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T resumo

Marcadores séricos de Introducédo: Os marcadores séricos tém sido empregados na avaliacdo da fibrose hepatica em
pacientes portadores de hepatite cronica C (HCC). Objetivos: Avaliar a capacidade do indice aspartato
aminotransferase (AST)/alanina aminotransferase (ALT), dos niveis séricos de gama-glutamiltransferase

fibrose hepatica

ficido hialurénico (GGT), contagem de plaquetas, do indice AST/plaquetas (APRI) e do acido hialurdnico (AH) em
predizer a intensidade da fibrose hepatica na HCC e a variagdo desses marcadores apds tratamento com
Fibrose hepatica interferon. Pacientes e métodos: Em 72 pacientes portadores de hepatite C determinamos no soro o

indice AST/ALT, GGT, plaquetas, indice APRI (obtido pelo quociente AST/plaquetas) e o AH, que foram
comparados ao estadiamento histolégico, segundo os critérios de METAVIR. Receberam tratamento com
interferon e ribavirina 65 pacientes. Os individuos que concluiram o tratamento (n = 33) realizaram nova
dosagem dos marcadores séricos de fibrose para comparar com os niveis pré-tratamento. Resultados:
Observamos que a GGT, a contagem de plaquetas, o indice APRI e o AH se correlacionaram com estadio
de doenca hepatica (p < 0,01), exceto o indice AST/ALT. A analise das areas sob as curvas ROC (AUC)
evidenciaram que a melhor associacdo com estadiamento hepatico foi para o indice APRI e a dosagem
sérica do AH: AUC (APRI) = 0,85 e AUC (AH) = 0,86. Na avaliacéo pds-terapia com interferon, apenas
a GGT e o indice APRI apresentaram reducéo de seus niveis (p < 0,05). Concluséo: O AH e o indice
APRI apresentaram maior acuracia no estadiamento da fibrose, podendo ser aplicados como métodos
diagnésticos alternativos na HCC.

Hepatite cronica C

abstract IR

Introduction: Serum markers have been used in the assessment of liver fibrosis in patients with chronic hepatitis | Serum markers
C (CHQ). Aims: We evaluated the capacity of aspartate aminotransferase (AST)/alanine aminotransferase
(ALT) ratio, gama-glutamyltransferase (GGT) levels, platelet count, the AST to platelet ratio index (APRI)
and serum hyaluronic acid (HA) to predict the intensity of hepatic fibrosis in patients with CHC and the | gpronic hepatitis ¢
variation of these markers after therapy with interferon. Patients and methods: In 72 patients with hepatitis
C, AST/ALT ratio, GGT levels, platelet count, the APRI index (calculated as the ratio of AST to platelets) and | Hyaluronic acid
serum HA concentration were determined and compared to histological staging according to the scoring
system of METAVIR. Sixty-five patients received interferon and ribavirin therapy. The individuals that completed
the treatment (n = 33) underwent a new test for serum marker of fibrosis in order to compare it with pre-
treatment levels. Results: GGT levels, platelet count, the APRI index and serum HA were correlated with the
stage of hepatic fibrosis (p < 0.01), except AST/ALT ratio. The analysis of the areas under the ROC curve
(AUC) evidenced that APRI and HA levels were the markers with the best association with hepatic staging:
AUC (APRI) = 0.85 and AUC (HA) = 0.86. After therapy with interferon, only GGT and the APRI showed
reduction of their levels (p < 0.05). Conclusion: HA and the APRI index were the most accurate approaches
to liver fibrosis staging and they may be used as alternative diagnostic methods in patients with CHC.
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Introducao

Ainfeccdo pelo virus da hepatite C (VHC) afeta cerca de
170 milhdes de pessoas, aproximadamente 3% da popu-
lacdo mundial®. Estima-se que 54% a 86% dos pacientes
infectados evoluam para a forma cronica, predispondo a
complicacdes, como cirrose, faléncia hepatica e hepato-
carcinoma®,

A bi6psia hepatica é considerada o gold standard para
o diagnoéstico da fibrose na hepatite cronica C (HCC)™.
Em geral, apesar de ser procedimento seguro, esta sujeita
a complicacOes, apresenta elevado custo e existem 10%
a 20% de discrepancias entre os observadores sobre a
avaliacdo da fibrose hepatica. Essas dificuldades levaram ao
desenvolvimento de métodos nao-invasivos, reprodutiveis
e de elevada acurécia na avaliacao da gravidade da fibrose
hepética®.

Alguns marcadores séricos de fibrose se destacam por
apresentarem correlacdo com a histologia hepética e pela
facilidade do seu uso clinico, como o indice aspartato
aminotransferase (AST)/alanina aminotransferase (ALT),
a gama-glutamiltransferase (GGT) e a contagem de pla-
quetas® 2 9, Recentemente, o indice APRI (obtido pelo
quociente AST/plaquetas) tem sido aplicado devido a sua
elevada acurdcia como preditor da fibrose hepatica nos
portadores de HCC(21). A medida do écido hialurénico
(AH), apesar de nao ser um teste bioquimico de rotina, tem
se firmado como excelente marcador de fibrose hepatica,
por suas elevadas sensibilidade e especificidade®' 32,

Os marcadores de fibrose tém sido utilizados também
na monitoragdo terapéutica de pacientes com HCC. Esses
pacientes tém apresentado regressdo pés-tratamento do
grau histolégico de fibrose, atribuida a acéo antifibrogé-
nica do interferon alfa (IFN-a)), que atua na limitacdo da
ativacdo das células estrelares e no aumento da produgdo
de colagenases e metaloproteinases® 7.

O objetivo deste estudo foi avaliar o valor preditivo des-
ses marcadores séricos de fibrose hepatica em portadores
de HCC e sua variacdo pés-terapia antiviral.

Material e métodos

Realizou-se estudo longitudinal de carater observacional
em pacientes portadores de hepatite C (ambos os sexos),
com idades entre 18 e 75 anos, prospectivamente sele-
cionados no Ambulatério de Hepatites Virais do Hospital
Universitario da Universidade Federal de Alagoas (HU/UFAL),
de junho a dezembro de 2005. Diagnosticou-se hepatite C

por meio de anticorpos anti-VHC/ensaio imunossorvente
ligado a enzima (ELISA) de terceira geracéo (Abbott Labo-
ratories, IMX®), confirmado pela deteccdo do RNA/VHC por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (Amplicor, Roche
Diagnostic Systems®).

Foram excluidos pacientes com doenca hepatica des-
compensada, co-infectados com virus da hepatite B (VHB) e
da imunodeficiéncia humana (HIV), com relato de consumo
de etanol > 40 g/dia. Para avaliacdo, utilizou-se anamnese,
exame fisico, provas de funcéo hepética, ultra-sonografia do
abdome superior e sorologias para hepatite viral B e HIV.

Avaliacao histolégica

Realizaram-se bidpsias hepaticas percutdneas em todos
os pacientes. Os espécimes foram corados por hemato-
xilina-eosina (HE); tricrdmio de Masson, azul da Prdssia
(método de Perls) e impregnacéo das fibras reticulares
pela prata (método de Gomori), sendo avaliados por um
Unico patologista sem conhecimento prévio dos casos. A
analise histoldgica baseou-se nos critérios METAVIR®, que
consistem na analise do grau de fibrose (FO a F4) e atividade
necroinflamatdria (A0-A3).

Parametros hematoldgicos

e bioquimicos

Amostras sanglineas foram coletadas com intervalo
de até 72 horas antes da realizacdo da bidpsia hepatica.
Dosagens séricas de AST, ALT e GGT foram feitas por
método cinético automatizado. Obteve-se a contagem
de plaquetas por método automatizado em equipamento
Cell-Dyn-Counter®. Calculou-se o indice APRI pela formula:
valores séricos de AST (/limite superior da normalidade) x
100/contagem de plaquetas (103/1).

Os niveis séricos do AH foram determinados pelo méto-
do ELISA-like, com base na afinidade do AH por proteinas es-
pecificas da cartilagem bovina desenvolvido no Laboratério
de Biologia Molecular da Universidade Federal de Sdo Paulo
(UNIFESP), utilizando kits ndo comercializados. O valor de
referéncia em estudo prévio avaliando 545 individuos nor-
mais variou de 1,1 a 97,1 ng/l. Em 40 pacientes portadores
de cirrose hepatica a variacdo foi de 96,5 a 4.580 ng/I. A
sensibilidade do método é bastante elevada, sendo capaz
de detectar dosagens de AH de até 0,24 ng/I."»

Sessenta e cinco pacientes foram tratados com IFN
(61 receberam IFN peguilado alfa 2a, 180 mcg, 1 ampola
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subcutanea [SC] por semana, e quatro receberam IFN-a,
3 milhdes de unidades, 3 ampolas SC/semana) associado a
ribavirina 250 mg (4 comprimidos/dia); sete pacientes ndao
apresentaram indicacdo terapéutica.

O tratamento foi mantido por 48 semanas e dosados
0s mesmos marcadores séricos de fibrose seis meses ap6s
a conclusdo do tratamento antiviral.

Analise estatistica

A correlacdo entre os dados semiquantitativos foi de-
terminada usando o teste ndo-paramétrico de Spearman.
Foram construidas curvas receiver operator characteristic
(ROC) para avaliar o poder discriminativo de cada variavel,
sendo adotado nivel de significancia igual a 0,05 em todas
as analises.

Para os pacientes que completaram o tratamento, uti-
lizaram-se técnicas de andlise de variancia (ANOVA) com
medidas repetidas do fator instante.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da UFAL,
endossado e reconhecido pela UNIFESP, porquanto os
pacientes envolvidos na pesquisa procediam do ambula-
tério de hepatites virais do HU/UFAL. Todos os pacientes
preencheram o termo de consentimento informado antes
de serem incluidos no trabalho.

Os demais marcadores séricos de fibrose (GGT, contagem
de plaquetas, indice APRI e AH) apresentaram associacdo com
o grau histol6gico de fibrose. Foram construidas curvas ROC
e estimadas a sensibilidade, especificidade, valores preditivos
positivo (VPP) e negativo (VPN) desses marcadores para
diversos pontos de corte (Figuras 1 e 2; Tabela 3).

Verificou-se que o indice APRl e o AH apresentaram
maior capacidade de discriminar os pacientes com grau
avancado de fibrose, em relacdo aos demais marcadores.

Foram submetidos a tratamento antiviral com IFN e
ribavirina 65 pacientes. Entre os que concluiram o trata-
mento (n = 33), avaliaram-se os marcadores AST/ALT, GGT,
contagem de plaquetas, APRI e AH, sua relagcdo com o grau
de fibrose hepética inicial e a variacdo desses marcadores
pré e pos-terapia antiviral (Tabela 4).

Nao se detectou efeito de interacdo entre o instante de
observacao e o grau de fibrose em nenhuma das variéveis
estudadas (p > 0,05). Ou seja, a diferenca média entre os
valores pré e pés-tratamento dos marcadores ndo dependeu
do grau de fibrose.

Apresentaram resposta virolégica sustentada (RVS)
19 pacientes (57,6%) e 14 pacientes ndo responderam a
terapia antiviral.

Caracteristicas demograficas e
Tabela 1 GINUEIERERENEIGENY)

Resultados

As caracteristicas gerais dos pacientes sdo apresentadas
na Tabela 1. Para avaliar a capacidade diagndstica dos
marcadores estudados, agrupamos os pacientes de acordo
com o estadiamento hepético (Tabela 2).

A analise do indice AST/ALT relacionado a fibrose teci-
dual ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos de
pacientes com fibrose inicial ou avancada (p > 0,05).

Parametro Namero (n)
Idade (anos) 53+9
Género (masculino/feminino) 46/26
Tratados 65
Nao-tratados 7
Grau de fibrose

FO/F2 66,7%
F3/F4 33,3%

BRI W2 Marcadores séricos relacionados a fibrose tecidual (n = 72)

Grau de fibrose

FO/F2
AST/ALT 0,97 £ 0,64
GGT (U/1) * 74,7 £61,9
Plaquetas (x 103/mm3)* 218 + 64
APRI* 0,76 £0,76
AH (ng/ml)* 27,3+12,5

F3/F4 p
0,96 = 0,30 0,39
135,2 + 83,2 <0,01

163 + 76 <0,01
2.34+220 <0,01
68,9 + 41,2 <0,01

AST/ALT: indice aspartato aminotransferase/alanina aminotransferase; GGT: gama-glutamiltransferase; APRI: indice AST/plaquetas; AH: dcido hialurdnico.

p < 0,05.
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Figura 1 - Curva ROC desenvolvida para o pardmetro indice APRI Figura 2 - Curva ROC desenvolvida para o pardmetro dcido hialurdnico

Area sob a curva ROC, sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e negativo dos
LELIIERCH marcadores estudados para diagndstico de fibrose avancada (F > 2)

Marcador AUC Sensibilidade (%)  Especificidade(%) VPP VPN
GGT 2 69 U/I* 0,75 75 58,3 47 82
Plaguetas < 168 x 103/mm3* 0,77 75 72,9 58 85
APRI > 0,84* 0,85 79,2 79,2 63 88

AH > 40,1 ng/ml* 0,86 79,2 85,4 73 89
f)gﬁrﬁ’;ig) 'sob a curva de concentragdo; GGT: gama-glutamiltransferase; VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo; APRI: indice AST/plaquetas; AH: dcido
*p <0,05.

Tabela 4 QUEEREREREEEE S 0 O CEER LR CEERTNEI N GERCR))

Variaveis Grau de fibrose Instante de observagao
Pré DP Pds DP
AST/ALT Oa2 1,1 0,7 1,7 1,4
3oud 0,9 0,2 1,9 1,3
GGT 0a?2 67 68 50.8 49
3oud 139 87 90 75
Plaquetas (x103) 0a?2 219 64 195 64
3ou4 158 84 158 72
APRI O0a2 0,7 0,6 0,4 0,3
3oud 2,5 2,6 1 1,4
AH O0a2 25 10,5 26 31
3oud 63 39,5 47 32

AST/ALT: indice aspartato aminotransferase/alanina aminotransferase; GGT: gama-glutamiltransferase; APRI: indice AST/plaquetas; AH: dcido hialurdnico.
DP: desvio padréo.
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Houve reducdo pods-tratamento dos niveis séricos de
GGT e do indice APRI, com grau de significancia estatistica.
O indice AST/ALT apresentou elevacdo pds-terapia antiviral.
A contagem de plaquetas e AH sérico nao apresentaram
diferenca significativa apds uso do interferon.

Discussao

E necesséria analise histolégica de individuos com HCC,
visando avaliacbes progndstica e terapéutica desses pacien-
tes. Sabe-se que aqueles que evidenciam estadiamento
avancado podem progredir rapidamente para cirrose e he-
patocarcinoma, enquanto pacientes sem fibrose ou apenas
com fibrose portal apresentam progressao mais lenta, sendo
desnecessaria terapia antiviral na maioria dos casos®.

A bidpsia hepatica permanece como gold standard na
avaliacdo da fibrose e da atividade histolégica na HCC®.
No entanto, constitui procedimento de custo elevado, com
complicagdes ocasionais como dor, hemorragia e, em raros
casos, morte(,

Os resultados dos estudos obtidos em diferentes popula-
¢Oes confirmam que a aplicacdo de marcadores bioquimicos
pode ter elevado valor preditivo no diagnéstico da fibrose
significativa.

Neste estudo foram avaliados portadores de HCC,
visando estabelecer a sensibilidade, especificidade e os
VPPs e VPNs do indice AST/ALT, da GGT, da contagem de
plaquetas, do indice APRI e do AH na determinacdo de graus
avancados de fibrose hepatica.

A anélise de parametros histolégicos dos 72 pacientes
revelou que 48 deles apresentavam estadios iniciais da
hepatopatia cronica, sendo a maior parte das bidpsias he-
paticas (40,3%) classificadas como grau 2 de fibrose (F2),
segundo os critérios de METAVIR. Um terco dos pacientes
apresentava estadios mais avancados da doenca hepética
(F3 e F4). Desses, encontramos apenas cinco pacientes
(6,9%) na fase de cirrose hepatica.

Para andlise da associacdo entre os niveis séricos dos
marcadores indiretos de fibrose e o estadiamento histolé-
gico, os pacientes foram divididos em grupos conforme o
grau de fibrose.

Nao se observou associacdo (p = 0,91) entre os valores
do indice AST/ALT e os graus de estadiamento hepético.
Assim, corroborando os nossos achados, Reedy et al.?®
observaram, em 77 pacientes com HCC, que o indice
AST/ALT > 1 foi encontrado em apenas dez pacientes dos
23 em fase de cirrose hepatica.

Observamos que a média do nivel sérico da GGT foi
maior nos pacientes com grau de fibrose 3 ou4 (p<0,01). A

melhor relacdo entre sensibilidade e especificidade ocorreu
para o ponto de corte igual a 69 U/I.

De modo semelhante, Koda et al.®), ao avaliarem 360
portadores de HCC, obtiveram média da GGT de 69 + 66
U/I nos pacientes com fibrose FO a F3. A elevacdo da GGT
foi atribuida a presenca de lesdes em ductos biliares nos
portadores de HCC®.

Em apenas 13 pacientes (18%), encontramos contagem
de plaquetas abaixo do limite inferior da normalidade (< 140
mil/mm3). Os valores normais foram atribuidos ao predomi-
nio de pacientes num estadio inicial em nossa série. A seme-
Ihanca do que avaliamos, em outros estudos com prevaléncia
de pacientes em estadios iniciais da hepatopatia, a contagem
de plaquetas estava préxima da normalidade® 2%, Entretanto,
a trombocitopenia € uma complicagdo comum das hepato-
patias cronicas em estadios avangados, tendo sido propostos,
em sua patogénese, hipertensdo portal, esplenomegalia,
diminuicdo da producdo de trombopoetina e elevacdo da
imunoglobulina G (IgG) associada a plaquetas®.

Nesta investigacao verificou-se que o indice APRI
foi maior nos pacientes com fibrose avancada (F3 e F4)
(p < 0,001), sendo encontradas elevadas sensibilidade e
especificidade para graus avancados de fibrose no ponto
de corte igual a 0,84.

Em estudo semelhante, Parise et al.® aplicaram o indice
APRI na avaliagdo de pacientes com HCC e determinaram,
pela curva ROC, que a sensibilidade e especificidade desse
indice no diagndstico de fibrose hepética avancada foram
85% e 66%, respectivamente (APRI > 0,70). A é4rea sob a
curva ROC (AUC) foi 0,82, a semelhanca do nosso resultado,
cujo valor foi 0,85.

Obtivemos niveis séricos de AH maiores nos pacientes
com fibrose hepética avancada (F3 e F4). A andlise dos re-
sultados demonstrou que valores acima do ponto de corte
determinado pela curva ROC (40,1 ng/ml) se associaram a
graus mais avancados de fibrose hepatica (p < 0,01), com
sensibilidade de 79,2% e especificidade de 85,4%, VPP de
73% e VPN de 89%.

Varios estudos tém utilizado o AH como preditor de
fibrose nos pacientes com HCCU: 121315 27 Nossos acha-
dos corroboram os de Halfon et al.”), que reuniram 405
portadores de HCC para avaliar a acuracia desse marcador
em predizer o estadio da fibrose hepatica, e concluiram
que o AH poderia ser usado clinicamente como marcador
nao-invasivo para fibrose e/ou cirrose.

O aumento das concentracdes de AH nos pacientes
com HCC pode refletir:

¢ estimulo da producéo desse devido a inflamagao e remo-
delacdo tecidual pela ativacdo dos lipdcitos;
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e diminuicdo da depuracdo e degradacdo do AH, especial-
mente nas células endoteliais sinusoidais;

* progressdo da fibrose com aumento pronunciado do te-
cido conjuntivo no trato portal dos portadores de hepatite
crénica e cirrose hepatica®.

Até a avaliacdo final deste estudo, 33 pacientes (do total
de 65) haviam concluido o tratamento antiviral com IFN e
ribavirina. Seis meses ap6s o término do tratamento, os mar-
cadores séricos foram novamente dosados e relacionados
aos niveis pré-tratamento. Embora a avaliacdo da resposta
terapéutica ndo fosse o objetivo deste estudo, foi realizado
PCR/VHC seis meses apds o término do tratamento antiviral.
Assim, observamos RVS em 19 pacientes (57,6%), entretan-
to 14 pacientes ndo responderam a terapia antiviral.

A bidpsia hepatica p6s-tratamento néo foi realizada por
nao fazer parte do protocolo de sequimento em curto prazo
dos portadores de hepatite cronica viral C.

Obtivemos reducdo dos valores médios de GGT de
139,4 £ 87,1 U/l para 89,9 £ 75,2 U/ pés-tratamento em
pacientes com estadiamento avancado. A variacdo da do-
sagem sérica da GGT com o tratamento antiviral tem sido
avaliada de forma isolada ou associada a outros indices de
fibrose(. Reducdo em seus niveis é atribuida a melhora
da colestase hepatica, contudo os valores da GGT diferem
significativamente entre pacientes respondedores e nao-
respondedores ao interferon(% 24,

Verificamos reducdo do indice APRI pés-tratamento,
tanto nos pacientes com fibrose inicial quanto no estddio
avancado. A semelhanca do que observaram Yu et al.®¥,
avaliando 776 pacientes com HCC submetidos ao trata-
mento com interferon.

Em nosso estudo, os niveis séricos de GGT e do indice
APRI apresentaram reducéo pés-terapia antiviral, com grau
de significancia estatistica. Esse achado sugere reversibili-
dade da fibrose hepética por acdo do IFN, que somente
poderia ser confirmada mediante reavaliacdo histoldgica
hepatica pds-tratamento.

Os niveis médios do AH foram maiores nos individuos
com estadiamento avancado, mas, apesar de ter havido
reducdo do AH pés-tratamento, essa nao foi significante.

Resultado semelhante foi obtido por Poynard et al.!® na
avaliacdo de 165 portadores cronicos do VHC submetidos
a terapia com IFN, ndo havendo variacéo estatisticamente
significativa entre a dosagem inicial e os valores pds-trata-
mento. Entretanto, alguns autores encontraram reducéo
dos valores do AH mais evidente nos pacientes que apre-
sentaram resposta virolégica sustentada e naqueles com
reversao da fibrose® ),

Para finalizar, em nosso trabalho encontramos relacao
entre os marcadores séricos de fibrose: AH, GGT, contagem
de plaquetas e indice APRI com o estadiamento histolégico
(padrao-ouro). Nossos resultados permitem inferir que os
marcadores séricos estudados, especialmente o AH e o
indice APRI, sugerem o estadiamento hepatico nos pacien-
tes com contra-indicacdo a realizacdo de procedimentos
invasivos e, eventualmente, contribuem para a monitoracao
da terapia antiviral.

Outros estudos validando os marcadores séricos de
fibrose hepatica séo necessérios para que esses sejam incor-
porados ao diagnédstico e seguimento dos pacientes porta-
dores de hepatopatia cronica de forma padronizada.
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