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RESUMO

O diagnostico da presenca e do padrdao da fibrose periportal (FPP) na
esquistossomose mansoni (EM) é fundamental para diagnéstico das formas clinicas
e deteccéo de pacientes com hipertensao portal. Para tanto, o padréo-ouro tem sido
a ultrassonografia, porém requer equipamento sofisticado e operador bem treinado.
indices, como o ELF (Enhanced Liver Fibrosis), marcador direto de fibrose, vém sendo
utilizados em doencas hepaticas com resultados promissores. Contudo, ainda séo
muito escassos os estudos com o ELF na avaliagdo da FPP na esquistossomose
mansoni. Objetivou-se avaliar os niveis séricos do ELF conforme os padrdes de FPP
estabelecidos pela classificacdo ultrassonografica de Niamey em pacientes com
esquistossomose mansoni. Realizou-se estudo analitico transversal e bidirecional,
envolvendo pacientes que referiam contato com &gua contaminada, fizeram
tratamento para EM e/ou apresentaram ovos no exame parasitologico de fezes. Os
pacientes recrutados na zona endémica apresentavam padrdes mais leves de fibrose,
[padrées A e B (FPP ausente/duvidosa), padrdo C (FPP leve) e padrdao D (FPP
moderada)], e no ambulatério de hospital de referéncia apresentavam padrdes mais
avancados [padréo D (FPP moderada), padrdao E (FPP avancada) e padrao F (FPP
muito avangada)]. Foram colhidos dados clinicos e realizadas ultrassonografias com
equipamento GE Healthcare Logic E ou Siemens Acuson S2000, por um unico
examinador, para avaliar a FPP pela classificacdo de Niamey. Em seguida, foram
colhidos 10 mL de sangue, centrifugado e congelado (—80°C) para afericdo do ELF,
que foi calculado pelo equipamento, conforme a equacao: [ELF =2.278 + 0.851 In(HA)
+ 0.751 In(PHINP) + 0.394 In(TIMP-1)] e expressado em valor numérico sem unidade.
Entre 196 pacientes avaliados, 114 (58,2%) eram mulheres, com média de idade 45
+ 15,42 anos. Apresentaram os seguintes padroes de FPP: 18 padréo A+B; 64 padréo
C; 56 padréo D; 49 padréao E e 9 padrao F. Os valores do ELF (mediana) foram mais
elevados de acordo com a progressao da FPP nestes 5 grupos (p = 0,0021),
respectivamente: (A+B = 8,36); (C = 8,40); (D = 8,64); (E =8,99) e (F =9,75). O ELF
foi capaz de diferenciar estes pacientes em 4 grupos: A+B vs C vs D vs E+F (p =
0,0024), assim como em 3 grupos: A+B vs C+D vs E+F (p = 0,0028), como também o
grupo: A+B vs E+F (p = 0,0464) e o grupo: C+D vs E+F (p = 0,0007). Nao foi possivel
separar os grupos: A+B vs C+D. Por fim, o indice foi capaz de diferenciar os pacientes

em 2 grandes grupos: A+B+C vs D+E+F (p = 0,0015). Neste estudo, o ELF



demonstrou grande potencial como ferramenta na avaliacdo da FPP em pacientes
com EM, sendo capaz de diferenciar aqueles com pouca fibrose dos que apresentam

fibrose moderada ou avancada.

Palavras-chave: esquistossomose mansonica; indices de fibrose hepatica; ELF;
fibrose periportal; classificagao de Niamey.



ABSTRACT

Diagnosing the presence and pattern of periportal fibrosis (PPF) in schistosomiasis
mansoni (SM) is essential for diagnosing the clinical forms and detecting patients with
portal hypertension. The gold standard for this has been ultrasound, but it requires
sophisticated equipment and a well-trained operator. Indices such as ELF (Enhanced
Liver Fibrosis), a direct marker of fibrosis, have been used in liver diseases with
promising results. However, there are still very few studies using ELF to assess PPF
in schistosomiasis mansoni. The objective of this study was to evaluate serum ELF
levels according to the PPF standards established by the Niamey ultrasound
classification in patients with schistosomiasis mansoni. It was realized a cross-
sectional and bidirectional analytical study involving patients who reported contact with
contaminated water, had been treated for SM and/or had eggs in the parasitological
examination of feces. The patients recruited in the endemic zone had milder fibrosis
patterns [patterns A and B (absent/doubtful PPF), pattern C (mild PPF) and pattern D
(moderate PPF)], and in the outpatient clinic of a referral hospital they had more
advanced patterns [pattern D (moderate PPF), pattern E (advanced PPF) and pattern
F (very advanced PPF)]. Clinical data was collected and ultrasounds were carried out
using GE Healthcare Logic E or Siemens Acuson S2000 equipment, by a single
examiner, to assess PPF using the Niamey classification. Afterwards, 10 mL of blood
was collected, centrifuged and frozen (-80°C) to measure the ELF, which was
calculated by the equipment according to the equation: [ELF = 2.278 + 0.851 In(HA) +
0.751 In(PIINP) + 0.394 In(TIMP-1)] and expressed as a numerical value without a
unit. Of the 196 patients assessed, 114 (58.2%) were women, with a mean age of 45
+ 15.42 years. They had the following PPF patterns: 18 pattern A+B; 64 pattern C; 56
pattern D; 49 pattern E and 9 pattern F. The ELF values (median) were higher
according to the progression of PPF in these 5 groups (p = 0.0021), respectively: (A+B
= 8.36); (C =8.40); (D =8.64); (E =8.99) and (F = 9.75). ELF was able to differentiate
these patients into 4 groups: A+B vs C vs D vs E+F (p = 0.0024), as well as 3 groups:
A+B vs C+D vs E+F (p = 0.0028), as well as the group: A+B vs E+F (p = 0.0464) and
the group: C+D vs E+F (p = 0.0007). It was not possible to separate the groups: A+B
vs C+D. Finally, the index was able to differentiate patients into 2 large groups: A+B+C

vs D+E+F (p = 0.0015). In this study, ELF showed great potential as a tool for



assessing PPF in SM patients, being able to differentiate those with little fibrosis from

those with moderate or advanced fibrosis

Keywords: schistosomiasis mansoni; liver fibrosis markers; ELF; periportal fibrosis;
Niamey classification.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose apresenta distribuicdo universal e acomete mais de 250
milhdes de pessoas no mundo, principalmente em paises de baixa e média renda (Lo
et al., 2022), constituindo uma das principais causas de doenca fibrogénica do figado.

Ha uma estimativa global de que 1,4 a 3,3 milhdes de individuos sejam afetados
anualmente com incapacidades relacionadas a doenca (DALY), com 1.8 milhdes de
anos de vida perdidos (Lo et al., 2022; GBD 2016 DALYS and HALE collaborators,
2017).

Existem cinco espécies de Schistosoma capazes de causar a forma crénica da
doenca, sdo elas: Schistosoma mansoni, Schistosoma japonicum, Schistosoma
mekongi, Schistosoma guineensis e Schistosoma intercalatum (Lo et al., 2022). Uma
das espécies mais relevantes é o Schistosoma mansoni, causando infecgdo em mais
de 1,5 milhdes de individuos no Brasil, pais mais afetado das Américas (Noya et al.,
2015). O Estado de Pernambuco tem mais de 50% de seus municipios endémicos
para esquistossomose, e € um dos estados do Nordeste que concentra maior nimero
de casos da forma grave e maior mortalidade da doenca no Brasil (Gomes;
Domingues; Barbosa, 2017).

A avaliacao da presenca e intensidade da fibrose periportal (FPP) é primordial
na prevencdo das complicagcbes da esquistossomose. Seu diagndstico permite o
desenvolvimento de estratégias de tratamento, acompanhamento da resposta do
paciente a terapia, progndstico, monitoramento das formas clinicas e do risco
potencial de complicacdes em pacientes com a forma hepatoesplénica (Barreto et al.,
2017).

Atualmente, o exame de ultrassonografia (US) é a técnica considerada padrao-
ouro para avaliagdo da FPP em pacientes com esquistossomose mansoni (EM),
porém a utilizagdo da classificacdo de FPP requer examinador treinado e experiente
(Richter et al., 2016; Pinto-Silva et al., 2010). Comparado ao US, os indices biolégicos
mostram-se mais objetivos e independentes do examinador, além de possuirem alta
reprodutibilidade e poderem ser quantificados numericamente (Yegin et al., 2019),
porém faltam estudos mais dirigidos para utilizacdo de biomarcadores na avaliagdo
da FPP na esquistossomose.

Dentre os indices biologicos, destacam-se 0s escores séricos indiretos de

avaliacdo da fibrose parenquimatosa APRI (indice de relacdo aspartato
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aminostransferase e plaquetas), FIB-4 (indice de Fibrose baseado em 4 fatores) e
indice Coutinho. O APRI (Wai et al., 2003) e o FIB-4 (Sterling et al., 2006) sao
validados para as hepatites B e C e doenca hepética gordurosa metabdlica. Na EM o
APRI foi testado em amostra com numero restrito de pacientes e o indice Coutinho,
validado recentemente em regido endémica (Domingues; Medeiros; Lopes, 2011;
Barreto et al., 2022).

Contudo, Rosenberg et al. (2004) destacam a vantagem da analise da fibrose
do figado por meio do metabolismo da matriz celular hepética, de forma direta, precisa,
automatica e reprodutivel. Nesse contexto, o indice Enhanced Liver Fibrosis (ELF)
avalia o acido hialurdnico, peptideo aminoterminal pré-colageno Il (PIIINP) e inibidor
tecidual da matriz de metaloproteinases tipo 1 (TIMP-1) (Rosenberg et al., 2004),
refletindo diretamente o processo patofisioldgico da sintese e degradacdo da matriz
extracelular, sendo capaz de monitorar a evolucdo da fibrose ao longo do tempo
(Yegin et al., 2019). Na EM ja foi descrita a relacdo da intensidade da FPP, avaliada
pelo US, com niveis aumentados de acido hialurénico (Domingues; Ferraz, 2012;
Domingues, 2008).

Apesar de o ELF ser utilizado predominantemente na avaliacdo da fibrose na
hepatite C, foi demonstrado em estudo piloto com 78 pacientes no Brasil por Medeiros
et al. (ndo publicado) a capacidade do ELF de diferenciar os pacientes
esquistossomaéticos com FPP leve da forma avancada. Cabe lembrar que os pacientes
com FPP avancada apresentam maior chance de desenvolver hemorragia digestiva,
considerada a principal causa de mortalidade associada a esquistossomose e
importante indicador prognostico (Azeredo, 2015). Contudo, o ELF néo diferenciou a
FPP moderada das formas leve e grave, o que pode ter decorrido do niumero restrito
de participantes (Medeiros et al., publicacdo em congresso).

O presente estudo, portanto, pretende verificar a associacéo do indice ELF com
os padrées de FPP, tendo como referéncia a classificacdo ultrassonografica de

Niamey, em pacientes com EM que habitam regido endémica em Pernambuco.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Esquistossomose mansoni

7

A esquistossomose mansoni é parasitose associada diretamente pelas
precérias condi¢cdes de saneamento basico, originada pela contaminacao de regides
de agua doce, o habitat natural do caramujo vetor. Esse contexto social favorece o
ciclo de manutencéo da transmiss&o da doenca estabelecendo areas endémicas. E
considerada como Doenca Negligenciada pois permanece com aumento de incidéncia
e prevaléncia tanto pela razoavel taxa de insucesso no tratamento, quanto pelo
surgimento de novos cenarios de transmissdo e manutencao (Lo et al., 2022; World
Health Organization, 2002). Atualmente a Unica droga disponivel para tratamento é o
praziquantel, utilizado h& mais de 30 anos, com taxa de cura 76,7%, sendo o pilar das
estratégias de prevencao em regides endémicas (Lo, 2022; Zwang; Olliaro, 2014). A
EM se apresenta como doenca endémica na Africa subsaariana, Brasil, llhas do

Caribe, Porto Rico, Suriname e Venezuela (McManus et al., 2018) (Figura 1).

Figura 1 — Prevaléncia da esquistossomose no mundo em 2021.

Nao endémico
Sem tratamento preventivo
Interrupcdio da transmissdo deve ser
confirmada
Status de transmissao deve ser
determinado

W Requer tratamento preventivo
Ndo aplicave

Fonte: World Health Organization, 2022, adaptado.

Essa helmintiase tem como agente etiolégico o Schistosoma mansoni, da
classe Trematoda, responsavel pelo acometimento do trato gastrointestinal no
hospedeiro. Classificada como uma doenca de veiculag&o hidrica por seu ciclo de vida

heteroxénico, sendo o homem seu hospedeiro definitivo e um molusco de agua doce,
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do género Biomphalaria o hospedeiro intermediario (McManus et al., 2018; Gomes;
Domingues; Barbosa, 2017). A falta de acesso a agua limpa e a medidas sanitéarias,
além do proprio contato com a agua contaminada, seja por fatores ocupacionais
(lavagem de carros, irrigacdo), domesticos (lavagem de roupas, trato de animais) ou
recreacionais (lazer em lagos ou rios) predispde a infeccéo de criancas, adolescentes
e adultos.

Condicao de alta morbidade e mortalidade, com perda de 1,9 milhdes DALY's
no mundo, a esquistossomose esta associada a hipertensdo portal, podendo evoluir
para doenca hepatica crénica, com surgimento de complicacdes (GBD 2016 DALYs
and HALE Collaborators, 2017). O Brasil € o principal pais do continente americano
acometido, sendo o Nordeste a regidao mais endémica (Gomes; Domingues; Barbosa,
2017). O Estado de Pernambuco possui 101 municipios endémicos, 49 focais e 35
vulneraveis para esquistossomose, e entre 2013 e 2022 o programa de vigilancia da
doenca realizou 1.593.908 exames coproscoépicos, dos quais, 44.174 foram positivos
(2,77%) e 33.008 (74,7%) destes receberam tratamento (Pernambuco, 2023). No ano
de 2022 a cobertura estadual de exames parasitologicos foi de apenas 46%, com
positividade que variou entre 1,28 e 2,74%. A carga parasitaria predominante foi leve
(até 100 ovos/g de fezes em 83,3% dos pacientes), com apenas 3,11 % apresentando
carga parasitaria elevada (acima de 400 ovos/g fezes), casos estes com maior risco

de evoluirem para formas graves (Pernambuco, 2023).

2.2 Ciclo de vida da esquistossomose

Os ovos maduros, presentes nas fezes do hospedeiro, eclodem ao entrar em
contato com a &gua, liberando o miracidio, forma embrionaria do S. mansoni e
infectante para o molusco vetor. Esse se locomove no ambiente aquatico e, quando
penetra no caramujo do género Biomphalaria, se transforma em esporocisto primario
e, por reproducdo assexuada em esporocistos secundarios (Gomes; Domingues;
Barbosa, 2017; McManus et al., 2018).

Os esporocistos secundarios sao os responsaveis pela producao das cercarias,
formas livres larvais na qual o parasita passa do hospedeiro secundario para o
hospedeiro final (McManus et al., 2018). As cercarias emergem do caramujo em
resposta ao estimulo solar, penetrando pela pele do hospedeiro definitivo (Gomes;

Domingues; Barbosa, 2017).
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No hospedeiro definitivo elas perdem a cauda e se transformam em
esquistossémulos. Ganham a corrente sanguinea e, ao atingirem as veias do sistema
porta hepético, se fixam e acasalam. Nas mesentéricas liberam seus ovos imaturos
nos capilares venosos intestinais. Ao atravessarem a parede do intestino, os ovos
ganham a luz intestinal e sdo eliminados nas fezes, perpetuando o ciclo de
transmissdo caso as fezes entrem em contato com agua doce (Gomes; Domingues;
Barbosa, 2017) (Figura 2).

Figura 2 — Ciclo de vida do Schistosoma mansoni.
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2.3 Fisiopatologia da Esquistossomose mansoni

Em sua fisiopatologia, o figado é o principal local acometido e a doenca € uma
das causas mais frequentes de fibrose hepatica no mundo (Cai et al., 2013; Richter et
al., 2016). A infecgéo crbnica e o processo inflamatorio granulomatoso conduzem ao
excesso de depdsito de colageno e de outros componentes da matriz extracelular nas
ramificacdes intra-hepaticas da veia porta, provocando a fibrose periportal (FPP) ou
fiborose de Symmers (Machado et al., 2002; Azeredo, 2015). A progressédo da FPP

provoca obstrugdo ao fluxo sanguineo que, associada ao hiper fluxo da veia esplénica
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decorrente da esplenomegalia, resulta em hipertensdo portal e suas sequelas, como
varizes gastresofagianas e sangramento digestivo. A hemorragia € considerada a
principal causa de mortalidade associada a esquistossomose (Azeredo, 2015).

A formacédo dos granulomas, processo fundamental na patogenia da
enfermidade, é uma reacdo de hipersensibilidade tardia mediada a partir do tipo de
resposta celular, tendo importancia no desenvolvimento das formas graves da doenca
(Abath et al., 2006). A resposta imune e a imunopatologia da esquistossomose sao
uma consequéncia da sensibilizacdo das células T CD4* (Linfécitos T CD4") aos
antigenos do ovo (Zheng et al., 2020). O desenvolvimento das formas graves da
doenca depende principalmente de dois fatores, resposta imune do hospedeiro e
carga parasitaria, que irdo resultar em maior fiborogénese hepatica.

Na doenca aguda, os antigenos do parasita suscitam uma resposta das células
T auxiliares 1 (Th1l) moderada, caracterizada pelo aumento de citocinas inflamatérias,
como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interferon gama (IFN-y) e as interleucinas
1 (IL-1) e 6 (IL-6). Quatro a seis semanas apods a infeccdo, ocorre o desenvolvimento
dos vermes maduros, quando as fémeas irdo liberar seus ovos, estimulando uma
resposta imune por meio dos antigenos sollveis do ovo, via células T CD4+, liberando
as citocinas Thl, IL-2 e IFN-y. Esses antigenos do ovo também sao os responsaveis
por induzir macrofagos residentes a secretar citocinas e quimiocinas inflamatorias,
estimulando um influxo de linfécitos, neutréfilos e mondcitos, e assim, iniciando a
inflamacé&o granulomatosa ao redor dos ovos (Zheng et al., 2020).

Em paralelo, a resposta Th2 (Célula T helper 2) tem acdo anti-inflamatoria e
regula a resposta Thl mediada. Com a transi¢cdo para resposta Th2 outro perfil de
citocinas € ativado e predomina, com IL-4, IL-5 e IL-13 (Interleucina 4, 5 e 13,
respectivamente) elevados. Estudos em murinos constataram que a auséncia de uma
resposta Th2 esta associada a uma maior suscetibilidade a infecgbes e caquexia
severa, aumentando a mortalidade do hospedeiro devido ao desarranjo na resposta
Th1 pré-inflamatoria. Os antigenos soluveis do ovo s&o o principal fator relacionado a
transicdo da dominéncia de respostas Thl e Th2. Assim, a manuteng&o do equilibrio
entre essas células Thl e Th2 é importante no controle da fisiopatologia da
esquistossomose (Zheng et al., 2020).

Além desses dois fenotipos de células Th descritos acima, destacam-se a Th17,

Tth (T folicular helper cells), Th9 (Célula T helper 9) e as Tregs (regulatory T cells),
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classificados de acordo com sua producédo de citocinas e funcdes especializadas.
Contudo, embora novas descobertas estejam sendo realizadas, principalmente em
modelos murinos, ainda héa incerteza sobre o mecanismo fisiopatoldgico causador da
esquistossomose. Importante destacar que, além dos mecanismos citados, fatores
relacionados ao hospedeiro e a propria espécie de Schistosoma infectante também

tém seu papel na imunopatologia da doenca (Zheng et al., 2020).

2.4 Manifestag@es clinicas

A infeccéo causada pelo Schistosoma pode ser dividida em aguda ou cronica.
Trés a quatro meses apoés a infeccdo, a forma aguda pode evoluir para as formas
cronicas da doenca, involuir espontaneamente sem tratamento, ou evoluir para a cura

apo6s tratamento especifico da helmintiase (Domingues; Ferraz, 2012).

2.4.1 Esquistossomose aguda

A forma aguda apresenta como primeira manifestacdo a dermatite cercariana,
reacdo maculopapular pruriginosa causada pela hipersensibilidade da resposta inata
imune na pele, ocasionada pelas larvas (McManus et al., 2018). Essa apresentacao
ocorre em uma primeira exposi¢cdo, mais comum em viajantes ou imigrantes a uma
area endémica, chamada popularmente de “coceira do nadador” (Gomes; Domingues;
Barbosa, 2017).

Apbs a penetracao e maturacao dos esquistossémulos, pode haver um estagio
sintomatico agudo chamado de Febre de Katayama ou Sindrome de Katayama.
Ocorre habitualmente entre duas semanas e trés meses ap0s a exposi¢cdo, com
sintomas desencadeados por reacOes de hipersensibilidade e formacdo de
imunocomplexos em resposta aos antigenos liberados durante a migracdo dos
esquistossémulos e deposicdo dos ovos (McManus et al., 2018).

A fase que antecede a liberacdo dos ovos € marcada por tosse seca, mal-estar,
anorexia, nauseas e febre, com variabilidade intensa a depender da carga parasitaria
a qual o individuo foi exposto, além da propria resposta imune do hospedeiro (Gomes;
Domingues; Barbosa, 2017). J& na fase pOs-postural chama atencéo a diarreia. Caso
essa 0voposicao seja intensa, pode haver toxemia, com febre alta, calafrio, sudorese,

distensdo e colica abdominais. A hepatoesplenomegalia dolorosa e lesdes
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urticariformes na pele também podem ocorrer (Gomes; Domingues; Barbosa, 2017).
Complicacdes sdo o abdome agudo, infec¢cbes associadas, abcesso hepatico,

enterorragia e choque (Domingues; Ferraz, 2012).

2.4.2 Esquistossomose cronica

As formas crénicas da infeccao pelo S. mansoni podem ser classificadas como
assintomaticas ou sintomaticas. A forma assintoméatica é encontrada especialmente
nas regides endémicas, caracterizada pela maturacéo dos vermes e liberagao de ovos
pelo trato gastrointestinal. O verme adulto ao se encontrar nos vasos sanguineos nao
estimula inflamacdo local, mantendo, dessa forma, o hospedeiro assintomatico
(McManus et al., 2018).

Contudo, nas formas cronicas as principais lesbes estdo associadas as
respostas inflamatérias causadas pelos ovos do parasita (antigenos solluveis do ovo)
gue levam a formacdo dos granulomas ao redor do tecido em que o ovo esta
localizado (McManus et al., 2018; Zheng et al., 2020).

As formas cronicas da EM s&o caracterizadas como hepatointestinal (HI),
hepatica (H) e hepatoesplénica (HE) (compensada e descompensada).

Sdo classificadas como formas leves da doenca as apresentacfes
assintomaticas e hepatointestinais. Na forma hepatointestinal o principal 6rgéo
acometido é o intestino, manifestando-se com sintomas gerais e digestivos, como
dispepsia e dor gastrica atipica. A intensidade de sua sintomatologia se correlaciona
com a quantidade de parasitos (McManus et al., 2018).

A forma HI era conhecida como forma intestinal, porém, apds investigacédo da
histologia hepatica desses pacientes, descobriu-se que existia acometimento hepatico
por meio da presenca de granulomas no figado (Gomes; Domingues; Barbosa, 2017).
Esses granulomas apresentam-se principalmente na periferia do figado, ocorrendo
também leve infiltrado inflamatdrio periportal ou intralobular e, em alguns casos,
discreta fibrose periportal (Andrade, 2004). Em fases mais tardias a presenca da
fibrose hepatica leve e periférica pode ocorrer em 40% dos pacientes, contudo, a
maioria dos pacientes com a forma HI ndo apresenta fibrose visivel pelo US
(Domingues; Ferraz, 2012).

A forma hepatica é uma transicao entre os acometimentos hepatointestinal e

hepatoesplénicos. Identificada pelo US, corresponde a 20% dos casos em regides
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endémicas. E caracterizada pela presenca de fibrose periportal moderada ou mais
raramente avancada, porém sem esplenomegalia. Sua sintomatologia € semelhante
a forma HI, porém com alteracbes bioquimicas analogas a forma HE (Gomes;
Domingues; Barbosa, 2017). Os pacientes mais jovens e com maior carga parasitaria
apresentam maior chance de evolucdo para forma HE, devendo ser tratados se
permanecerem em contato com focos hidricos de transmissédo (Gomes; Domingues;
Barbosa, 2017).

A presenca de esplenomegalia associada a fibrose hepética periportal define a
forma HE. Costuma ocorrer 10 a 15 anos apos a infec¢ao inicial, assim, raramente é
encontrada em menores de 15 anos. Nos quadros iniciais o figado € palpavel, mas a
medida que a doenca evolui pode haver atrofia gradativa do parénquima, reduzindo o
tamanho hepatico. O baco também é aumentado, como consequéncia da hiperplasia
do sistema reticulo endotelial. Enquanto ndo houver hipertensdo portal os pacientes
costumam apresentar uma Otima resposta ao tratamento, com possibilidade de
regressao da fibrose para as formas HIl e H. Contudo, ap6s o desenvolvimento da
hipertensao portal, a esplenomegalia se torna congestiva, com dilatacao e fibrose dos
corddes venosos interesplénicos, desencadeando a retencdo de células sanguineas,
principalmente  plaquetas e leucdcitos, causando o0 hiperesplenismo
esquistossomoético (Gomes; Domingues; Barbosa, 2017).

Na forma HE compensada ha um predominio de sintomas digestivos, porém, a
presenca de hemorragia digestiva alta (HDA) pode ser o primeiro sintoma associado
a doenca, seja pela ruptura de varizes esofagicas ou gastricas, seja por uma
gastropatia secundaria a hipertensdo portal. Em sua forma descompensada, a forma
HE se apresenta com ascite, porém ictericia e encefalopatia hepatica também podem
ocorrer, conquanto em menor porcentagem. A maioria dos pacientes com forma HE
apresenta descompensacdo por episodios repetidos de HDA, com consequente
isquemia do parénquima hepatico, ou pela associacdo da esquistossomose com
outras doencas que cursam com dano hepatico, como hepatites cronicas B ou C,
etilismo crénico, doenca hepatica gordurosa, entre outros (Gomes; Domingues;
Barbosa, 2017).



27

2.5 Importancia da Fibrose Periportal

A esquistossomose se caracteriza, do ponto de vista patologico, pela FPP que
se apresenta como uma expanséo do tecido fibroso em torno dos ramos da veia porta
intra-hepaticos desde a entrada no figado até os ramos terminais (Andrade, 2004). Na
esquistossomose intestinal (HI) as estruturas do parénquima hepatico e das veias
hepaticas apresentam aspecto normal. Contudo, a microscopia, 0S espacos porta
estdo ampliados por fibrose, com lesdes destrutivas ou obstrutivas da veia porta.
Quadro similar também pode ser observado nos individuos sem esplenomegalia, mas
com FPP avancada, caracterizando a forma hepatica da doenca (Domingues; Ferraz,
2012).

Em grande numero de casos, no entanto, estas lesbes se acompanham de
esplenomegalia e sinais de hipertensdo portal, com formacéao de varizes de eséfago,
caracterizando a forma hepatoesplénica (HE), em que a estrutura hepéatica lobular é
conservada e a funcdo hepatica permanece normal (Domingues; Ferraz, 2012). O
figado, assim, apresenta extensas areas de FPP, sem fibrose parenquimatosa como
ocorre na cirrose. Contudo, alguns pacientes apés episédios repetidos de hemorragia
digestiva, podem apresentar choque hemorragico, e desenvolver um processo de
“cirrotizacao” da esquistossomose apoés longa evolucéao (Andrade, 2004; 2008).

O estadiamento da fibrose hepatica ou da FPP, portanto, € o preditor isolado
mais importante de morbimortalidade na doenca hepatica crénica (Poynard et al.,
2000). Sua definicdo é critica para a tomada de decisfes clinicas, seguimento dos
pacientes e como preditor de desfechos (Buckholz; Brown, 2023).

Sabe-se que a fibrose hepatica é um estado dindmico de deposicéo das fibras
de colageno decorrente da ativacao e diferenciacdo das células hepaticas estrelares
em fibroblastos e diminuicdo da degradacao da matriz extracelular pelo desequilibrio
entre as metalloproteinases (MMPS) e seus inibidores (TIMPs) (Hemman et al., 2007).
Esse processo ocorre de forma lenta, com a maioria dos pacientes permanecendo
assintomaticos durante longo periodo de evolucdo da doenca, retardando o
diagndstico até que haja dano hepatico significativo ou hemorragia digestiva.

Coletivamente, considerar estratégias de rastreamento de casos com FPP
moderada/acentuada em populacbes de risco pode facilitar a identificacdo de
pacientes ndo diagnosticados ou em estagios pré-sintomaticos que se beneficiariam

de intervencdes médicas e sanitarias mais precoces.



28

2.6 Diagnostico da Fibrose Hepética Periportal

Atualmente, existem diversos métodos para avaliagdo ou estadiamento da
fibrose no parénquima hepatico e fibrose periportal, sendo os mais utilizados os
meétodos indiretos, sejam fisicos, através da ultrassonografia e da elastografia, ou os
indices biologicos, entre os quais se destacam: APRI (Wai et al., 2003), AH (Silva et
al., 2010), indice Coutinho (Barreto et al., 2017) e o ELF (Xie et al., 2014).

2.6.1 Biopsia hepatica

A bibpsia hepética por via percutanea é considerada o padrdo-ouro para
avaliacdo dos estagios de fibrose nas doencas hepéticas cronicas. Com a bidpsia,
além da fibrose, podem ser avaliados outros parametros como inflamacéo, esteatose
e deposicdo de pigmentos (Sebastiani; Alberti., 2006). Contudo, a qualidade da
bidpsia é definida pelo tamanho da amostra, permitindo-se avaliar 1:50.000 do tecido
hepatico do paciente. Pode ocorrer erro inter-observador em torno de 30% e
diagndstico incorreto em aproximadamente 20% dos casos (Regev et al., 2002). Nado
€ um método isento de riscos, sendo suas complicacbes mais comuns: dor,
hemorragia, peritonite biliar, bacteremia, sepse com formacdo de abscesso,
pneumotérax, hemotdrax, enfisema subcuténeo e 6bito (Rustagi; Newton; Kar, 2010).
Além disso, a biopsia por via percutdnea com agulha fina, mais comumente realizada,
€ pouco sensivel para o diagnostico da FPP na esquistossomose, visto que o
fragmento hepatico retirado pode néao envolver a faixa de fibrose em torno dos vasos
periportais e subestimar a mensuragdo. Na esquistossomose, portanto, seria mais
indicada uma bidpsia cirargica, em cunha, com obtencdo de maior fragmento, para
melhor avaliacdo da FPP sé indicada por motivos éticos, nos pacientes com

indicacdes cirurgicas (Silva et al., 2010).

2.6.2 Métodos fisicos

J& os métodos fisicos, como a US ou a elastografia, avaliam o parénquima

hepatico de forma mais abrangente.
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2.6.2.1 US abdome superior

O US do abdome superior é, atualmente, o método de imagem mais utilizado
para avaliagdo da esquistossomose, identificando e classificando a FPP e as
caracteristicas do parénquima hepatico (Gomes; Domingues; Barbosa, 2017).
Adicionalmente, pode identificar sinais de doencas crbnicas do figado, como o
parénquima hepatico heterogéneo, bordos rombos e reducdo do volume hepatico,
além de sinais sugestivos de hipertensao portal, como dilatacao dos calibres das veias
porta e esplénica e a esplenomegalia. (Domingues; Medeiros; Lopes, 2011).

A World Health Organization (WHO) reuniu experts em US de pacientes com
esquistossomose a fim de elaborar uma classificacdo da FPP reprodutivel
mundialmente. Desde 1996 o protocolo de Niamey é empregado. Esse protocolo
utiliza padrées de imagem da FPP que vao do A até o F: O padrao A corresponde ao
figado normal, no padréao B, caracterizado por pequenos focos ecogénicos difusos, a
FPP é duvidosa; o padrdo C corresponde a FPP periférica leve, o D a FPP central
(moderada), o E corresponde a fibrose periportal avancada, da veia porta até suas
ramificacbes no parénquima e o padrdo F corresponde a fibrose periportal muito
avancada, estendendo-se até a superficie hepatica (Richter et al., 1996) (Figuras 3 e
4). Sabemos que a FPP possui relacdo com a forma clinica da doenca e que também
se correlaciona com a intensidade da hipertenséo portal, a exemplo do surgimento de
varizes de es6fago, que sO6 ocorre em pacientes com FPP mais avancada
(Domingues; Ferraz, 2012; Domingues, 2008).

Através do US consegue-se determinar se o paciente apresenta a forma Hl,
hepatica ou HE. Na forma HI, ndo ha FPP, ou quando ocorre esta € leve, padrao C.
Na forma hepatica, sempre ha FPP, que pode ser padrdo D ou mesmo E, sem
esplenomegalia; e na forma HE, a FPP geralmente é do padrdo E ou F e o paciente
tem esplenomegalia e algum outro sinal de hipertensdo portal (Domingues; Ferraz,
2012).
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Figura 3 - Classificacao ultrassonografica de Niamey para Fibrose Periportal (FPP)

Fonte: Richter et al., 2016.

Figura 4 — Fibrose Periportal do tipo E.

Fonte: Ambulatério de Gastroenterologia/ Hospital das Clinicas/UFPE (acervo pessoal)
2.6.2.2 Elastografia hepatica

A elastografia hepatica transitoria (FibroScan) € um método diagnéstico de
quantificacdo de fibrose nado invasivo, desenvolvido pela Echosens, em 2003 na
Franca (Castéra, 2007). Utiliza a mensuracéo, através do US, da velocidade de onda
de cisalhamento, gerada no figado por estimulo mecéanico, com a finalidade de estimar
a elasticidade do parénquima. O volume explorado corresponde a um cilindro de 1 cm
diametro e 4 cm de comprimento, sendo 100 vezes superior ao volume da biopsia
(Castéra, 2007; Lédinghen Vergniol, 2008; Foucher et al., 2006; Bamber et al., 2013).
A avaliacdo de rigidez hepatica é confiavel quando preenche os seguintes critérios:
10 medicdes vélidas, taxa de sucesso > ou = 60% e taxa de intervalo
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intequartil/mediana (IQR/M) < ou = 30% (Castéra et al., 2005; Castéra et al., 2010;
Boursier et al., 2013). Lima et al., 2020 demonstraram em 117 pacientes com EM
associacao entre a classificacdo US de FPP e o Fibroscan, podendo ser utilizado
como ferramenta diagnostica. Como fatores limitantes esté o alto custo do aparelho e
de sua manutencdo, além da necessidade de treinamento de profissionais
capacitados a executa-lo e de possiveis dificuldades técnicas para realizacdo do

exame, como estreito espaco intercostal, obesidade e ascite (Lima et al., 2020).

2.6.2.3 ARFI

O ARFI (Acoustic Radiation Force Impulse) é outra modalidade de elastografia
capaz de ser acoplada a uma maquina de ultrassom tradicional. Um pulso acustico
gera a onda de cisalhamento que se propaga no tecido hepatico perpendicularmente
a direcdo do impulso. Essa onda de cisalhamento € entdo rastreada pelo US na area
de interesse escolhida pelo examinador, permitindo a mensuracao da rigidez do tecido
hepatico através da velocidade de propagacdo da onda no tecido (Bamber et al., 2013;
Liao et al., 2015; Piscaglia et al., 2014). E considerado um exame de qualidade quando
preenche os critérios: 10 medicdes validas, taxa de sucesso > ou = 60% e taxa de
intervalo intequartil/mediana (IQR/M) < ou = 15% (Bota et al., 2015). Possui limitagbes
similares as da elastografia hepéatica transitéria. Também j& estudado em populacéo
com EM, sendo demonstrado em 328 individuos sua capacidade de diferenciar as

formas leves das avancadas de FPP (Santos et al., 2018).

2.6.3 Métodos sorologicos

Entre os métodos soroldgicos utilizados para avaliagéo da fibrose periportal na
esquistossomose, encontram-se a contagem de plaquetas, dosagem da
gamaglutamiltransferase (GGT), o APRI, a dosagem do acido hialurénico (AH), o
indice Coutinho e o ELF. Medeiros et al. (2014), descreveram uma relacdo inversa
entre a contagem de plaquetas, tamanho do baco e padréo de fibrose periportal na
esquistossomose mansoénica. A relacdo da GGT/LSN (limite superior da normalidade)
foi relacionada com a fibrose periportal em 122 pacientes, mostrando 84% de
acuracia, 74,6% sensibilidade e 83,3% de especificidade no diagnéstico da FPP

(Domingues et al., 2011).



32

2.6.3.1 Contagem de Plaquetas

A trombocitopenia € um marcador importante da cirrose hepatica e, na EM pode
ser utilizada como indicador da FPP avancada (Domingues et al. 2011; Medeiros et
al., 2014). Essa correlacao se explica pela fisiopatologia da hipertenséo portal, tanto
pela FPP quanto pelo hiperfluxo esplénico devido a esplenomegalia nas formas
avancadas da EM. Domingues et al. (2011) demonstraram que 0s estagios mais
avancados de FPP se correlacionavam com contagem de plaquetas mais baixa em
122 pacientes com EM. Medeiros et al. (2014) em amostra com 187 individuos,
corroborou esse achado, além de associar o aumento do didmetro do bago a um

namero reduzido de plaquetas.

2.6.3.2 APRI

O APRI (Aspartate aminotransferase-to-platelet ratio index) € um indice obtido
da relacdo entre o AST (Aspartato aminotransferase) e plaquetas, sendo um método
bioquimico indireto (Lin et al, 2011). Seu calculo é dado pela formula APRI = AST
(IU/L) / AST valor superior normalidade (IU/L)/ Contagem de plaquetas (10%L)*100.
Foi lancado para estudo da fibrose secundaria ao HCV, mas foi testado na
esquistossomose por Lambertucci, Silva e Antunes (2007) em 47 pacientes, que
encontraram indice de 0,34, 1,38 e 1,96 para pacientes sem FPP, com FPP leve e
com FPP avancada. Domingues et al. (2011) em 122 pacientes encontraram indices
de 0,26 + 0,11 para pacientes sem FPP; 0,92 + 0,48 para FPP leve; e 1,58 £+ 0,40 para
FPP avancada (Domingues et al., 2011).

2.6.3.3 Acido Hialurénico (AH)

A concentracdo sérica do AH foi correlacionada com a severidade da fibrose
periportal podendo distinguir os casos de fibrose leve dos de fibrose avancada. A
técnica tem a desvantagem de nédo ser acessivel nos exames de rotina (Silva et al.,
2010).
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2.6.3.4 indice Coutinho

O indice Coutinho foi o Gnico indice desenvolvido especialmente para estudo
da fibrose hepética na esquistossomose. E calculado usando a relagéo entre fosfatase
alcalina e plaquetas: [(FA/LSN) / Plaquetas (106/L)] x 100. Foi validado para predizer
0s casos de fibrose mais avancada nas popula¢gfes das areas endémicas (Barreto et
al., 2022). Foi construido a partir de uma andlise multivariada de pacientes em
ambiente hospitalar, a partir da fosfatase alcalina e das plagquetas, identificadas como
as unicas variaveis significativas capazes de predizer a FPP avancada (Barreto et al.,
2017).

Em um hospital de referéncia, demonstrou uma sensibilidade e especificidades
de 100% na diferenciacdo da FPP leve da FPP avancada (Barreto et al., 2017).
Contudo, em areas endémicas rurais, essa sensibilidade e especificidade caiu para
valores pouco abaixo dos 70% (Barreto et al., 2022). Conclui-se entdo que a contagem
de plaquetas, dosagem de GGT, APRI, AH e indice Coutinho s&o bons marcadores e
alguns deles refletem correlacdo com hipertensédo portal e doenca mais grave. Podem
ser usados para selecionar os casos de doencas mais avancadas nas areas

endémicas.

2.7 ELF (Enhanced Liver Fibrosis)

Ja o ELF (Enhanced Liver Fibrosis) € um painel sérico que fornece um valor
anico, conseguindo ser empregado em larga escala e de facil execugcdo por ser
testado no soro, predizendo se existe fibrose ou cirrose avancada. Agrega trés
marcadores em seu calculo: &cido hialurénico (HA), fator tecidual inibidor de
metalloproteinases-1 (TIMP-1) e pro-peptidio amino-terminal do pro-colageno do tipo
[l (PIIINP), utilizando os sistemas ADVIA Centaur®, ADVIA Centaur® CP e ADVIA
Centaur® XP da Siemens. E calculado pela equagéo [ELF = 2.278 + 0.851 In(HA) +
0.751 In(PHIINP) + 0.394 In(TIMP-1)] e expresso em um valor numérico sem unidade
(Yegin et al., 2019).

Em uma metanalise com 1.826 pacientes, envolvendo nove estudos na Asia e
Europa, Xie et al. (2014) descrevem o ELF como um indice com boa performance,
com AUROC > 80% na identificacédo de fibrose significativa, fibrose severa e cirrose,

apresentando um valor diagnéstico consideravel na predicdo do grau de fibrose
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hepatica. Apesar de haver grande heterogeneidade na amostra, que incluiu pacientes
com hepatites virais, doenca hepética gordurosa e doencas colestéticas, o estudo nao
contemplou portadores de EM (Xie et al., 2014).

Miele et al. (2017) avaliaram o ELF no contexto da doenca hepatica gordurosa
em 82 pacientes. Neles, o estagio de fibrose hepatica foi significativamente associado
com o escore ELF, com uma forte correlacdo com a gravidade da fibrose na analise
multivariada (OR 7,59). Contudo, um ponto negativo do estudo foi selecionar a
amostra a partir de um hospital terciario, com 18,3% dos individuos apresentando
fibrose significativa (Miele et al., 2017).

Yegin et al. (2019) demonstraram que o ELF possui poder progndstico mesmo
em estagios precoces da doenca hepatica causada por virus B e C e etiologia
autoimune. Isso sugere que o painel ELF pode predizer desfechos clinicos de forma
superior a biopsia ou métodos de avaliacdo da rigidez hepatica e que possivelmente
as mudancas ocorridas no processo de fibrose seriam identificadas mais
precocemente.

Em 2020, nova metanalise em pacientes com doenca hepatica gordurosa
metabdlica demonstrou que o ELF apresentou alta sensibilidade, com alto valor
preditivo negativo, principalmente em populacdes com baixa prevaléncia, excluindo
assim a fibrose avancada em pacientes com doenca gordurosa (Vali et al., 2020). Isso
foi corroborado pela recomendacdo do National Institute for Health and Care
Excellence — NICE 2016 (Glen et al., 2016), da utilizacdo do ELF no rastreio da fibrose
em pacientes com a doenca hepatica gordurosa metabdlica, classificando-o como o
teste com melhor custo efetividade, dentre os testes ndo invasivos, para identificacédo
da fibrose avancada (Glen et al., 2016). Nessa recomendacao também foi sugerida a
utilizacdo do ELF como indicador de resposta ao tratamento da doenca hepatica
gordurosa metabdlica, sendo sugerida a troca da terapia medicamentosa caso
houvesse elevagéo do indice durante seguimento.

Ainda relacionado a doenca hepatica gordurosa metabdlica, em estudo com
829 participantes o ELF apresentou significancia estatistica ao identificar individuos
com fibrose mais avancgada, seja comparado com a bidpsia hepética ou com a
elastografia transitoria. Nesse estudo, a associacdo do ELF com o FIB-4 apresentou
maior especificidade e valor preditivo positivo para o diagndéstico da fibrose avancada
(Younossi et al., 2021).
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Na doenca hepatica alcodlica o indice também apresentou bom desempenho,
conseguindo predizer o risco de eventos associados a hepatopatia, como surgimento
de ascite, varizes esofagicas e encefalopatia hepatica, com desempenho similar a
elastografia. Tanto o ELF, quanto a elastografia foram superiores a bidpsia no
estadiamento da fibrose hepatica, com excelente acuracia progndéstica (Rasmussen
et al., 2021).

Em estudo com 78 pacientes com esquistossomose e FPP nos grupos ausente
(padrédo Niamey A/B), FPP leve/moderada (padrédo C/D) e FPP avancada (padrdo
E/F), o ELF diferenciou os padrbées de FPP leve da avancada, mas devido ao numero
restrito de pacientes nao conseguiu significancia estatistica na diferenciacdo da forma
moderada das demais (Medeiros et al., ndo publicado).

Assim, o ELF se apresenta como alternativa para o diagnéstico da fibrose
hepatica tendo sido estudado principalmente nas hepatites virais crénicas B e C,
doenca hepatica gordurosa metabdlica e doenca hepatica alcodlica. Contudo, estudos
para avaliacdo da FPP utilizando o ELF em portadores de EM com uma amostra maior
de pacientes sdo necessarios para identificacdo e quantificacdo da FPP, como
alternativa ao US, visando o diagnéstico das formas avancadas da doenca e suas

complicacBes, associadas a maior morbidade e mortalidade.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Determinar o indice ELF em pacientes com esquistossomose mansonica e
avaliar sua associagdo com o0s padroes de FPP observados na

ultrassonografia, utilizando a classificagao de Niamey.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar pontos de corte do indice ELF para predicédo de curvas ROC dos
diferentes graus de FPP, tendo como referéncia a classificagéo
ultrassonogréfica de Niamey.

e Comparar a mediana do indice ELF nos grupos sem FPP, com FPP leve,
moderada, avangcada e muito avancada, tendo como padrdo de referéncia
a classificacdo de FPP ultrassonografica de Niamey.

e Avaliar associacdo da intensidade da FPP pelo indice ELF com dados
demograficos e antecedente de hemorragia digestiva alta entre os grupos

clinicos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho do estudo

Foi realizado estudo analitico do tipo transversal e bidirecional para associar 0s
valores obtidos através do indice sorologico ELF com o padrédo de FPP, obtido através
do US, de acordo com a classificacdo de Niamey. Foram relacionados os achados do
padrdo de FPP da ultrassonografia abdominal (varidvel dependente) com o indice
sérico de fibrose hepatica ELF. Também foram relacionados com os dados

demograficos e o0 antecedente de hemorragia digestiva alta (HDA).

4.2 Area geogréfica de abrangéncia

Os pacientes selecionados foram acompanhados no ambulatério de
esquistossomose do Hospital das Clinicas de Pernambuco, HC-UFPE, ou eram
individuos provenientes de uma amostra de residentes em Jaboatdo dos Guararapes,
considerada uma area endémica para esquistossomose no estado de Pernambuco
(Saucha; Silva; Amorim, 2012). Essa area foi selecionada por conduzir mais de 1000
testes coproscopicos por ano e estar desenvolvendo um Programa de Controle de
Esquistossomose (PCE) integrado a atencao primaria (Quinino; Barbosa; Samico,
2010).

O HC-UFPE é centro de referéncia regional no tratamento de hepatopatias,
além de ser o Unico servico do estado de Pernambuco a possuir ambulatério
especializado no tratamento de pacientes com esquistossomose, além de contar com
o Grupo de Pesquisa em Doencgas do Figado da UFPE.

A cidade de Jaboatdo dos Guararapes pertence a Regido Metropolitana do
Recife, sendo localizada a aproximadamente 18 Km da capital do estado. Ocupa uma
area de 258.7 Km?, sendo o segundo municipio mais populoso de Pernambuco
(Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, c2023). Dentre os locais de acumulo
hidrico existe o acude Olho D"Agua, area cientificamente reconhecida pela presenca
de caramujos do género Biomphalaria glabrata. Esses caramujos infectados pelo S.
mansoni sédo considerados o principal vetor de transmisséo da doenga no municipio
(Saucha; Silva; Amorim, 2012).



38

4.3 Populacao do estudo

Utilizamos o banco de dados de pacientes selecionados para o projeto de
Validacéo do indice Coutinho, que continha individuos do municipio de Jaboatéo dos
Guararapes (Barreto et al., 2022). No periodo de setembro 2015 a agosto 2016, foi
solicitado ao Programa Controle Esquistossomose (PCE) municipal que referenciasse
as Unidades Basicas de Saude da Familia (UBS) os individuos com histéria clinica e
epidemioldgica de contato com agua contaminada ou submetidos a tratamento
especifico para esquistossomose e/ou que apresentassem ovos de S. mansoni no
exame parasitoldgico Kato-Katz.

Naquele mesmo periodo, foram coletados dados demograficos e clinicos e
realizados 445 US do abddémen superior, em individuos de ambos 0s sexos, com
idades entre 18 a 65 anos. Todos apresentavam historia clinica e epidemioldgica de
contato com agua contaminada ou foram submetidos a tratamento especifico para
esquistossomose e/ou apresentaram ovos de S. mansoni no exame parasitoldgico
Kato-Katz ou achados ultrassonograficos de FPP.

ApoOs o US abddmen, independente da presenca de fibrose periportal, 365
pacientes foram selecionados para coleta sérica, como base no calculo amostral para
a validacao do indice Coutinho.

Além destes pacientes de Jaboatdo dos Guararapes, também foram
selecionados pacientes com FPP, acompanhados no ambulatério de
Esquistossomose do HC-UFPE. Todos obedeceram aos mesmos critérios de inclusédo
e excluséo do estudo e realizaram o US de abdémen, além da coleta de soro para a
dosagem do indice ELF.

Foram reutilizados os soros de pacientes que participaram do projeto: Novel
biological index for screening of patients with advanced forms of schistosomiasis
mansoni in endemic areas, aprovado pelo Comité de Etica da IAM-FIOCRUZ (Instituto
de Pesquisa Aggeu Magalhdes — Fundacdo Oswaldo Cruz), CAAE (Certificado de
Apresentacdo para Apreciacdo FEtica) N° 32468214.0.0000.5190. Os soros
encontravam-se congelados a — 80° C em deep freeze na soroteca do Instituto de

Pesquisa Aggeu Magalhdes. Os soros dos pacientes acompanhados no ambulatorio
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de Esquistossomose do HC-UFPE, foram armazenados no freezer do Servico de
Gastroenterologia do HC-UFPE a -20°.

4.4 Critérios de inclusdo e exclusao

e Critérios de inclusao

Pacientes com diagnostico de esquistossomose mansbnica baseado em
histéria clinica de contato com fontes de agua parada de areas endémicas e/ou
tratamento prévio com praziquantel, além de achado ultrassonogréfico de FPP e/ou
achado de ovos de S. mansoni no exame Kato-Katz.

e Critérios de exclusdo

Pacientes com diagndstico de hepatites virais B ou C atuais ou curadas, outras
doencas hepaticas como doenca hepética gordurosa metabdlica, doenca hepatica
alcodlica, histéria de doenca hepatica induzida por drogas, hepatocarcinoma ou
esplenectomizados.

4.5 Definicdo do tamanho da amostra

Para o calculo do tamanho da amostra, com a finalidade de avaliar a sensibilidade
e especificidade dos indices, utilizou-se a formula: N= Z2[P (1 — P)] / D? para estudos
de validacdo (Andrade; Zicker, 1997), com o objetivo de diferenciar os padrdes de
fibrose hepatica leve (padréo C), fibrose moderada (padréo D) e avancada (padroes
E e F) em pacientes com EM, com as seguintes informacgdes:
o P = Proporcédo esperada de individuos com fibrose (proporgdo méaxima de
sensibilidade estimada): 95%.
o D = Semiamplitude do intervalo de confianga: 0,05 como o erro maximo
aceitavel.
o Z = Intervalo de confianga (95%): 1,96.
Desta forma, calculou-se uma amostra utilizado a sensibilidade de 95% para cada

um dos 4 grupos envolvidos no estudo (Ae B/ C /D /E e F). O tamanho da amostra
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calculado foi de 292 pacientes, sendo 73 no grupo sem fibrose (padréo A e B), 73 no
grupo com fibrose hepatica leve (padrédo C), 73 no grupo com fibrose hepatica
moderada (padrdo D) e 73 pacientes no grupo com a forma avancada (padrdes E e
F).

A soroteca do municipio de Jaboatdo foi composta de 41 pacientes no grupo
A/B, 196 pacientes no grupo C, 78 pacientes no grupo D e 36 pacientes no grupo E/F.

Para atingir o tamanho amostral, 32 pacientes do ambulatério do HC-UFPE
sem fibrose e 37 pacientes com FPP avancada seriam adicionados, totalizando 292

individuos no estudo.

Fluxograma 1 — Fluxograma da amostra utilizada

N =409

Amostra inicial disponivel

]

N =292

Amostra necessaria
segundo célculo estatistico

N =96

Aliquota insuficiente para
dosagem

18 pacientes 64 pacientes 56 pacientes 49 pacientes 9 pacientes

GrupoA +B Grupo C Grupo D Grupo E Grupo F

Fonte: A autora, 2023.

4.6 Categorizacdo das variaveis

e Variaveis dependentes:

Quadro 1 — Categorizacao das variaveis dependentes

Tipo de variavel Definicao Categorizacao
US (classificacdo de Exame de imagem Nominal — 4
Niamey) considerado padrao categorias




ouro para avaliacao
de FPP na
Esquistossomose.

1.A/B
2.C
3.D
4.E
5.F

ELF

indice biologico

Numeérica continua

Fonte: A autora, 2023

41
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e Variaveis independentes:

Quadro 2 — Categorizagdo das variaveis independentes

Tipo de variavel Definicao Categorizacéao
Idade Intervalo de tempo, Numeérica continua
medido em anos
completos, entre a
data do nascimento e
a data de realizacéo
da coleta sérica.
Sexo Género biolégico do Nominal dicotbmica
paciente ao nascer. 1 Masculino
2. Feminino
Antecedente de HDA Episddio de Nominal dicotbmica
hemorragia digestiva 1.Sim
alta secundario a 2. Nao
hipertenséo portal
Procedéncia Nominal — 4 categorias
Local de moradiado | 1. Regi&o Metropolitana
paciente segundo do Recife
relato dele na coleta 2. Zona da Mata
sérica. 3. Jaboatdo dos
Guararapes
4, Outros
Naturalidade Nominal — 4 categorias
Local de nascimento | 1. Regi&o Metropolitana
segundo relato dele do Recife
na coleta sérica. 2. Zona da Mata
3. Jaboatao dos
Guararapes
4. Outros

Fonte: A autora, 2023

4.7 Coleta de dados

Foram utilizados os soros de pacientes admitidos no projeto Novel biological
index for screening of patients with advanced forms of schistosomiasis mansoni in
endemic areas para dosagem de transaminases (TGO, Transaminase glutamico
oxalacética, e TGP, Transaminase glutamico piravica), FA e GGT. Os soros destes

pacientes encontravam-se congelados a — 80° C, em soroteca, desde a coleta para o
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estudo inicial, e foram levados para o Laboratorio Central do Real Hospital Portugués
para a dosagens das enzimas hepaticas TGO, TGP, FA, GGT, que compdem 0s
indices biologicos. Todos esses pacientes ja possuiam US de abdome superior,
realizados por operador Unico, com a definicdo do padrdo de FPP, além da
determinacao do indice Coutinho. Foram calculados os escores APRI e FIB-4 de cada
paciente.

Para os pacientes incluidos, provenientes do ambulatorio de hepatologia do
HC-UFPE foram agendados os exames de ultrassonografia do abdome superior, com
0 mesmo operador do projeto inicial. Apos assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) e na auséncia de contraindicacdes clinicas, o paciente foi
orientado sobre o preparo para o exame. Apés a realizacdo do US, no Servico de
Gastroenterologia do HC-UFPE, foi realizada a coleta de 10 mL de sangue periférico
de cada paciente. O sangue foi centrifugado, aliquotado e armazenado em freezer —
20° C no Servico de Gastroenterologia do HC-UFPE. Em seguida, as aliquotas foram
encaminhadas para o Laboratério Central do Real Hospital Portugués para a dosagem
das enzimas hepéticas aminotransferases, fosfatase alcalina, gama glutamil
transpeptidase e contagem de plaquetas, que compdem os indices bioldgicos.

O indice ELF também foi realizado em todos os soros da pesquisa, no
Laboratério Central do Real Hospital Portugués, através de kits fornecidos pelo préprio
fabricante no mesmo laboratério. Os kits para realizacdo do ELF séo distribuidos no
Brasil pela Siemens que realizou a doagdo do ELF, assim como patrocinou a
realizacdo da dosagem das enzimas necessarias para o calculo dos indices
bioldgicos. Os examinadores que realizaram as dosagens sanguineas nao tiveram

conhecimento dos resultados da classificagdo de Niamey.

4.8 Ultrassonografia abdominal

Os pacientes incluidos neste estudo foram submetidos a US apdés jejum
noturno, utilizando o equipamento Siemens Acuson S2000 (Siemens Medical
Solutions, Mountain View, CA, EUA) com um Transdutor de 6C1 MHz para US. A US
foi realizada sempre pelo mesmo operador experiente utilizando a classificacao de
Niamey para classificacdo da FPP, sendo: padrdo A (ausente), padrdao B (duvidoso),

padrao C (periférico), D (central), E (avancado) e F (muito avancado). Os pacientes
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foram divididos em cinco grupos, de acordo com a intensidade da FPP em: A+B

(ausente/duvidosa), C (leve), D (moderado), E (avancado) e F (muito avancado).

4.9 Andlise estatistica

Os dados envolvidos no estudo foram previamente avaliados quanto a
abordagem paramétrica ou ndo paramétrica. Desta forma, as variaveis envolvidas
foram testadas, quanto a sua distribuicdo de normalidade e homogeneidade utilizando
os testes de Shapiro-Wilk e Bartlett.

Utilizou-se o teste T-Student ao se observar normalidade nos dados, avaliando
assim as diferencas de meédias. Contudo, quando observado a violacdo do
pressuposto de normalidade, aplicou-se o teste de Mann-Whitney analisando suas
medianas. A Anova com o0 post hoc (teste de Tukey) foram utilizados quando
observado o pressuposto de homogeneidade, avaliando as diferencas de médias. No
entanto, quando observado a violacdo do pressuposto de homogeneidade utilizou-se
o teste de Krukal-Wallis com o post hoc (teste de Fisher) avaliando desta forma a
diferenca de medianas.

Foi utilizado o nivel de significancia de 5% para confirmar as conclusées. O
software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM 2020) foi utilizado na avaliacdo dos

resultados do estudo.

4.10 Vantagens e limitagdes

O presente estudo objetivou a identificacdo de marcadores séricos ou indices
bioldgicos que permitam o diagnostico da fibrose hepatica na EH. Uma vantagem do
estudo € a utilizacdo do ELF, método diagnostico sorolégico que avalia a matriz celular
hepatica de forma reprodutivel, automatica e quantificavel.

Uma das limitacbes é o custo elevado do ELF, além da necessidade de um

aparelho especifico para sua realizagao.
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4.11 Consideracgoes éticas

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos do Hospital das Clinicas de Pernambuco sob o protocolo de nUmero CAAE:
57428422.8.0000.8807 (Anexo A). A proposta da pesquisa foi apresentada aos
participantes do estudo de forma clara e simples. Participaram do estudo aqueles que
confirmaram a sua participacdo espontanea através da leitura ou audicdo,
concordancia e assinatura do Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
(Apéndice A).
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RESUMO (288 caracteres):

Introducéo: A afericdo do padréo da fibrose periportal (FPP) na esquistossomose
mansobnica (EM) é fundamental para diagnostico de hipertensdo portal. O ELF
(Enhanced Liver Fibrosis) é capaz de quantificar a fibrose hepatica, entretanto dispde-
se de poucos estudos na EM.

Objetivo: Avaliar o valor do ELF conforme o padrdo de FPP estabelecidos pela
classificacdo ultrassonografica (US) de Niamey em pacientes com EM.

Pacientes e Método: Realizou-se estudo analitico transversal e bidirecional, com
pacientes de zona endémica (padrbes A, B, C e D) e de ambulatério de referéncia em
EM (padrbes D, E e F). Coletaram-se dados clinicos e sangue para dosagem do ELF
e US por examinador Unico.

Resultados: Entre os 196 pacientes avaliados, 114 eram mulheres com média de
idade de 45 * 15,42 anos. Apresentaram os seguintes padrbes FPP: 18 padrao A+B,;
64 padrao C; 56 padréo D; 49 padrao E e 9 padréao F. Os valores medianos de ELF
foram mais elevados de acordo com a progressdo da FPP nestes 5 grupos (p =
0,0021), respectivamente: (A+B = 8,36); (C = 8,40); (D = 8,64); (E=8,99) e (F=9,75).
O ELF foi capaz de diferenciar os pacientes sem FPP, com FPP leve, moderada e
avancada: A+B vs C vs D vs E+F (P=0,0024), como também os pacientes com FPP
avancada daqueles sem fibrose ou com fibrose moderada: A+B vs E+F (p=0,0464) e
C+D vs E+F (P=0,0007). O indice também foi capaz de diferenciar os pacientes com
FPP ausente ou leve daqueles com FPP moderada ou avangada: A+B+C vs D+E+F
(p = 0,0015).

Conclusao: O ELF demonstrou grande potencial como ferramenta na avaliacado da
FPP em pacientes com EM, sendo capaz de diferenciar aqueles com pouca fibrose
dos que apresentam fibrose moderada ou avancada.

Palavras-chave: Esquistossomose mansonica. indices de fibrose hepatica. ELF.
Enhanced liver fibrosis. Fibrose periportal. Classificacdo de Niamey
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Introducéo

A esquistossomose € tida como uma das principais causas de doenca
fibrogénica hepatica, acometendo mais de 250 milhdes de individuos no mundo (Lo
et al., 2022). Considerada doenca negligenciada, ocorre principalmente em paises de
baixa e média renda, sendo relevante a infeccdo pela espécie S. mansoni no Brasil,
pais mais acometido das Américas (Noya et al., 2015).

O diagnodstico da presenca e da intensidade da fibrose periportal (FPP) é
fundamental para prevencao das suas complicacdes, principalmente nos pacientes
com FPP mais avancada, sujeitos a hemorragia digestiva alta (Gunda et al., 2020).

A FPP, decorrente da formacéo dos granulomas nos espacos porta e no seu
entorno, esta relacionado a resposta imune do hospedeiro e a carga parasitéria,
(Andrade, 2004; Zheng et al., 2020). A avaliacdo ultrassonografica (US) da FPP
tornou-se a técnica de escolha para afericdo da intensidade da FPP em pacientes com
esquistossomose mansoénica (EM) (Richter et al., 1996). No entanto, a utilizacdo do
protocolo de avaliagdo da FPP por US, além de ndo estar disponivel em todos os
centros de saude, requer examinador treinado e experiente (Richter et al., 2016; Pinto-
Silva et al., 2010).

A ultrassonografia proporciona analise do parénquima hepatico, além de
identificar sinais de hipertenséo portal (HP), como a presenca de circulacdo colateral,
aumento do diametro da veia Porta e esplenomegalia (Domingues et al., 2011). Em
1996, em Niamey, foi elaborada uma classificacdo do padrdo da FPP reprodutivel,
utilizando padrdes de imagem da FPP que vao do A até o F (Richter et al., 1996).
Sabe-se que a FPP possui relacdo com a forma clinica da doenca e que também se
correlaciona com a presséo portal, a exemplo de varizes de es6fago ocorrerem em
pacientes com FPP mais avancada (Domingues; Ferraz, 2012; Domingues, 2008).

A avaliacdo da fibrose do parénquima hepatico também pode ser realizada por
meio dos marcadores diretos ou indiretos de fibrose, empregados de maneira isolada
ou em conjunto, os chamados indices (Buckholz; Brown, 2023). Os indices biolégicos
mostram-se mais objetivos, quando comparados ao US, apresentam elevada
reprodutibilidade e expressdo numérica (Yegin et al. 2019). Vém sendo muito
utilizados nos ultimos anos, nas hepatites virais e na doenca hepatica gordurosa, que
podem evoluir para cirrose (Buckholz; Brown, 2023). Entre esses indices, destacam-

se 0 APRI, o FIB-4 e o ELF, que demonstram boa correlacdo com a avaliacdo
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histolégica da fibrose pelo METAVIR (Wai et al., 2003; Sterling et al., 2006; Vallet-
Pichard et al., 2007; Rosenberg et al., 2004).

Todavia, as publicacdes sobre o desempenho desses marcadores biol6gicos
na afericdo da FPP da EM s&o escassas (Santos et al.,2022). Alguns estudos
descreveram biomarcadores isolados, como o acido hialurénico e a contagem de
plaguetas, para a avaliacdo da FPP, tendo a classificacdo de Niamey pela
ultrassonografia como padrao-ouro (Domingues; Medeiros; Lopes, 2011). Nascimento
et al. (2018) relataram correlagédo do grau de fibrose hepética do APRI e FIB-4 com a
elastografia transitéria em pacientes com EM em amostra com apenas 17 pacientes.
Mais recentemente, foi descrito o indice Coutinho, que utiliza os niveis séricos da
fosfatase alcalina e a contagem de plaquetas, com boa acuracia para diferenciar os
pacientes sem FPP daqueles com FPP avancgada (Barreto et al., 2022).

O ELF (Enhanced Liver Fibrosis) € um indice que agrega trés marcadores em
seu célculo: acido hialurénico (AH), fator tecidual inibidor de metaloproteinases-1
(TIMP-1) e amino-terminal do procolageno do tipo Il (PIIINP). Tem como vantagem a
andlise da fibrose por meio do metabolismo da matriz celular hepética, de forma direta,
precisa, automatica e reprodutivel (Rosenberg et al., 2004). Esse indice apresenta
valor progndéstico em estagios precoces das hepatites por virus B e C ou hepatite
autoimune, sendo capaz de predizer desfechos clinicos de forma superior a biopsia
(Yegin et al., 2019). Em revisao sistematica incluindo pacientes com doenca hepatica
alcodlica e doenca hepatica metabdlica gordurosa (DHGM), o ELF apresentou
excelente performance em identificar a fibrose avancada, sendo uma alternativa a
biépsia hepatica em portadores de doencas hepaticas cronicas selecionados (Sharma
et al., 2021). Esse achado na DHGM foi corroborado por metanalise de Vali et al.
(2020), demonstrando que o ELF apresenta elevada sensibilidade, com alto valor
preditivo negativo, especialmente na popula¢édo da atencao primaria, com capacidade
de excluir a fibrose avancada.

O presente estudo, portanto, pretende verificar a associacéo do indice ELF com
0 padréo de FPP, tendo como referéncia a classificagcao ultrassonografica de Niamey

em pacientes com EM.

Pacientes e Métodos
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Foi realizado estudo analitico do tipo transversal e bidirecional para avaliar a
associacao entre os valores obtidos por meio do indice soroldgico ELF e o padrao de
FPP, obtido através da US abdominal, de acordo com a classificacdo de Niamey.
Também foram relacionados os dados demograficos e clinicos dos pacientes com EM
com o indice ELF.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos do Hospital das Clinicas de Pernambuco sob o protocolo de nUmero CAAE:
57428422.8.0000.8807.

Foram incluidos pacientes com diagnéstico de EM baseado em historia clinica
de contato com fontes de agua de areas endémicas ou tratamento prévio com
praziquantel, além de achados ultrassonogréficos de FPP, com idade acima de 18
anos. Foram excluidos pacientes com hepatites virais B ou C, em atividade ou
curadas, doenca hepatica gordurosa metabdlica, doenca hepatica alcodlica ou
induzida por drogas, hepatocarcinoma ou esplenectomizados.

Utilizou-se o banco de dados de pacientes selecionados para o projeto de
validacdo do indice Coutinho (Comité de Etica da IAM-FIOCRUZ: CAAE N°
32468214.0.0000.5190), que envolvia pacientes em area endémica do municipio de
Jaboatdo dos Guararapes, sem ou com FPP mais leve (padrbes A, B, C e D) (Barreto
et al., 2022).

Além desses pacientes, foram avaliados pacientes com FPP mais avancada
(D, E e F), acompanhados no ambulatério de Esquistossomose do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE). Todos obedeceram
aos mesmos critérios de incluséo e exclusdo do estudo e realizaram a US de abddmen
com 0 mesmo examinador, além da coleta de soro.

Foram coletados dados demograficos e clinicos, bem como foi realizada US do
abdémen superior utilizando o equipamento Siemens Acuson S2000 (Siemens
Medical Solutions, Mountain View, CA, EUA) com um Transdutor de 6C1 MHz. A US
foi realizada sempre pelo mesmo operador experiente utilizando a classificacao de
Niamey para categorizagéo da FPP. Apés a US, foram coletados 10 mL de sangue
em veia periférica, sendo centrifugados, aliquotados e congelados a —80° C (193,15
K) no laboratério do Instituto de Pesquisa Aggeu Magalhdes. Os soros congelados
foram levados para o Laboratério Central do Real Hospital Portugués para a dosagem
do indice ELF (Yegin et al., 2019).
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Anélise estatistica

Os dados envolvidos no estudo foram previamente avaliados quanto a
abordagem paramétrica ou ndao paramétrica. As variaveis envolvidas foram testadas
qguanto a sua distribuicdo de normalidade e homogeneidade utilizando os testes de
Shapiro-Wilk e Bartlett.

Utilizou-se o teste T-Student ao se observar normalidade nos dados, avaliando,
assim, as diferencas de médias. Contudo, quando observada a violacdo do
pressuposto de normalidade, aplicou-se o teste de Mann-Whitney, analisando suas
medianas. A Anova com o0 post hoc (teste de Tukey) foram utilizados quando
observado o pressuposto de homogeneidade, avaliando as diferencas de médias. No
entanto, quando observada a violacao do pressuposto de homogeneidade, utilizou-se
o teste de Krukal-Wallis com o post hoc (teste de Fisher), avaliando, dessa forma, a
diferenca de medianas.

Foi utilizado o nivel de significancia de 5% para confirmar as conclusées. O
software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2020) foi utilizado na avaliagdo dos

resultados do estudo.

Resultados

Foram incluidos no estudo 196 pacientes, sendo 122 (62%) oriundos de zona
endémica e 74 (38%) selecionados do ambulatério de referéncia. Do total, 114
(58,2%) eram do sexo feminino, com média de idade de 45,04 anos * 15,42 anos
desvio-padrdao (DP). De acordo com a classificacdo de Niamey, apresentavam o0s
seguintes padrdes de FPP: 18 padrdao A+B, 64 padrao C, 56 padréo D, 49 padréo E e
9 padrao F. Os dados demogréficos e clinicos dos pacientes séo descritos na Tabela
1.
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Tabela 1. Caracteristicas demograficas e clinicas dos 196 pacientes com esquistossomose mansoni,
distribuidos em cinco grupos de acordo com o padrdao de FPP, estabelecido pela classificagdo de

Niamey, por meio da ultrassonografia.

Caracteristicas Grupo A+ Grupo C Grupo D Grupo E Grupo F
B
N 18 (9%) 64 (33%) 56 (28%) 49 (25%) 9 (4,6%)
Idade (anos)* 42,39 + 38,02 + 46,46 + 51,57 £ 55,88 +
Variagao 13,00 12,02 14,06 14,91 14,79

(22-66)  (18-66)  (19-74) (24-79)  (32-79)

Sexo
e Masculino (n, %) 9 (50%) 24 (37%) 20 (36%) 23 (47%) 6 (67%)
e Feminino (n, %) 9 (50%) 40 (63%) 36 (64%) 26 (53%) 3 (33%)

Antecedente de HDA 0 3 (10%) 6(21%) 16 (552%) 4 (13,8%)

* Valores em média + DP; HDA: Hemorragia digestiva alta.

Na Tabela 2 estdo descritos os valores do ELF. Verificou-se aumento da

mediana do ELF, de acordo com a progresséo da FPP (p = 0,0021).

Tabela 2. Niveis séricos do ELF de 196 pacientes com esquistossomose mansoni, distribuidos em
cinco grupos de acordo com o padrdo de fibrose periportal, estabelecido pela ultrassonografia

(classificagdo de Niamey), Recife, 2023.

Grupos de FPP Valor minimo Valor méximo Mediana — ELF* Valor p
ELF ELF
A+ B 6,33 9,97 8,36 0,0021
C 6,49 11,45 8,40
D 6,53 11,42 8,64
E 6,02 11,80 8,99
F 8,31 11,52 9,75

*Valores estdo em mediana (P25-P75), com teste de normalidade de Shapiro-Wilk < 0,05 indicando

distribuicdo ndo paramétrica das variaveis.

No Gréfico 1, encontram-se os valores do ELF de 196 pacientes com EM,
distribuidos em quatro grupos de acordo com o padrdo de FPP, estabelecido pela

classificacdo de Niamey, por meio da US, verificando-se aumento do valor do ELF de
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acordo com a progressdo da FPP. O indice ELF foi capaz de diferenciar os pacientes
sem FPP, com FPP leve, moderada e avancada: A+B vs C vs D vs E+F (p = 0,0024).
O ELF foi capaz de diferenciar os pacientes sem FPP daqueles com FPP leve (A+B
vs C) (p =0,0002), assim como diferenciou o padrédo de FPP moderado dos com FPP
avancada (D vs E+F) (p = 0,0411). Também diferenciou os sem FPP daqueles com
FPP avancada (A+B vs E+F) (p = 0,0454).

20

ELF

10 T

A+B C D E+F

Grupo
Fibrose Hepatica Periportal

Gréfico 1. Valores do ELF de 196 pacientes com esquistossomose mansoni, distribuidos em
quatro grupos (A+B vs C vs D vs E+F) de acordo com o padréo de FPP, estabelecido pela

classificacdo de Niamey, por meio da ultrassonografia, Recife, 2023.

No Gréfico 2, encontram-se os valores do ELF de 196 pacientes com EM,
distribuidos em trés grupos de acordo com o padrdao de FPP, estabelecido pela
classificacdo de Niamey, por meio da US, verificando-se aumento de acordo com a
progressdo da FPP (p = 0,0028). O indice ELF foi capaz de diferenciar os sem FPP,
dos padrbes intermediarios e avangado: A+B vs C+D vs E+F (p=0,0028). O ELF
diferenciou os pacientes sem fibrose daqueles com fibrose avangcada: A+B vs E+F
(p=0,0464), assim como os individuos com fibrose intermediaria daqueles com FPP
avancada: C+D vs E+F (p=0,0007). O indice ELF n&do conseguiu diferenciar os sem
FPP daqueles com FPP intermediaria (padrédo A+B do padrédo C+D) (p > 0,05).
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Gréfico 2. Valores do ELF de 196 pacientes com esquistossomose mansoni, distribuidos em
trés grupos (A+B vs C+D vs E+F) de acordo com o padrao de FPP, estabelecido pela classificacdo de

Niamey, por meio da ultrassonografia, Recife, 2023.

No Gréfico 3, encontram-se os valores do ELF de 196 pacientes com EM,
distribuidos em trés grupos de acordo com o padrdao de FPP, estabelecido pela
classificacdo de Niamey, por meio da US, separando-se as amostras em grupos sem
FPP, FPP leve e FPP moderada/avancada: A+B vs C vs D+E+F. Novamente o ELF
separou os diferentes grupos de fibrose com significancia (p < 0,0157). Houve também
diferenciacéo entre os grupos de fibrose leve e os de fibrose moderada/avancada: C
vs D+E+F (p < 0,0151).
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Gréfico 3. Valores do ELF de 196 pacientes com esquistossomose mansoni, distribuidos em
trés grupos (A+B vs C vs D+E+F) de acordo com o padrdo de FPP, estabelecido pela classificacdo de

Niamey, por meio da ultrassonografia, Recife, 2023.

No Gréfico 4, encontram-se os valores do ELF de 196 pacientes com EM,
distribuidos em dois grupos de acordo com o padrdo de FPP, estabelecido pela
classificacdo de Niamey, por meio da US, separando-se as amostras em grupos sem
FPP ou FPP leve e FPP moderada e avancada: A+B+C vs D+E+F. O indice
diferenciou pacientes com FPP ausente ou leve daqueles com FPP moderada ou

avancada com relevancia estatistica: A+B+C vs D+E+F (p=0,0015).
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Gréfico 4. Valores do ELF de 196 pacientes com esquistossomose mansoni, distribuidos em
dois grupos (A+B+C vs D+E+F) de acordo com o padréo de FPP, estabelecido pela classificacédo de

Niamey, por meio da ultrassonografia, Recife, 2023.

Construiu-se uma curva ROC (Receiver Operating Characteristics) e calculou-
se a area sob a curva AUROC (Area Under the Receiver Operating Characteristics)
como medida de preciséo diagnostica para identificacdo da FPP. Foram divididos dois
grupos: pacientes sem FPP (A+B) e com FPP (C+D+E+F), obtendo-se uma
AUROC=0,548 (p=0,4894) (IC 95%; 0,475 — 0,619), com 46,07% sensibilidade e
77,78% de especificidade, sendo utilizado um ponto de corte do ELF > 8,72, conforme

ilustrado no Gréafico 5.
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Grafico 5. Curva AUROC representando os valores do ELF de 196 pacientes com
esquistossomose mansoni, distribuidos em dois grupos (A+B vs C+D+E+F) de acordo com o padréo
de FPP, estabelecido pela classificagdo de Niamey, por meio da ultrassonografia, tendo como melhor

ponto-de-corte do ELF=8,72, Recife, 2023.

Construiu-se uma nova curva ROC e calculou-se a area sob a curva AUROC
como medida de precisdo diagndstica para identificacdo da FPP. Foram divididos
novamente em dois grupos: pacientes sem FPP ou FPP leve (A+B+C) e FPP
moderada e avancada (D+E+F), obtendo-se uma AUROC=0,633 (p=0,0008) (IC 95%;
0,561 — 0,700), com 53,98% sensibilidade e 74,7% de especificidade, sendo utilizado

um ponto de corte do ELF > 8,75, conforme ilustrado no Gréfico 6.
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Grafico 6. Curva AUROC representando os valores do ELF de 196 pacientes com
esquistossomose mansoni, distribuidos em dois grupos (A+B+C vs D+E+F) de acordo com o padrao
de FPP, estabelecido pela classificagdo de Niamey, por meio da ultrassonografia, tendo como melhor

ponto-de-corte ELF=8,75, Recife, 2023.

Construiu-se uma curva ROC e calculou-se a area sob a curva AUROC como
medida de precisao diagndstica realizando apenas a analise dos pacientes com FPP,
separando-os entre as formas leve e mais avancadas (C vs D+E+F). Foi observado
uma AUROC=0,641 (p=0,0007) (IC 95%; 0,566-0,711), com 53,98% sensibilidade e
73,85% especificidade, para um valor de ELF > 8,75, conforme ilustrado no Gréfico 7.
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Grafico 7. Curva AUROC representando os valores do ELF de 178 pacientes com
esquistossomose mansoni, distribuidos em dois grupos (C vs D+E+F) de acordo com o padréo de
FPP, estabelecido pela classificagdo de Niamey, por meio da ultrassonografia, tendo como melhor

ponto-de-corte ELF=8,75, Recife, 2023.

Discusséo

No presente estudo, o ELF identificou pacientes com FPP leve, moderada e
avancada com satisfatéria acuracia, mostrando potencial como ferramenta
diagnéstica para identificacdo dos pacientes em risco de maiores complicacdes. O
ponto de corte do ELF de 8,75 poderia ser utilizado como indicativo de FPP mais
avancada (padrdo D, E ou F) e consequentemente de risco de hipertensao portal.
Esses pacientes, com possibilidade de apresentarem varizes gastresofagicas e HDA
(hemorragia digestiva alta), poderiam ser encaminhados para Centros de referéncia,
para melhor avaliacao e tratamento.

Diante das condi¢Bes precarias de infraestrutura nas regides acometidas pela
EM, avaliar estratégias que possam identificar a presenca e o padrao da FPP com
testes bioldgicos facilmente aplicaveis e reprodutiveis foi 0 objetivo desta pesquisa. O
ELF demonstrou essas caracteristicas de reprodutividade, factibilidade e seguranca
em alguns estudos (Sharma et al., 2021; Vali et al. 2020).

Em estudo envolvendo 3.207 pacientes de multiplas etnias, o ELF conseguiu
detectar fibrose avancada em pacientes com esteato-hepatite associada a disfuncao
metabdlica (MASH), com performance comparavel a elastografia transitéria e FIB-4

(Wong et al., 2023). O bom desempenho do ELF na populagdo com DHGM também
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foi descrito por Younossi et al. (2021) em 829 pacientes, com desempenho similar em
pacientes idosos (AUROC 0,74; IC 95%, 0,58-0,87).

Sharma et al. (2021) demonstraram em revisao sistematica a acuracia do ELF
no diagnéstico da fibrose hepética em diversas etiologias de hepatopatias crbnicas,
como hepatites B e C, DHGM, doenca hepatica alcodlica e etiologias mistas, com
excelente desempenho na DHGM (AUROC 0,78-0,97) e hepatopatia alcodlica
(AUROC 0,92-0,94), além de boa performance nas hepatites virais (AUROC 0,69-
0,98). Contudo, em estudo com 49 portadores de virus C crbnico, apesar de predizer
o grau de fibrose hepatica, o ELF apresentou desempenho inferior a elastografia
(Kumar et al., 2022). Rasmussen et al. (2021) compararam novamente o ELF com a
elastografia hepatica, encontrando acurécia similar entre os testes, em amostra de
462 individuos com doenca hepatica alcodlica compensada, recomendando a
utilizacdo do ELF como ferramenta diagndstica em estagios precoces da doenca
hepatica alcodlica ou cirrose alcodlica compensada.

Em 152 pacientes com doenca hepética cronica pelo HBV, o ELF demonstrou
ter capacidade como marcador ndo invasivo, substituindo a indicacdo de bidpsia
hepatica. Nesse estudo, os pontos de corte utilizados para definicdo de grau de fibrose
foram os do fabricante, caracterizando a fibrose como leve (ELF < 7,7), moderada
(ELF entre 7,7 e 9,8) e avancada (ELF = 9,8) (Hur et al., 2022). Na metanalise
realizada por Vali et al. (2020), os pontos de corte do ELF foram estudados em
individuos com DHGM, englobando 2.265 pacientes com fibrose avangada (= F3).
Quando utilizado o ponto de corte de 7,7, o ELF apresentou alta sensibilidade (93%;
IC 95%, 0,82-0,98), enquanto elevando o ponto de corte para 9,8 houve alta
especificidade (86%; IC 95%, 0,77-0,92) (Vali et al., 2020).

Esses valores de ELF, principalmente em relacdo a especificidade sé&o
compativeis com 0s encontrados na avaliacdo da FPP do nosso estudo, com achado
de mediana 9,75 na FPP muito avancada (grau F). Apesar disso, mesmo nos
pacientes sem FPP (A+B), o valor mediano de ELF foi de 8,36, acima do valor que se
correlacionaria como fibrose leve tanto na DHGM, quanto na doencga hepatica cronica
pelo HBV (Vali et al., 2020; Hur et al., 2022). Nossos dados em FPP na EM se
assemelharam, em parte, com os descritos por Kumar et al. (2022) em pacientes com

doenca hepatica crbnica pelo virus C, com ELF 8,85 para diagnodstico de fibrose
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significativa (F = 2) (89,5% sensibilidade) e 9,19 para fibrose avangada/cirrose (F = 3)
(87,5% sensibilidade).

No contexto da hipertenséao portal, Simbrunner et al. (2020) avaliaram o ELF
em amostra com 201 pacientes com doenca hepética cronica de diferentes etiologias,
com amostra composta principalmente pela doenca hepéatica alcodlica e hepatites
virais. O valor de ELF = 11,1 identificou pacientes em risco de hipertensao portal
clinicamente significativa, enquanto o ELF < 10,1 descartou a HP = 20 mmHg.

A progressdo da FPP resulta em HP e suas complicagdes, como o
aparecimento de varizes gastresofagicas e HDA, principal causa de mortalidade
associada a esquistossomose (Azeredo, 2015). Em nossa amostra, houve maior
frequéncia do relato de HDA nos pacientes com padrdoes de FPP mais avancados,
corroborando o achado de que a elevacdo do escore ELF ocorre de acordo com a
progressao do padrédo de FPP.

Santos et al. (2022), ao classificar marcadores néo invasivos de avaliacao de
FPP, ressaltaram a limitagdo do APRI como suscetivel a interferéncias de
comorbidades hepaticas, enquanto o indice Coutinho necessitaria de mais estudos,
principalmente em populacées com FPP leve e moderada (Wai et al., 2003; Barreto et
al., 2022). Também identificaram a contagem de plaquetas e o indice Coutinho como
0s testes ndo invasivos mais aplicaveis para avaliagdo da FPP na esquistossomose,
sugerindo que devem ser utilizados como triagem na identificacéo dos pacientes que
necessitariam de uma avaliacdo mais acurada, por meio de US ou elastografia
(Santos et al., 2022).

No presente estudo, verificou-se que o ELF conseguiu identificar os graus de
fibrose mais avancados, sendo relevante na identificacdo dos pacientes em risco de
complicagdes, podendo ser utilizado com essa finalidade. Portanto, na pratica médica
em zonas endémicas para EM, a dosagem do ELF acima de 8,75 seria indicativa de
padrbées mais avancados de FPP (D, E ou F) e consequentemente de hipertensao
portal. Esses pacientes com possibilidade de apresentarem varizes gastresofagicas e
HDA deverdo ser encaminhados para Centros de referéncia, onde serdo mais bem
avaliados e tratados adequadamente.

As limitagOes deste estudo foram associadas a baixa quantidade de pacientes
sem FPP (padrdo A+B) e com FPP muita avancada (padrdo F), o que pode ter

interferido na analise estatistica. Embora a distribuicdo dos pacientes tenha obedecido
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uma distribuicdo normal (Gaussiana), com menor nimero de casos nas pontas da
curva, o ELF foi capaz de separar os pacientes sem FPP ou com FPP duvidosa
(padréo A+B) dos demais padrbes, assim como conseguiu separar aqueles com FPP
avancada ou muito avancada (padrdo E+F) dos demais com menos FPP. Esta
capacidade se torna fundamental nas unidades basicas de saude, na medida em que
o médico dispde de ferramenta adequada para fazer a triagem dos casos mais graves.

N&o se encontram na literatura outros estudos publicados que avaliem o
desempenho do ELF em pacientes com EM. Este foi o primeiro estudo que associou
valores do ELF a padrdes de FPP pela classificacdo de Niamey, por meio do US,
revelando resultados promissores, visto que o ELF apresentou progressao do seu

valor numérico de acordo com a progressao do padrdo da FPP.

Concluséo

O ELF demonstrou potencial como ferramenta na avaliacdo da presenca e do
padrao da FPP em pacientes com EM, sendo capaz de diferenciar aqueles com pouca
fibrose dos que apresentam fibrose moderada ou avancada. Sugere-se que novos
estudos sejam realizados, ampliando o nimero de pacientes e comparando o ELF

com outros indices soroldgicos de fibrose hepatica na esquistossomose mansoni.
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Hospital das Clinicas
UFPE

HOSPITAL DAS CLINICAS DA UFPE
FILIAL DA EMPRESA BRASILEIRA
DE SERVICOS HOSPITALARES

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS)

Pesquisa: Avaliacdo da fibrose hepatica na esquistossomose mansonica através do indice ELF
(Enhanced Liver Fibrosis) em municipio da regido metropolitana do Recife - PE

Pesquisadora: Rebecca Dantas Thorp
Orientador: Prof. Dr. Edmundo Pessoa de Almeida Lopes (UFPE)

Coorientadora: Dra. Andrea Doria

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa “Avaliagdo da fibrose
hepatica na esquistossomose mansonica através do indice ELF (Enhanced Liver Fibrosis) em
municipio da regido metropolitana do Recife - PE, que estd sob a responsabilidade da
pesquisadora Rebecca Dantas Thorp (Programa de Pds-graduacdo em Medicina Tropical.
Avenida Professor Moraes Rego, s/n — Bloco “A” Térreo do Hospital das Clinicas da UFPE.
Cidade Universitaria 50670-420, Recife — PE. Telefone: (81) 2126-8527. E-mail:
rebeccadantas@hotmail.com e esta sob a orientacdo do Prof. Dr. Edmundo Pessoa de Almeida
Lopes (e-mail: epalopes@uol.com.br / (81) 2126-3723) e co-orientacdo da Dra. Andrea Doria
(e-mail: andreadoriabatista@gmail.com / (81) 2126-3723).

Todas as suas duvidas podem ser esclarecidas com o responsavel por esta pesquisa.
Apenas quando todos os esclarecimentos forem dados e vocé concorde com a realizacdo do
estudo, pedimos que rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que estd em duas
vias. Uma via lhe sera entregue e a outra ficara com o pesquisador responsavel.

Vocé estara livre para decidir participar ou recusar-se. Caso ndo aceite participar, nao
havera nenhum problema, desistir € um direito seu, bem como sera possivel retirar o
consentimento em qualquer fase da pesquisa, também sem nenhuma penalidade.
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INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA:

Esta pesquisa tem como objetivo estudar pacientes com esquistossomose,
diferenciando os graus de lesdo no figado através da analise dos exames de ultrassonografia
hepatico (Exame de imagem ndo invasivo, que sera possivel ter imagens do figado sem causar
dor ou ferimentos) juntamente com a analise de suas enzimas hepdticas através do exame
laboratorial de sangue (Exames de sangue que informam como estd o funcionamento do
figado). Sera necessaria a coleta de 10mL de sangue — 2 tubos - de uma veia para realizar os
exames laboratoriais. Os materiais que serdo utilizados na coleta de sangue sdo estéreis e
descartaveis, para que ndo haja risco de contaminagao.

Serd necessdaria apenas uma coleta de sangue. No entanto, caso haja problemas com a
amostra de sangue coletada, como material insuficiente ou quebra de tubos, o senhor (a) serd
convidado a participar de uma nova coleta. A coleta de sangue no brago poderd acarretar uma
leve dor e pequenos hematomas (pequenas manchas arroxeadas causadas pelo pequeno
acumulo de sangue que saiu da veia) contudo, ndo comprometera a sua saude. Para amenizar
os riscos, a coleta serd realizada por profissionais experientes que tomardo os cuidados
necessarios para diminuir o risco de que o local onde a veia for mexida fique arroxeado e/ou
dolorido.

Os beneficios diretos que os participantes terdo serdo a andlise comparativa dos
exames avaliando-se sua efetividade na predi¢do de fibrose no figado, sem custo, e como
beneficio indireto a contribuicdo para o desenvolvimento e implementacdo de um método
diagndstico para fibrose hepatica em pacientes com esquistossomose, minimamente invasivo.

Todas as informagdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas
em eventos ou publicag¢des cientificas, ndo havendo identificacdao dos voluntarios, a ndo ser
entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participa¢ao. Os
dados de prontudrio coletados nesta pesquisa ficardo armazenados em pastas de arquivo e
no computador pessoal dos pesquisadores, sob a responsabilidade da pesquisadora Rebecca
Dantas Thorp e Prof. Dr. Edmundo Lopes, no endereco (profissional e pessoal da pesquisadora
principal) acima informado, pelo periodo de no minimo 5 anos.

Nada lhe serd pago e nem sera cobrado para participar desta pesquisa, pois a aceitacao
é voluntaria, mas fica também garantida a indenizacdo em casos de danos, comprovadamente
decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme decisdo judicial ou extra-judicial. Se
houver necessidade, as despesas para a sua participa¢do serao assumidas pelos pesquisadores
(ressarcimento de transporte e alimentacao).

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé poderd
consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do HC/UFPE no
endereco: (Avenida Prof. Moraes Rego, 1235 — 32 Andar - Cidade Universitaria, Recife-PE,
CEP: 50670-901, Tel.: (81) 2126.3743 - e-mail:cep.hcpe@ebserh.gov.br).
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(Assinatura do pesquisador)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPAGAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, ,CPF
_____, abaixo assinado, apds a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a
oportunidade de conversar e ter esclarecido as minhas duvidas com o pesquisador
responsavel, concordo em participar do estudo “Avaliacdo da fibrose hepatica na
esquistossomose mansonica através do indice ELF (Enhanced Liver Fibrosis) em municipio
da regido metropolitana do Recife - PE”, como voluntdrio (a). Fui devidamente informado (a)
e esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos,
assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me
garantido que posso retirar o meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a
qualquer penalidade (ou interrup¢do de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento).

Recife, de de 202 .

Assinatura do participante:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e o
aceite do voluntdrio em participar. (02 testemunhas nado ligadas a equipe de pesquisadores):

Testemunha 1 Testemunha 2



10

11

12

13

14

15

16

APENDICE B — ARTICLE SENT TO JOURNAL

Evaluation of liver fibrosis in schistosomiasis mansoni using the ELF

(Enhanced Liver Fibrosis) score

Rebecca Dantas Thorp?, Andrea Déria Batista?, Carolline de Araudjo Mariz3, George
Tadeu Nunes Diniz3, Ana Virginia Matos Sa Barreto*, Clarice Neueschwander Lins

de Morais®, Ana Lucia Coutinho Domingues??, Edmundo Pessoa Lopes??

Postgraduate Program in Tropical Medicine, Center of Medical Sciences,
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Recife, Brazil.

2Department of Internal Medicine, Center of Medical Sciences, Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE), Recife, Brazil.

33Aggeu Magalhdes Institute, Oswaldo Cruz Foundation, Recife, Brazil.

44Mauricio de Nassau University Center, Gracas Campus, Recife.

*Corresponding author: Edmundo Pessoa Lopes

E-mail; epalopes@uol.com.br




17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

ABSTRACT

Introduction: Measuring the pattern of periportal fibrosis (PPF) in schistosomiasis
mansoni (SM) is essential for diagnosing portal hypertension. ELF (Enhanced Liver
Fibrosis) is capable of quantifying liver fibrosis, but there have been few studies in SM.
Aim: To assess serum ELF levels according to the PPF standards established by the
Niamey ultrasound classification (US) in patients with SM.

Patients and Method: A cross-sectional, bidirectional analytical study was carried out
with patients from an endemic area (patterns A, B, C and D) and an SM reference
outpatient clinic (patterns D, E and F). Clinical data and blood for ELF and US were
collected by a single examiner.

Results: Of the 196 patients evaluated, 114 were women with a mean age of 45 +
15.42 years. They had the following PPF patterns: 18 pattern A+B; 64 pattern C; 56
pattern D; 49 pattern E and 9 pattern F. The median ELF values were higher according
to PPF progression in these 5 groups (p = 0.0021), respectively: (A+B = 8.36); (C =
8.40); (D = 8.64); (E =8.99) and (F = 9.75). The ELF was able to differentiate patients
without PPF, with mild, moderate and advanced PPF: A+B vs C vs D vs E+F
(P=0.0024), as well as patients with advanced PPF from those without fibrosis or with
moderate fibrosis: A+B vs E+F (p=0.0464) and C+D vs E+F (P=0.0007). The index
was also able to differentiate patients with absent or mild PPF from those with
moderate or advanced PPF: A+B+C vs D+E+F (p = 0.0015).

Conclusion: The ELF showed great potential as a tool for assessing PPF in SM
patients, being able to differentiate those with little fibrosis from those with moderate
or advanced fibrosis.

Keywords: Keywords: Schistosomiasis mansoni; Liver fibrosis indices; ELF;

Enhanced liver fibrosis; Periportal fibrosis; Niamey classification.
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Introduction

Schistosomiasis is considered one of the main causes of fibrogenic liver
disease, affecting more than 250 million people worldwide (Lo et al., 2022). Considered
a neglected disease, it occurs mainly in low and middle income countries, with
relevance the S. mansoni species infection in Brazil, the most affected country in the
Americas (Noya et al., 2015).

The diagnosis of the presence and intensity of periportal fibrosis (PPF) is
fundamental for preventing its complications, especially in patients with more
advanced degrees of PPF, who are subject to upper gastrointestinal bleeding (Gunda
et al., 2020).

The PPF pattern is related to the host's immune response and the parasite load,
causing the formation of granulomas in the portal spaces and the PPF around them
(Andrade, 2004; Zheng et al., 2020). Ultrasound (US) assessment of the PPF has
become the technique of choice for measuring the PPF pattern in patients with
schistosomiasis mansoni (SM) (Richter et al., 1996). However, the use of US, in
addition to not being available in all health centers, requires a trained and experienced
examiner (Richter et al., 2016; Pinto-Silva et al., 2010).

Ultrasound can comprehensively assess the liver parenchyma, identifying portal
hypertension (PH), associated liver diseases and splenomegaly (Domingues et al.,
2011). In 1996, a reproducible PPF classification was developed in Niamey, using PPF
imaging standards ranging from A to F (Richter et al., 1996). It is known that PPF is
related to the clinical form of the disease and that it also correlates with portal pressure,
such as esophageal varices occurring in patients with more advanced fibrosis

(Domingues; Ferraz, 2012; Domingues, 2008).
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Another way of assessing liver fibrosis is through direct or indirect markers of
fibrosis, used alone or together, known as indices (Buckholz; Brown, 2023). Biological
indices are more objective and have high reproducibility and numerical expression
(Yegin et al. 2019). They have been widely used in recent years in viral hepatitis and
fatty liver disease, which can progress to cirrhosis (Buckholz; Brown, 2023). These
indices include APRI, FIB-4 and ELF, which show good correlation with the histological
assessment of fibrosis by METAVIR (Wai et al., 2003; Sterling et al., 2006; Vallet-
Pichard et al., 2007; Rosenberg et al., 2004).

However, publications on the performance of these biological markers in
measuring PPF in SM are scarce (Santos et al.,2022). Some studies have described
isolated biomarkers, such as hyaluronic acid and platelet count, for assessing PPF,
with Niamey's classification by ultrasound as the gold standard (Domingues; Medeiros;
Lopes, 2011). Nascimento (2018) reported a correlation between the degree of hepatic
fibrosis of the APRI and FIB-4 in SM patients in a sample of only 17 patients. More
recently, the Coutinho index was described, involving serum alkaline phosphatase
levels and platelet count, with good accuracy in differentiating patients without PPF
from those with advanced PPF (Barreto et al., 2022).

ELF (Enhanced Liver Fibrosis) is an index that combines three markers in its
calculation: hyaluronic acid (HA), tissue inhibitory factor of metalloproteinases-1
(TIMP-1) and amino-terminal propeptide of type Il procollagen (PIIINP). It has the
advantage of analyzing fibrosis through the metabolism of the hepatic cellular matrix
in a direct, precise, automatic and reproducible way (Rosenberg et al., 2004). This
index has prognostic value in the early stages of hepatitis B and C or autoimmune
hepatitis, and is able to predict clinical outcomes better than biopsy (Yegin et al., 2019).

In a systematic review including patients with alcoholic liver disease and metabolic
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dysfunction-associated steatotic liver disease (MASLD), ELF showed excellent
performance in identifying advanced fibrosis, making it an alternative to liver biopsy in
selected chronic liver disease patients (Sharma et al., 2021). This finding in MASLD
was corroborated by a meta-analysis by Vali et al. (2020), showing that ELF has high
sensitivity, with a high negative predictive value, especially in the primary care
population, with the ability to exclude advanced fibrosis.

This study aims to verify the association between the ELF index and the patterns
of periportal fibrosis established by ultrasound based on the Niamey classification in

patients with SM.

Patients and Methods

A cross-sectional, bidirectional analytical study was carried out to associate the
values obtained using the ELF serological index with the PPF pattern obtained using
abdominal US (dependent variable), according to the Niamey classification.
Demographic and clinical data were also correlated with the ELF index in patients with
schistosomiasis mansoni.

This project was approved by the Human Research Ethics Committee of the
Hospital das Clinicas de Pernambuco under protocol number CAAE:
57428422.8.0000.8807.

Patients with a diagnosis of SM based on a clinical history of contact with water
sources in endemic areas or previous treatment with praziquantel, as well as
ultrasound findings of PPF, aged over 18, were included. Patients with active or cured
viral hepatitis B or C, metabolic fatty liver disease, alcoholic or drug-induced liver

disease, hepatocarcinoma or splenectomized were excluded.
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The database of patients selected for the Coutinho index validation project
(IAM-FIOCRUZ Ethics Committee: CAAE No. 32468214.0.0000.5190), which involved
patients in an endemic area in the municipality of Jaboatdo dos Guararapes, without
or with milder PPF (patterns A, B, C and D) was utilized (Barreto et al., 2022).

In addition to these patients, patients with more advanced PPF (D, E and F),
who were followed up at the Schistosomiasis outpatient clinic at the Hospital das
Clinicas of the Federal University of Pernambuco (HC-UFPE), were also evaluated.
They all met the same inclusion and exclusion criteria for the study and underwent
abdominal ultrasound with the same examiner, as well as serum collection.

Demographic and clinical data were collected and upper abdominal ultrasound
was performed using a Siemens Acuson S2000 (Siemens Medical Solutions, Mountain
View, CA, USA) with a 6C1 MHz transducer. US was always performed by the same
experienced operator using the Niamey classification for categorizing PPF. After US,
10 mL of blood was collected from a peripheral vein, centrifuged, aliquoted and frozen
at-80° C (193,15 K) in the laboratory of the Aggeu Magalhdes Research Institute. The
frozen sera were taken to the Central Laboratory of the Real Hospital Portugués to be

measured for the ELF index (Yegin et al., 2019).

Statistical analysis

The data involved in the study was previously evaluated for its parametric or
non-parametric approach. The variables involved were tested for normality and
homogeneity using the Shapiro-Wilk and Bartlett tests.

The Student's t-test was used when normality was observed in the data, thus
evaluating the differences in means. However, when the assumption of normality was

violated, the Mann-Whitney test was used to analyze the medians. ANOVA with post
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hoc (Tukey's test) was used when the assumption of homogeneity was met, assessing
the differences in means. However, when the assumption of homogeneity was
violated, the Krukal-Wallis test with post hoc (Fisher's test) was used to assess the
difference in medians.

A 5% significance level was used to confirm the conclusions. The R software (R

DEVELOPMENT CORE TEAM, 2020) was used to evaluate the results of the study.

Results

The study included 196 patients, 114 (58.2%) of whom were female, with a
mean age of 45.04 years + 15.42 years standard deviation (SD). According to Niamey's
classification, they had the following PPF patterns: 18 pattern A+B, 64 pattern C, 56
pattern D, 49 pattern E and 9 pattern F. The patients' demographic and clinical data

are described in Table 1.



153 Table 1. Demographic and clinical characteristics of 196 patients with schistosomiasis mansoni,
154 distributed into five groups according to the pattern of PPF established by the Niamey classification,

155 using ultrasound.

Characteristics Group A+ Group C Group D Group E Group F
B
N 18 (9%) 64 (33%) 56 (28%) 49 (25%) 9 (4,6%)
Age (years)* 42,39 + 38,02 + 46,46 + 51,57 + 55,88 +
Variation 13,00 12,02 14,06 14,91 14,79
(22 - 66) (18 - 66) (19 - 74) (24 - 79) (32 - 79)
Sex
e Male (n, %) 9 (50%) 24 (37%) 20 (36%) 23 (47%) 6 (67%)
e Female (n, %) 9 (50%) 40 (63%) 36 (64%) 26 (53%) 3 (33%)
History of UGB 0 3 (10%) 6 (21%) 16 (55,2%) 4 (13,8%)
156 * Values in mean + SD; UGB: Upper gastrointestinal bleeding
157
158 Table 2 shows the serum ELF levels. There was an increase in the median ELF

159  serum level according to the progression of PPF (p = 0.0021).

160
161 Table 2. ELF levels of 196 patients with schistosomiasis mansoni, distributed into five groups according

162  to the pattern of periportal fibrosis established by ultrasound (Niamey classification), Recife, 2023.

Groups of PPF Minimum value Maximum value Median - ELF* P-value
ELF ELF
A+ B 6,33 9,97 8,36 0,0021
C 6,49 11,45 8,40
D 6,53 11,42 8,64
E 6,02 11,80 8,99
F 8,31 11,52 9,75

163 *Values are in median (P25-P75), with Shapiro-Wilk normality test < 0.05 indicating non-parametric

164 distribution of the variables.
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Graphic 1 shows the serum ELF levels of 196 SM patients, distributed into four
groups according to the pattern of PPF established by the Niamey classification, using
US, with an increase according to the progression of PPF. The ELF index was able to
differentiate between patients without PPF and those with mild, moderate and
advanced PPF: A+B vs C vs D vs E+F (p = 0.0024). ELF was able to differentiate
patients without PPF from those with mild PPF (A+B vs C) (p = 0.0002), as well as
differentiating moderate PPF from those with advanced PPF (D vs E+F) (p = 0.0411).
It also differentiated those without PPF from those with advanced PPF (A+B vs E+F)

(p = 0.0454).

Enhanced Liver Fibrosis - ELF

Group
Periportal Fibrosis - PPF

Graphic 1. Serum ELF levels of 196 patients with schistosomiasis mansoni, distributed into
four groups (A+B vs C vs D vs E+F) according to the pattern of PPF, established by the Niamey

classification, using ultrasound, Recife, 2023.
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Graphic 2 shows the serum ELF levels of 196 SM patients, divided into three
groups according to the PPF pattern established by the Niamey classification using
US, with an increase according to the progression of PPF (p = 0.0028). The ELF index
was able to differentiate those without PPF from the intermediate and advanced
patterns: A+B vs C+D vs E+F (p=0.0028). ELF differentiated patients without fibrosis
from those with advanced fibrosis: A+B vs E+F (p=0.0464), as well as those with
intermediate fibrosis from those with advanced PPF: C+D vs E+F (p=0.0007). The ELF
index was unable to differentiate those without PPF from those with intermediate PPF

(pattern A+B from pattern C+D) (p > 0.05).

© P=Q.0007 \
8 |

Enhanced Liver Fibrosis - ELF
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Group

Periportal Fibrosis - PPF

Graphic 2. Serum ELF levels of 196 patients with schistosomiasis mansoni, distributed into
three groups (A+B vs C+D vs E+F) according to the pattern of PPF, established by the Niamey

classification, using ultrasound, Recife, 2023.
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Graphic 3 shows the serum ELF levels of 196 SM patients, distributed into three
groups according to the pattern of PPF established by the Niamey classification using
US, separating the samples into groups with no PPF, mild PPF and
moderate/advanced PPF. A+B vs C vs D+E+F. Once again, ELF was able to
distinguish the different fibrosis groups with significance (p < 0.0157). There was also
a differentiation between the mild fibrosis and moderate/advanced fibrosis groups: C

vs D+E+F (p < 0.0151).
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Graphic 3. Serum ELF levels of 196 patients with schistosomiasis mansoni, distributed into
three groups (A+B vs C vs D+E+F) according to the pattern of PPF, established by the Niamey

classification, using ultrasound, Recife, 2023.

Graphic 4 shows the serum ELF levels of 196 SM patients, distributed into two
groups according to the pattern of PPF established by the Niamey classification, using

US, separating the samples into groups with no PPF or mild PPF and moderate and
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advanced PPF: A+B+C vs D+E+F. The index was able to differentiate patients with
absent or mild PPF from those with moderate or advanced PPF with statistical

relevance: A+B+C vs D+E+F (p=0.0015).

20

p=0,0015

Enhanced Liver Fibrosis - ELF

A+B+C D+E+F

Group
Periportal Fibrosis - PPF

Graphic 4. Serum ELF levels of 196 patients with schistosomiasis mansoni, distributed into
two groups (A+B+C vs D+E+F) according to the PPF pattern, established by the Niamey classification,

using ultrasound, Recife, 2023.

A ROC (Receiver Operating Characteristics) curve was constructed and the
AUROC (Area Under the Receiver Operating Characteristics) was calculated as a
measure of diagnostic accuracy for identifying PPF. Two groups were divided: without
PPF (A+B) and with PPF (C+D+E+F), obtaining an AUROC=0.548 (p=0.4894) (95%
Cl; 0.475 - 0.619), with 46.07% sensitivity and 77.78% specificity, using a cut-off point

of ELF > 8.72, as shown in Graphic 5.
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Graphic 5. AUROC curve representing the serum ELF levels of 196 patients with
schistosomiasis mansoni, distributed into two groups (A+B vs C +D+E+F) according to the PPF
pattern, established by the Niamey classification, using ultrasound, with the best ELF cut-off

point=8.72, Recife, 2023.

A new ROC curve was constructed and the area under the AUROC curve was
calculated as a measure of diagnostic accuracy for identifying PPF. They were again
divided into two groups: no PPF or mild PPF (A+B+C) and moderate and advanced
PPF (D+E+F), obtaining an AUROC=0.633 (p=0.0008) (95% CI; 0.561 - 0.700), with
53.98% sensitivity and 74.7% specificity, using a cut-off point of ELF > 8.75, as

illustrated in Graphic 6.
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Graphic 6. AUROC curve representing the serum ELF levels of 196 patients with
schistosomiasis mansoni, distributed into two groups (A+B+C vs D+E+F) according to the FPP
pattern, established by the Niamey classification, using ultrasound, with ELF=8.75 as the best cut-off

point, Recife, 2023.

A ROC curve was constructed and the area under the AUROC curve was
calculated as a measure of diagnostic accuracy by analyzing only patients with PPF,
separating them into the mild and more advanced forms (C vs D+E+F). An
AUROC=0.641 (p=0.0007) (95% CI; 0.566-0.711) was observed, with 53.98%

sensitivity and 73.85% specificity, for an ELF value > 8.75, as illustrated in Graphic 7.
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Graphic 7. AUROC curve representing the serum ELF levels of 178 patients with
schistosomiasis mansoni, distributed into two groups (C vs D+E+F) according to the PPF pattern,
established by the Niamey classification, using ultrasound, with ELF=8.75 as the best cut-off point,

Recife, 2023.

Discussion

In sight of the precarious infrastructure conditions in regions affected by SM, the
aim of this research was to evaluate strategies that can diagnose the pattern of PPF
with easily applicable and reproducible biological tests. ELF has demonstrated these
characteristics of reproducibility, feasibility and safety in some studies (Sharma et al.,
2021; Vali et al. 2020).

ELF was able to detect advanced fibrosis in patients with steatohepatitis
associated with metabolic dysfunction (MASH) in a study involving 3,207 patients of
multiple ethnicities, with performance comparable to transient elastography and FIB-4

(Wong et al., 2023). The good performance of ELF in the MASLD population was also
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described by Younossi et al. (2021) in 829 patients, with similar performance in elderly
patients (AUROC 0.74; 95% ClI, 0.58-0.87).

In a systematic review, Sharma et al. (2021) demonstrated the accuracy of ELF
in diagnosing liver fibrosis in various etiologies of chronic liver disease, such as
hepatitis B and C, MASLD, alcoholic liver disease and mixed etiologies, with excellent
performance in MASLD (AUROC 0.78-0.97) and alcoholic liver disease (AUROC 0.92-
0.94), as well as good performance in viral hepatitis (AUROC 0.69-0.98). However, in
a study of 49 patients with chronic hepatitis C virus (HCV), despite predicting the
degree of hepatic fibrosis, ELF performed less well than elastography (Kumar et al.,
2022). Rasmussen et al. (2021) again compared ELF with hepatic elastography,
finding similar accuracy between the tests in a sample of 462 individuals with
compensated alcoholic liver disease, recommending the use of ELF as a diagnostic
tool in the early stages of alcoholic liver disease or compensated alcoholic cirrhosis.

In 152 patients with chronic liver disease caused by chronic hepatitis B virus
(HBV), ELF proved to be a non-invasive marker, replacing the indication for liver
biopsy. In this study, the cut-off points used to define the degree of fibrosis were those
of the manufacturer, characterizing fibrosis as mild (ELF < 7.7), moderate (ELF
between 7.7 and 9.8) and advanced (ELF = 9.8) (Hur et al., 2022). In the meta-analysis
carried out by Vali et al. (2020), the ELF cut-off points were studied in individuals with
MASLD, encompassing 2,265 patients with advanced fibrosis (= F3). When the cut-off
point of 7.7 was used, the ELF showed high sensitivity (93%; 95% CI, 0.82-0.98), while
raising the cut-off point to 9.8 showed high specificity (86%; 95% CI, 0.77-0.92) (Vali
et al., 2020).

These ELF values, especially in relation to specificity, are compatible with those

found in the assessment of PPF in our study, with a median finding of 9.75 in very
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advanced PPF (grade F). Nevertheless, even in patients without PPF (A+B), the
median ELF value was 8.36, above the value that would correlate with mild fibrosis in
both MASLD and chronic HBV liver disease (Vali et al., 2020; Hur et al., 2022). Our
data on PPF in SM were partly similar to those described by Kumar et al. (2022) in
patients with HCV liver disease, with ELF 8.85 for diagnosing significant fibrosis (F =
2) (89.5% sensitivity) and 9.19 for advanced fibrosis/cirrhosis (F = 3) (87.5%
sensitivity).

In the context of portal hypertension, Simbrunner et al. (2020) evaluated the
ELF in a sample of 201 patients with chronic liver disease of different etiologies, with
a sample composed mainly of alcoholic liver disease and viral hepatitis. An ELF
value = 11.1 identified patients at risk of clinically significant portal hypertension, while
ELF < 10.1 ruled out PH = 20 mmHg.

The progression of PPF results in PH and its complications, such as the
appearance of gastro-oesophageal varices and upper gastrointestinal bleeding (UGB),
the main cause of mortality associated with schistosomiasis (Azeredo, 2015). In our
sample, there was a higher frequency of UGB reports in patients with more advanced
patterns of PPF, corroborating the finding that the increase in the ELF score occurs
according to the progression of the PPF pattern.

Santos et al. (2022), when classifying non-invasive markers for assessing PPF,
highlighted the limitation of the APRI as being susceptible to interference from liver
comorbidities, while the Coutinho index would require further studies, especially in
populations with mild and moderate PPF (Wai et al., 2003; Barreto et al., 2022). They
also identified the platelet count and the Coutinho index as the most applicable non-

invasive tests for assessing PPF in schistosomiasis, suggesting that they should be
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used as screening to identify patients who would require a more accurate assessment
by means of US or elastography (Santos et al., 2022).

In the present study, it was found that ELF was able to identify the most
advanced degrees of fibrosis, being relevant in identifying patients at risk of
complications, and could be used for this purpose. Therefore, in medical practice in
areas endemic for SM, ELF levels above 8.75 would be indicative of more advanced
patterns of PPF (D, E or F) and consequently portal hypertension. These patients who
may have gastroesophageal varices and UGB should be sent to referral centers, where
they will be better assessed and treated appropriately.

The limitations of this study were associated with the low number of patients
without PPF (pattern A+B) and with very advanced PPF (pattern F), which may have
interfered with the statistical analysis. Although the distribution of patients followed a
normal distribution (Gaussian), with fewer cases at the ends of the curve, the ELF was
able to separate patients without PPF or with doubtful PPF (pattern A+B) from the other
patterns, as well as separating those with advanced or very advanced PPF (pattern
E+F) from the others with less PPF. This capacity becomes fundamental in primary
healthcare units, as the doctor has the right tools to triage the most serious cases.

There are no other published studies in the literature evaluating the performance
of the ELF in SM patients. This was the first study to associate ELF values with PPF
patterns according to the Niamey classification, using US. The results were promising,
as the numerical value progressed in line with the progression of PPF patterns. dos

padrbes de FPP.
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Conclusion

ELF has shown great potential as a tool for assessing PPF in patients with SM,
being able to differentiate those with little fibrosis from those with moderate or
advanced fibrosis. It is suggested that further studies be carried out correlating ELF

with other biomarkers of liver fibrosis in schistosomiasis, using US as a reference.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo da fibrose hepatica na Esquistossomose mansonica através do escore ELF
(Enhanced Liver Fibrosis) em municipio da regido metropolitana do Recife - PE

Pesquisador: REBECCA DANTAS THORP

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 57428422.8.0000.8807

Instituigdo Proponente: Universidade Federal de Pernambuco - UFPE
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.330.740

Apresentacgao do Projeto:

Estudo observacional que se propde a estimar o grau de fibrose hepatica pelo indice ELF (Enhanced Liver
Fibrosis) em pacientes com esquistossomose mansoénica, correlacionando com os padrdes de fibrose peri-
portal observados na ultrassonografia hepatica pela classificacdo de Niamey. Além disso, realizagdo da
associagcdo do grau de fibrose avaliado pelo indice ELF com os dados demograficos, clinicos e
antecedentes de hemorragia digestiva e correlagédo entre o grau de fibrose avaliado pelo indice ELF com os
achados obtidos pelos indices APRI, FIB-4, GPR e o indice-Coutinho, tendo como padré&o de referéncia a
classificagdo de FPP ultrassonografica de Niamey.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Estimar o grau de fibrose hepatica peri-portal pelo indice ELF em pacientes com esquistossomose
mansonica e associar com os padrdes

observados na ultrassonografia (Classificagdo de Niamey).

Objetivo Secundario:

Comparar a média do indice ELF com os padrdes de FPP ultrassonograficos, sendo utilizada a classificagéo
de Niamey.
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Associar o grau de fibrose avaliado pelo indice ELF com os dados demograficos, clinicos e antecedentes de
hemorragia digestiva.

Correlacionar o grau de fibrose avaliado pelo indice ELF com os achados obtidos pelos indices APRI, FIB-4,
GPR e o indice-Coutinho, tendo como

padréo de referéncia a classificagdo de FPP ultrassonografica de Niamey.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os pacientes serdao submetidos a coleta sérica de 20ml, por um flebotomista experiente, e US de abdome
superior, exames ja realizados de rotina

durante o seguimento clinico da EH no ambulatério de esquistossomose do HC. A coleta sérica podera
acarretar uma leve dor e pequenos

hematomas, contudo ndo comprometera a saude do pesquisado. Para amenizar os riscos, sera realizada
por profissionais experientes que tomarao

os cuidados necessarios para diminuir o risco de hematomas.

Beneficios:

Os beneficios diretos que os participantes terdo serdo a analise comparativa dos exames avaliando-se sua
efetividade na predigdo de fibrose no

figado, sem custo, e como beneficio indireto a contribuicdo para o desenvolvimento e implementagdo de um
método diagndstico para fibrose

hepatica em pacientes com esquistossomose, minimamente invasivo.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O pesquisador traz um enfoque a respeito da esquistossomose mansonica (EM), relatando sua distribuicdo
universal e que acomete mais de 70 milhdes de pessoas no mundo, constituindo uma das principais causas
de doenga fibrogénica do figado. Continua informando que avaliagdo da presenga e intensidade da fibrose
periportal (FPP) é primordial na prevencdo de suas complicagdes e que seu diagndéstico permite o
desenvolvimento de estratégias de tratamento, acompanhamento da resposta do paciente a terapia,
prognéstico, monitoramento das formas clinicas e do risco potencial de complicagdes em pacientes com a
forma grave hepatoesplénica. E que Atualmente, o exame de ultrassonografia (US) é a técnica considerada
padrao-ouro para avaliagdo do padrdo de fibrose periportal

(FPP) em pacientes com esquistossomose mansoni, porém sua utilizacdo além de ndo estar
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disponivel em todos os centros de salde e, requer examinador treinado e experiente. Faz uma comparagao
da US com os indices biologicos, os quais mostram-se mais objetivos e independentes do examinador, além
de possuirem alta reprodutibilidade e poderem ser quantificados numericamente. Informa que Dentre os
indices biolégicos, existem os escores séricos indiretos de avaliagdo da fibrose parenquimatosa, como o
APRI e o FIB-4, validados para as hepatites B e C e 0 GPR, validado para hepatite B na Africa Oriental.
Para avaliagdo da FPP, dispde-se do indice Coutinho, ainda em processo de validagdo nas diferentes
formas de esquistossomose. Contudo, Rosenberg et al. 2004 destacaram a vantagem da andlise da fibrose
do figado por meio do metabolismo da matriz celular hepatica, de forma direta, precisa, automatica e
reprodutivel. Nesse contexto, o indice Enhanced Liver Fibrosis (ELF) avalia o acido hialurénico, peptideo
aminoterminal pro-colageno Il (PIIINP) e inibidor tecidual da matriz de metaloproteinases tipo 1 (TIMP-1).
Também reflete diretamente o processo patofisiolégico da sintese e degradacao da matriz extracelular,
sendo capaz de monitorar a evolugdo da fibrose ao longo do tempo . Ja foi observada relagédo da
intensidade da FPP, avaliada pelo US, com niveis aumentados de acido hialurénico. E que, apesar do ELF
ser utilizado na avaliagdo da fibrose na hepatite C, foi demonstrado em estudo piloto com 70 pacientes no
Brasil para diferenciar os pacientes com FPP leve (A/B) da forma avangada (E/F). Ressalta que importante
lembrar que os pacientes com FPP avancada apresentam maior chance de desenvolverem hemorragia
digestiva, considerada a principal causa de mortalidade associada a esquistossomose e importante
indicador prognéstico. E termina, justificando que o estudo pretende verificar a associa¢do do indice ELF
com os padrdes de fibrose periportal estabelecidos pela ultrassonografia em pacientes com EM e com os
dados demograficos e antecedentes de hemorragia digestiva, além de comparar os achados obtidos pelos
indices APRI, FIB-4, GPR e o indice-Coutinho.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Vide “Conclusdes e Lista de Pendéncias e Inadequacdes”.

Recomendacoes:
Vide “Conclusées e Lista de Pendéncias e Inadequacgdes”.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
APROVADO.
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Projeto Detalhado / |ELF_PROJETO_DEFINITIVO_PLATAF | 31/03/2022 |REBECCA DANTAS | Aceito

Brochura ORMA_BRASIL.docx 15:54:33 | THORP

Investigador

Projeto Detalhado / |ELF_PROJETO_DEFINITIVO_PLATAF | 31/03/2022 |REBECCA DANTAS | Aceito

Brochura ORMA_BRASIL.pdf 15:54:20 |THORP

Investigador

Endereco:
Bairro: Cidade Universita
UF: PE

Telefone: (81)2126-3743

Municipio:

ria CEP: 50.670-901
RECIFE
E-mail:

Av. Professor Moraes Rego, 1235, Bloco C,3° andar do prédio principal, Ala Norte, 12 sala a esquerda do

cep.hcpe@ebserh.gov.br

Pagin:

a 04 de 05

110



111

UFPE - HOSPITAL DAS

[ZCEP CLINICAS DA UNIVERSIDADE Wn&
~=  FEDERAL DE PERNAMBUCO -

HC/UFPE

om0 v
Eimwray we 0

Continuagao do Parecer: 5.330.740

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

RECIFE, 04 de Abril de 2022
Assinado por:
Givaneide Oliveira de Andrade Luz
(Coordenador(a))
Endereco:

Av. Professor Moraes Rego, 1235, Bloco C,3° andar do prédio principal, Ala Norte, 12 sala a esquerda do
Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.670-901

UF: PE Municipio: RECIFE

Telefone: (81)2126-3743 E-mail: cep.hcpe@ebserh.gov.br

Péagina 05 de 05



	6239b1b4f35d22ada33940de411f2ac3925140b11c650f796becc9b561be1354.pdf
	Catalogação na fonte:
	6239b1b4f35d22ada33940de411f2ac3925140b11c650f796becc9b561be1354.pdf (1)

