteatose dos que tem esteatohepatite
ndo-alcodlica com boa acuracia.

Palavras-chave: metabondmica, DHGNA, RMNH

Introducdo A Doenca Hepética Gordurosa Nao-Alcoodlica (DHGNA) é a causa mais
comum de Doenca Hepéatica Crbnica nos paises ocidentais (BYRNE, 2015). Se
apresenta ndo como uma doenga Unica, mas sim abrange um espectro de estagios dentro
de sua histdria natural. Inicialmente ha o acumulo excessivo de gordura no figado,
denominado esteatose simples. Cerca de 30 a 40% desses pacientes evoluem para
esteatohepatite, onde além da esteatose hepatica ha inflamacgéo ou injaria hepatocelular
(EKSTED, 2006).

Descrever a patogénese dessa condicdo é ainda encontrar mecanismos nado
completamente compreendidos, como o porqué de alguns pacientes seguirem apenas
com esteatose e outros cursarem com esteatohepatite e posteriormente cirrose. Na bem
reconhecida teoria dos “two-hits”, a primeira injuria é o acimulo de triglicerideos nos
hepatocitos, seguido por uma segunda injdria na qual mediadores inflamatorios causam
lesdo hepatocelular, inflamacéo e fibrose (SUN; FAN; QIAO, 2015). Estudos realizados
nos ultimos anos tém descrito novo modelo em que multiplas agressées paralelas podem
ser responsaveis pela DHGNA (TAKAKI, 2013).

Paralelo a tentativa de melhor compreender os mecanismos fisiopatologicos da
DHGNA estdo os esforcos de se encontrar maneiras acuradas de diferenciar esteatose de
esteatohepatite. Atualmente, a unica forma de diferenciar esses duas fases da historia
natural da doenca gordurosa é através da biopsia hepatica (SANAL, 2015). Esse
método, além de invasivo, tem alto custo, esta sujeito a erros de amostragem e apresenta
mortalidade de 0,01 a 2% relacionada ao proprio procedimento (RATZIU et al., 2005).
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Diante das claras limitagdes do atual padrdo-ouro para diferenciacdo entre
esteatose e esteatohepatite, varios métodos menos invasivos (potenciais biomarcadores)
tém sido estudados, incluindo marcadores de inflamacdo, apoptose de hepatdcitos,
fibrose e estresse oxidativo.

Encontra-se pelo menos trés abordagens que tem sido usadas e testadas nessa
busca de biomarcadores para DHGNA (FITZPATRICK; DHAWAN, 2014). A primeira
€ 0 uso de dados clinicos ou bioquimicos que tenham sido derivados de grandes estudos
de associacdo (exemplo: indice de massa corpdrea, resisténcia a insulina). A segunda
abordagem € o uso de algoritmos, incluindo marcadores de inflamagdo/morte celular,
gerados pelos conhecimentos da fisiopatologia da doenca. A terceira abordagem, na
qual se inclui o presente estudo, é baseada em novas tecnologias ndo guiadas por
hipGteses, como a metabonémica.

Com a emergéncia das tecnologias “Omicas”, a possibilidade de medir e usar
maltiplos biomarcadores simultaneamente para diagnosticar doencas tem despertado a
atencdo de muitos pesquisadores. A ideia é que combinando dois ou mais marcadores
seja possivel gerar diagndsticos mais acurados ou distinguir melhor duas condices.
Fundamentalmente, o objetivo do desenvolvimento de biomarcadores na metabonémica
é criar um modelo preditivo baseado em mdaltiplos componentes, que possa ser usado
para classificar novos sujeitos em grupos especificos (ex. saudaveis versus doentes)
com boa sensibilidade e especificidade (XIA et al., 2013).

A metabon6mica é definida como a medida quantitativa da resposta metabdlica
dindmica dos sistemas vivos a estimulos fisiopatologicos ou modificacdo genética
(NICHOLSON, 1999). Fundamenta-se em um principio basico dos seres vivos chamado
de homeostase (LINDON, 2003). Quando um organismo Vivo é exposto a situacdes de
estresse ele responde no sentido de neutralizar a agdo externa. Com isso, ocorrem
mudancas na concentracdo e no fluxo dos metabdlitos enddgenos na busca de manter o
meio interno estavel.

Essa alteracdo no perfil dos metabdlitos endogenos presentes nos biofluidos
pode ser avaliada através da espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear H!
(RMN*H), resultando em uma “impressdo digital” metabdlica, a qual é especifica da
natureza ou sitio da agressdao (COEN, 2008). Admite-se que a partir dos espectros de
RMN!H seja possivel identificar e quantificar os metabdlitos de baixo peso molecular
presentes no biofluido (LENZ, 2007).

O emprego dessa estratégia representa uma mudanca de paradigma na analise
clinica, migrando de um sistema que visa determinar o teor (concentracdo absoluta) de
certas substancias, biomarcadores especificos, para um sistema no qual inicialmente
identificam-se perfis espectrais associados ao objeto de investigacdo, podendo-se
identificar os metabolitos enddgenos envolvidos nessas alteracoes.

Houveram poucos estudos metabonémicos que avaliaram a fisiopatologia da
esteatohepatite e sua progressdo desde a esteatose (Beyoglu, 2013). Quando uma
pequena série de pacientes com esteatohepatite foi comparada com uma de esteatose,
mudancas significantes nas concentragcdes séricas de apenas trés fosfolipideos foram
relatadas (Barr, 2010). Um estudo usando RNM encontrou concentragfes aumentadas
de glicose, glutamato e taurina (Wu; Zhu; Wang, 2011).
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Objetivo

Diferenciar pacientes com esteatose dos que apresentam esteatohepatite néo
alcodlica através da analise metabondmica utilizando a espectroscopia de RMN*H em
amostras de soro.

Métodos

Desenho do estudo Realizou-se estudo de acuracia, comparando a metabonémica a
bidpsia hepética (padrdo-ouro) na diferenciacdo entre esteatose e esteatohepatite ndo-
alcodlica.

Populacao alvo Pacientes obesos submetidos a cirurgia entre novembro de 2015 e abril
de 2016.

Critérios de inclusdo Dentro da populacdo descrita, foram incluidos os pacientes que
preencheram os seguintes critérios:

(1) idade maior que 18 anos;

(2) consumo de alcool menor que 20 gramas/dia para mulheres e 30 gramas/dia para
homens.

Critérios de exclusdo Foram excluidos os pacientes que referiam historia de doenca
hepética induzida por virus ou drogas que pudessem provocar DHGNA.

Etapas e método de coleta dos dados

Etapa 1 — Os pacientes obesos com indicacdo médica de serem submetidos a cirurgia
bariatrica foram informados sobre os objetivos e etapas do estudo e, apos concordancia,
realizado exame fisico e preenchimento de questionario.

Etapa 2 — Coletado sangue dos pacientes em jejum, antes da inducdo anestésica. A
amostra foi centrifugada e o soro estocado em -80° C até andlise.

Etapa 3 — Obtencdo de fragmento de tecido hepatico (biopsia hepéatica no intra-
operatorio). O material era fixado em formol e posteriormente encaminhado a
patologista, que usou o Escore de Atividade DHGNA.

Etapa 4 — Amostras de soro foram analisadas usando a espectroscopia de RMN!H e
posteriormente analise estatistica.

Os espectros de RMN!H foram obtidos através do espectrometro Varian Unit
Plus (Varian NMR) operando a 300 MHz, utilizando tubos de 5mm de didametro interno.
As amostras de 400 pL de soro foram adicionados 200 pL de cloroférmio deuterado
(D20). Apbés homogeneizacdo, o espectro de RMN!H foi obtido, utilizando uma
sequéncia de pulsos com pré-saturacdo do sinal da dgua.

Os dados dos espectros de RMNH foram transportados para 0 MestreNova
Software versdo 9.0. Foi construida uma matriz com 40 linhas (casos) e 175 variaveis
(deslocamentos quimicos) dispostas em colunas. Na plataforma Matlab 2015b foram
feitos os modelos metabondmicos baseados em PCA e PLS-DA.
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Resultados

Dentre os pacientes estudados, 31 (80%) apresentavam esteatose e 8 (20%)
esteatohepatite.

Dentre as caracteristicas clinicas, houve diferenca estatistica na variavel média

de idade, e esofagite de refluxo (Tabela 1).

Tabela 1- Caracteristicas clinicas dos 39 pacientes com obesidade e DHGNA

Esteatose N=31 (80%) EHNA N=8 (20%0) p value

Sexo Masculino 14 (45,1%) 3 (37,5%) 1,00*
Feminino 17 (54,9%) 5 (62,5%)
Idade (anos) 43,78 (95%IC 34,32- 35,48 (95%1C=32,0- 0,042*
53,25) 38,9)
Peso (kg) 120,01 (95%I1C=103,6-  123,1 (95%IC=115,9-  0,650*
136,6) 130,2)
IMC (kg/m2) 42,2 (95%1C=28,5;45,9) 40,0 (95%IC=36,8- 0,428*
43,2)
Tempo de Obesidade
Entreleb5a 1 (3,2%) 1 (12,5%) 0,762*
>5<=10a 5 (16,1%) 1 (12,5%)
Acima de 10 25 (80,7%) 6 (75%)
anos
Ant familiar de 21 (67,7%) 6 (75%) 0,524"
Obesidade
HAS 23 (74,1%) 7 (87,5%) 0,368"
Diabetes 9 (29%) 3 (37,5%) 0,526"

Hipoglicemiante 11 (35,4%) 5 (62,5%) 0,635%



Dislipidemia 19 (61,2%) 6 (75%)
SAOS 8 (25,8%) 4 (50%)
Esofagite 5 (16,1%) 6 (75%)
Hérnia hiatal 3(9,6%) 1 (12,5%)
Gastrite 20 (64,5%) 4 (50%)

71

0,478"
0,289"
0,003*
1,007

0,785"

IMC: indice de massa corpdrea; HAS: hipertensao arterial sistémica; DAC: doenca

arterial coronariana; SAOS: sindrome da apneia obstrutiva do sono. *Teste de Mann

Whitney de comparacéo de médias “Teste exato de Fischer ou Teste de Qui-quadrado de

Pearson

Com relacdo a fungdo hepética, ferritina e glicemia ndo houve diferenca

estatistica entre 0s grupos.

As figuras 1 e 2 apresentam o Grafico de escores e o Grafico de pesos construidos a

partir da separacdo das amostras nos grupos esteatose e esteatohepatite.

Figura 1 - Grafico de escores para separacdo das amostras em esteatose e

esteatohepatite usando o Software Matlab 2015b
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Figura 2 - Gréfico de pesos para separagdo das amostras em esteatose e
esteatohepatite usando o Software Matlab 2015b
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Observa-se no gréafico de escores que a primeira componente é a responsavel
pela separacdo entre os grupos. Os sinais encontrados no gréafico de pesos provavelmente
estdo associados ao lactato, glicose, glutamato, creatinina e taurina. De acordo com este
grafico, os pacientes com esteatohepatite devem apresentar niveis mais elevados de
glutamato e creatinina, enquanto 0s que estdo com esteatose devem apresentar niveis mais
elevados de lactato, glicose e taurina. O modelo foi validado por LOOCYV e obteve-se um

valor de R%igual a 0,75.

Foi construida uma tabela de contigéncia (Tabela 2), a partir da qual foi possivel
obter valores de exatiddo, sensibilidade e especificidade iguais a 81,1%, 71,4% e 83,3%,

respectivamente.

Tabela 2 - Tabela de contingéncia para modelo metabondmico Esteatose versus

Esteatohepatite

Modelo Metabondmico
EH (Bidpsia) 5 5
E (Bidpsia) 2 25
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Discussao

No presente estudo, empregamos a analise metabondmica de espectros de RMNH de
amostras de soro que foi capaz de diferenciar 0s pacientes com esteatose dos que tém

esteatohepatite.

Em nossa amostra, a prevaléncia de esteatohepatite foi de 20%. Esse numero
chamou atencao, por ser consideravelmente menor que o que foi encontrado por outros
autores, mesmo quando suas populacdes apresentavam média de IMC menor que a que
obtivemos. Considerando a doenca hepatica gordurosa ndo alcoolica, a prevaléncia na
populacdo geral é de 20%, mas pode alcancar até 90% entre 0s obesos.

Cordeiro, em 2013, ao analisar 47 pacientes no Servi¢o de Cirurgia Geral do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco, encontrou
esteatohepatite em 7 pacientes (25,6%), nimero mais préximo do da nossa amostra, o
que pode refletir uma prevaléncia local ou um perfil diferente dos pacientes que se

submetem a Cirurgia Bariatrica em nossos servigos.

Outra consideragdo diz respeito a propria definicdo histoldgica de
esteatohepatite. A diretriz européia de Esteatohepatite Ndo-Alcodlica de 2016, sugere
que o escore de atividade seja usado para defini¢cdo de gravidade da doenca e que o
diagndstico seja estabelecido pela avaliacdo patoldgica geral. A discussdo entre
patologistas considera que a diferenciacdo esteatose X esteatohepatite foi assim
estabelecida por sua relevancia clinica, mas que essa divisdo binaria ndo abrange as

mudancas complexas na historia natural da doenca.

Kalhan et al (2011) analisaram 35 diabéticos (11 com esteatose e 24 com
esteatohepatite) e 25 controles saudaveis usando espectrometria de massa, e 92% dos
sujeitos foram corretamente separados dos individuos com DHGNA. A taxa de erro foi
maior na diferenciacdo esteatose e esteatohepatite, 0 que fez os autores considerarem
ndo ser possivel separa-los usando o perfil metaboldmico (esse estudo incluia
identificacdo de metabolitos). Uma possivel limitacdo foi o pequeno ndmero de
pacientes com esteatose, mas ja se apontaram para metabdlitos da glutationa, acidos

biliares e aminoécidos como potenciais marcadores diagnosticos.

Barr et al (2012) avaliaram um grupo maior de pacientes (246 com esteatose e
131 com esteatohepatite) com cromatografia liquida/espectrometria de massa,
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conseguiu acuracia de 82%, sensibilidade de 71% e especificidade 92%. Mais de 90%
dos pacientes com DHGNA que ndo tinham esteatohepatite foram corretamente
identificado e, essa alta acuracia do modelo em excluir a presenca de esteatohepatite é
particularmente importante, considerando o fato que a maioria dos pacientes vistos na

pratica clinica dentro do espectro da doenca ndo tem sua forma avancada.

Li et al (2011) também utilizaram RMN*H, mas em camundongos (26 com
esteatose e 6 com esteatohepatite) e conseguiu encontrar quatro potenciais
biomarcadores (glicose, lactato, glutamato/glutamina e taurina) que mostraram alta
capacidade discriminatoria para DHGNA em diferentes estagios dos ratos saudaveis.
Esses metabdlitos encontrados por Li et al foram os mesmos descritos por nds em soro

humano.

E notavel o interesse na descoberta de um biomarcador capaz de substituir a
bidpsia hepética na avaliacdo dos estagios da DHGNA e até o momento, 0 mais
promissor pareceu ser a citoqueratina 18 (CK-18). Em um estudo, a CK-18 mostrou
acuracia de 93% na diferenciacdo esteatose x esteatohepatite, mas com apenas 21
pacientes nesse segundo grupo e esse marcador falhou quando empregado em uma
populacdo maior (de 318 pacientes). Isso aponta para a importancia da estratégia
metabondmica (e suas vantagens em relacdo a biomarcadores Unicos) na analise ndo

invasiva de uma doenca complexa como a DHGNA.

O pequeno numero da amostra foi um fator limitante e aumentar o nimero de

casos possivelmente traria melhores resultados.

Conclusdo A analise metabondmica utilizando a espectroscopia de RMN*H, quando
comparada a bidpsia hepatica, foi capaz de diferenciar pacientes com esteatose dos que

tem esteatohepatite ndo-alcoodlica com boa acurécia.
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