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(57) Resumo: METODO PARA O DIAGNOSTICO IN VI TR O DE
ESTEATOSE HEPATICA OU DE UM SORO OU AMOSTRA DE
SORO DE UM PACIENTE, E, KIT PARA O DIAGNOSTICO DE
ESTEATOSE HEPATICA EM UM PACIENTE. A presente invengdo é
dirigida a um novo método de diagndstico para detectar a extenséo de
esteatose hepatica em um paciente, que sofre de uma doenca que
envolve esteatose hepatica, ou que ja possui um teste de diagnéstico
positivo de fibrose do figado e/ ou presenca de lesdes
necroinflamatérias no figado, através do uso de uma concentragéo no
soro de marcadores bioldgicos facilmente detectaveis. A invengéo é
também dirigida a kits de diagnéstico para a implementagdo do
método.
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“METODO PARA O DIAGNOSTICO IN VITRO DE ESTEATOSE
HEPATICA OU DE UM SORO OU AMOSTRA DE SORO DE UM
PACIENTE, E, KIT PARA O DIAGNOSTICO DE ESTEATOSE
HEPATICA EM UM PACIENTE”
CAMPO DA INVENCAO

A presente inven¢do € dirigida a um novo método de
diagnoéstico para detectar a extensdo de esteatose hepatica em um paciente, em
particular em um paciente, que sofre de uma doenca que envolve esteatose
hepéatica, ou que ja possul um teste de diagnostico positivo de fibrose do
figado e/ ou a presenga de lesdes necroinflamatorias no figado, através do uso
de uma concentragdo de soro de marcadores bioldgicos facilmente detectavel.
A invencdo € também dirigida a kits de diagndstico para a implementago do
método.
FUNDAMENTOS DA INVENCAO

O figado graxo, também denominado esteatose, é definido
como um acumulo excessivo de gordura em hepatdcitos (Bravo AA, et al. N.
Engl. J. Med. 2001: 495- 500; Angulo P. N. Engl. J. Med. 2002, Apr. 18; 346
(16): 1221- 31). A doenca do figado graxo envolve o acumulo de
triglicerideos em hepatocitos, a necrose de hepatocitos, a inflamagio (Day
CP. Best Pract. Res. Clin. Gastroenterol. 2002; 16: 663- 78; Browning JD,
Horton JD, J. Clin. Invest. 2004; 114: 147- 52), a obliteragdo de pequenas
veias hepaticas e, de modo freqiliente, a fibrose com algumas vezes progressdo
para cirrose, cancer hepatocelular e morte relacionada ao figado (El- Serag
HB, et al., Gastroenterology, 2004; 126: 460- 468, Dam - Larsen S. et al. Gut
2004; 53 : 750-5).

Em todo o mundo, a prevaléncia da esteatose hepatica é muito
alta, associada com varios fatores, tais que o alcool, diabetes, excesso de peso,
hiperlipidemia, resisténcia & insulina, Hepatite C gendtipo 3,

abetalipoproteinemia € algumas drogas (Bellentani S., et al. Ann. Intern. Med.
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2000; 132 : 112- 7; Levitsky J. Mailliard ME Semin. Liver Dis., 2004; 24:
233 -47).

A doenga do figado graxo nfo- alcodlica (NAFLD), é uma
resposta de adaptacgdo do figado a resisténcia a insulina, que pode provocar a
esteatoepatite nfo- alcoodlica (NASH), que pode, em si mesma, induzir a
resposta fibrogénica, o que pode resultar em cirrose (Day CP, Best Pract. Res.
Clin. Gastroenterol. 2002; 16: 663 -78).

Em pacientes com a doenga do figado alcodlica (Sorensen TI,
et al., Lancet, 1984; 2: 241-4, hepatite cronica C (Fabris P., et al. J. Hepatol.
2004, 41: 644-51) e talvez em hepatite B (Phillips MJ, et al. Am. J. Pathol.,
1992; 140 : 1295- 308), a presenga de esteatose hepatica estd também
associada com a progressdo da fibrose, com ou sem lesdes necroinflamatorias
associadas (hepatite alcoodlica ou viral).

Nio existe recomendagdo padrdo para o diagnostico de
esteatose hepatica. A recomendagdo usual ¢ a de medir GGT e ALT e de
executar a bidpsia do figado para a classifica¢do € a graduagdo em estagios
(Bellentani S., et al. Ann. Intern. Med. 2000; 132 : 112- 7; Levitsky I,
Mailliard ME, Semin. Liver Dis. 2004; 24 : 233 -47; Bravo AA, et al. N.
Engl. J. Med. 2001: 344; 495- 500). Como a bidpsia do figado € ainda um
procedimento invasivo e muito caro, com um potencial de erro de
amostragem, seria vantajoso que houvesse um teste de execucdo rapida e
facil, que fornecesse um bom valor de prognodstico do nivel de esteatose
hepética no paciente.

Para o diagnostico da fibrose, o FibroTest (FT(ndo- invasivo
(Biopredictive, Paris France, Numero de Patente US 6. 631. 33) tem sido
validado como um marcador substituto em hepatite C cronica (Poynard T., et
al. Comp. Hepatol. 2004; 3: 8) e B (Myers RP, et al. J. Hepatol. 3003; 39:
222- 30) e recentemente em doenga do figado alcodlica (Callewaert N, et al.

Nature Med. 2004; 10; 1-6; Naveau S., et al. Clin. Gastroenterol. Hepatol., em
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prensa).

Até o momento, no entanto, nenhum estudo demonstrou que
um unico ou um conjunto de biomarcadores podem ser usados como uma
alternativa para a bidpsia do figado, para o diagnostico de esteatose hepatica
nas causas mais comuns: alcool, hepatite viral e NAFLD.

Existe portanto uma necessidade de que seja desenvolvido um
método de diagnostico, que iria fornecer um bom valor previsivel quanto a
extensdo de esteatose hepatica em um paciente, € que fosse suficientemente
confiavel, de modo a reduzir a necessidade quanto a bidpsia do figado. Este
método seria, de modo particular, vantajoso para um paciente, que sofresse de
uma doenga que envolvesse esteatose hepatica, ou que ja tivesse um teste de
diagndstico positivo de fibrose ou de lesdes necroinflamatorias do figado, de
modo a adaptar o tratamento a esta doenga especifica.

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invenc¢do prov€é um método de diagndstico, que
avalia, de modo prospectivo, o valor previsivel de uma combinagdo de
marcadores bioquimicos do soro simples para o diagnéstico de esteatose
hepatica, em particular no figado de um paciente, que sofra de uma doenga
que envolve a esteatose hepatica, ou que ja recebeu um teste de diagnostico
positivo de fibrose do figado e/ ou a presenca de lesdes necroinflamatorias.
Com o alcance de valores previsiveis altamente positivos (a previsdo de
esteatose hepatica significativa) de valores previsiveis negativos, o nimero de
indica¢cdes de bidpsias poderia ser reduzido. Isto poderia ser util para
pacientes e para a sociedade, de modo a reduzir o custo e o risco de bidpsias
do figado.

DESCRICAO DAS FIGURAS

A figura 1 é um fluxograma de pacientes analisados €

incluidos em grupos de treinamento e validag&o.

A figura 2 é a relagfo entre o SteatoTest, GGT (IU/ L) e ALT
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(IU/L) e o grau de esteatose do figado.

Graficos de caixa entalhada, que mostram a relagdo no grupo
de treinamento (FIG. 2A); no grupo de validagdo 1, pacientes de HCV antes
do tratamento (FIG. 2B); no grupo de validagao 2, pacientes de HCV curados
(FIG. 2C); no grupo de validagdo 3, a doenga do figado alcodlica (FIG. 2D);e
nos controles, voluntarios saudaveis em jejum e sem jejum € doadores de
sangue em jejum (FIG. 2E).

A linha horizontal dentro de cada caixa representa a mediana e
a largura de cada caixa, a mediana na faixa interquartil + 1,57/vn para avaliar
95% de nivel de significagdo entre as medianas do grupo. A falha das caixas
sombreadas para a sobreposicao significa a significancia estatistica (P < 0,05).

As linhas horizontais, acima e abaixo de cada caixa, abrangem
a faixa interquartil (de 25 a 75 percentil), € as linhas verticais a partir das
extremidades da caixa abrangem os valores adjacentes (superior: 75 percentil
mais 1, 5 vezes a faixa interquartil, inferior 25 percentil menos 1,5 vezes a
faixa interquartil). No grupo de validacdo 3, todos os pacientes tinham
estenose € 0 grupo S0 e S1 foram combinados.

A figura 3 ¢ uma relacgdo entre o EsteatoTest, GGT (IU/ L) ¢
ALT (IU/ L) e o grau de esteatose do figado nos controles de combinagdo de
base de dados integrados € em grupos de validag3o.

A falha das caixas sombreadas para a sobreposigéo significa a
significacdo estatistica entre as medianas (P < 0,05). Existe uma diferenca
significativa entre todos os graus através do teste de comparagdo multiplo
Tukey- Kramer para todas as diferengcas emparelhadas entre os meios (P<
0,05).

Para GGT e ALT n#o houve diferenga significativa entre
Sem esteatose” € < 5%” e entre “5- 33%” e “33-100”. Para ALT, houve
também diferenga significativa entre “Sem esteatose” e “5-33”, “< 5%” e “5-

33%”.
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DESCRICAO DAS MODALIDADES PREFERIDAS

A presente invengdo ¢ portanto dirigida a um método para o
diagnéstico de esteatose hepatica em um paciente ou a partir de uma amostra
de plasma ou soro de um paciente, que compreende os estagios de:

a) estudar 5 marcadores bioquimicos através da medigdo dos
valores de sua concentragdo no soro ou plasma do referido paciente, em que
os marcadores s30:

- aApoAl (apolipoproteina Al),

- alfa-2- macroglobulina,

- ALT (alanina aminotransferase),

- GGT (gamaglutamil transpeptidase), e

- triglicerideos.

b) através do estudo de um marcador clinico, selecionado a
partir do grupo constituido pelo indice de massa corpérea (Peso/ Altura ?), a
medigdo da cintura, e a razdo (medigdo de cintura/ medi¢do do quadril);

c) combinar os referidos valores através de uma fungdo
logistica, que inclui os referidos marcadores, de modo a obter um valor final,
em que a referida fung¢do logistica € obtida através do método que se segue:

1) classificagdo de uma coorte de pacientes em diferentes
grupos de acordo com a extensdo de sua doenga;

i) identificacdo de fatores, que diferem significativamente
entre aqueles grupos através de analise unidimensional;

ii1) analise de regressdo logistica, de modo a determinar o
valor discriminativo independente de marcadores para o diagnostico de
esteatose hepatica;

1v) construgdo da fungdo logistica através da combinagio deste
fatores independentes 1dentificados; e

d) analise do referido valor final da referida fungio logistica,

de modo a determinar a presenca de esteatose hepatica no referido paciente.
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A esteatose hepatica pode estar associada com varios fatores,
tais que o alcool, o diabetes, o excesso de peso, hiperlipidemia, resisténcia a
insulina hepatite C gendtipo 3, abetalipoproteinemia e algumas drogas. De
modo particular, a presente invenc¢do € dirigida ao diagnédsticos, tanto de
esteatose alcoolica, como ndo- alcoodlica.

Através da defini¢do do melhor indice (“Grau de Esteatose™)
em termos de discriminagdo foi determinada a fungdo de regressdo logistica,
combinando os fatores independentes.

A funcdo logistica € obtida através da combinagdo do peso
relativo de cada pardmetro, tal como individualmente determinado na
regressdo logistica, com um sinal negativo quando os marcadores apresentam
uma correlagdo negativa com o estagio de esteatose hepatica. Os logaritmos
sdo usados para os marcadores cujos valores apresentam uma faixa muito
ampla.

A qualidade da funcdo logistica € analisada com o auxilio da
curva Caracteristica de Operacdo do Receptor (ROC), que € obtida
dependendo do limiar desejado para o diagnéstico. O modo de obtengdo da
curva ROC ¢ descrito nos exemplos. Na presente invengdo, a classificacdo
dos pacientes foi efetuada de acordo com diferentes graus de esteatose
hepatica (nenhuma = 0%, branda = 1-5%, moderada = 6-32%, ¢ (acentuada e
severa) = 33 - 100%, em que cada percentual refere-se ao percentual de
hepatocitos envolvido na esteatose), mas este poderia ser alterado se fosse
intencionado o diagnéstico do paciente apenas com um grau acentuado ou
severo. Isto poderia conduzir a outra curva ROC.

O diagnéstico quanto a presenga ou auséncia de esteatose
hepatica no paciente pode ser ainda refinado pelos dados que se referem a
prevaléncia esperada de esteatose hepatica na populag3o.

A fung¢@o logistica pode ainda compreender outros marcadores

clinicos ou bioquimicos. Em uma modalidade preferida, a funcfo logistica
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também compreende a idade ou o género do paciente. Em outra modalidade, a
fungdo logistica pode também compreender outros marcadores bioquimicos,
tais que bilirubina, haptoglobina, AST (aspartato aminotransferase), glicose, €
(colesterol ou HDL- colesterol). De modo preferido, a funcdo logistica ira
compreendem pelo menos 1 ou 2, de modo mais preferido de 3 a 5 destes
outros marcadores bioquimicos. De modo mais preferido, a fun¢do logistica
pode também compreender bilirubina total, haptoglobina, glicose € colesterol.

Os marcadores bioquimicos, que sdo dosados no estagio a) do
método de acordo com a presente invengdo, sdo marcadores bioquimicos
“simples, o que significa que eles sdo facilmente dosados com os métodos ja
conhecidos na técnica (cromatografia, eletroforese, ensaio ELISA...).

Os diferentes coeficientes usados para os valores obtidos para
os diferentes marcadores na fungdo logistica podem ser calculados através de
analise estatistica, tal como descrito nos exemplos.

De modo particular, uma fungdo logistica adequada, que pode
ser usada para a implementac¢fo do método da invengdo € a que se segue:

f = al-a2 [Idade(anos)] + a3 [ApoAl (g/1)] -a4 [Iindice de
Massa Corpéreo (Peso/ Altura?) + a5.Log [1lfa.2 -macroglobulina (g/l) -
a6.Log [ALT (alanina aminotransferase) (IU/ L)]- a7. Log [bilirubina total
(umol/ L) - a8. [colesterol (mmol/L)] - a9. Log [GGT (gamaglutamil
transpeptidase)(IU/L) - al0. [glicose (mmol/L) - all. Log [haptoglobina
(g/L)] - al2 [triglicerideos (mmol/L)] + al3. [Género (feminino = O,
masculino =1), em que

al estd compreendido no intervalo de [6.68805- x%; 6. 68805
+x%)],

a2 estd compreendido no intervalo de [1.5533E-02- x%; 1,
55337E - 02 + x%],

a3 estd compreendido no intervalo de [1,161531 -x%;
1,161531 + x%],
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x%],

+ x%],

+ x%];

x%],

+ x%]

+x%],

+x%],

+x%],

+x%], €

+ x%)].

8

a4 esta compreendido no intervalo de [0,11889 -x%; 0,11889 +
a5 estd compreendido no intervalo de [1,74791 -x%; 1, 74791
a6 esta compreendido no intervalo de [0, 96453 - x%; 0, 96453
a7 esta compreendido no intervalo de [0,11958 -x%; 0,11958 +
a8 estd compreendido no intervalo de [0,68125 - x%; 0,68125
a9 esta compreendido no intervalo de [1,17922 - x%; 1, 17922
al0 esta compreendido no intervalo de [1,46963 -x%; 1, 46963
all esta compreendido no intervalo de [0,34512-x%; 0, 34512
al2 estd compreendido no intervalo de [1,17926-x%; 1,17926
al3 estd compreendido no intervalo de [0,35052-x%; 0,35052

Um “intervalo de [a- x%; a +x %]” significa um intervalo de

[(100-x) / 100.a; (100 + x) / 100.a]. De modo preferido, x €, no maximo, 90,

80 ou 70, de modo mais preferido no méximo 60, 50 ou 40, de modo ainda

mais preferido no méaximo e 30, 20, 10 ou 5. Todos os coeficientes sdo

truncados em um numero de 5 decimais. Por exemplo, para x igual a 90, al3

esta compreendido no intervalo de [0,03505; 0, 66 598].

De fato, as definigdes numéricas para os coeficientes nas

diferentes fun¢des pode variar dependendo do numero e das caracteristicas

dos pacientes estudados. Portanto, o valor fornecido para os coeficientes do
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diferentes marcadores t€m que ser interpretados como capazes de serem
ligeiramente diferentes, sem que seja reduzido o escopo da invengéo.

Uma fun¢fo especifica, que pode ser utilizada, quando x €
igual a zero, €:

f= 6, 68805 - 1,55337E-02 { Idade (anos)] + 1,161531 [ApoAl
(f/ L)] - 0,11889 [indice de Massa Corpérea (Altura/ Peso?) + 1, 74791. Log
[alfa.2-macroglobulina (g/L)] -0, 96453 Log [ALT (alanina aminotransferase)
(IU/ L)] - 0,11958. Log [bilirubina total (umol/ L) 0,68125. Log [colesterol
(mmol/ L) - 1, 17922. Log [GGT (gamaglutamul transpeptidase) (IU/ L)] - 1,
46963. Log/ glicose (mmol/ L)] -0,34512.Log[haptoglobina (g/ L)] - 1,
17926. Log [triglicerideos (mmol/ L) + 0,35052 [Género (feminino =0,
masculino =1)].

Dependendo do valor final obtido través da andlise de valores
de marcadores com a fungdo logistica, € possivel extrair conclusdes sobre a
presenca ou auséncia de esteatose hepatica para o paciente. E também
possivel concluir sobre o grau de esteatose hepatica, tomando-se o referido
grau como o limite no desenho da curva de ROC.

Em certas modalidades, a invencdo refere-se, deste modo, a
um método tal como previamente descrito, em que o valor final da fungdo
logistica ¢ adicionalmente usado para o diagndstico do grau de esteatose
hepatica. Os diferentes graus de esteatose hepatica sdo definidos de acordo
com as caracteristicas histoldgicas de bidpsias do figado. Um defini¢do mais
precisa de graus de esteatose hepatica € provida no Exemplo 1.

O método de acordo com a invenc¢do pode ainda compreende
um estagio de previsdo da evolu¢do da doenga, com base no grau de esteatose
hepatica deduzido a partir do valor final da funcéo logistica. Em particular,
um grau de esteatose no corte 0,30 possui uma faixa de sensibilidade muito
alta, de 85% a 100%, de acordo com diferentes grupos (Tabela 4) e um grau

de esteatose no corte 0,70 possui uma faixa especificamente muito alta, de
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83% a 100%. Além disso, como ja demonstrado para o Fibrotest (Poynard
2004, Clin. Chem. 2004), muitos dos distdrbios entre o grau Esteato € a
bidpsia sdo decorrentes de erro da bidpsia (tamanho de amostra pequeno). E
esperado que o método da invengdo possa reduzir a necessidade de bidpsia do
figado em mais do que 80%. Pela primeira vez, um clinico pode Ter uma
estimativa de caracteristicas histolégicas principais, que conduzem a cirrose,
ou que explicam anormalidades de testes de figado : o grau de Esteatose para
a estetose, o grau de Fibrose (FibroTest, Biopredictive, Paris, France) para a
fibrose, o grau de Atividade (ActTeste, Biopredictive, Paris, France) para as
caracteristicas necrotico- inflamatorias da hepatite crénica C e B. A bidpsia
deve ser indicada apenas em uma segunda linha, no caso de componentes que
n3o possam ser interpretados, tal como descrito para o grau de Fibrose
(FibroTest), isto €, inflamag¢do aguda, sindrome de Gilbert ou hemdlise
(Poynard, Clin. Chem, 2004).

De acordo com a invengdo, o grau de esteatose hepatica
reduzido a partir do valor final da fungio logistica pode ser muito valioso para
que o médico possa selecionar um tratamento adequado para o paciente, de
acordo com o estagio da doenga.

Além disso, o grau de esteatose hepatica pode ser usado pelo
médico para decidir se deve efetuar uma bidpsia de figado no paciente, ou
néo.

Dependendo da prevaléncia da esteatose hepatica na populagéo
de pacientes que estd em consulta, os dados obtidos com o método da
inven¢do podem ser usados para determinar a necessidade de que seja
efetuada uma bidpsia de figado no paciente. E esperado que o método da
inven¢do venha a reduzir a necessidade da bidpsia de figado em torno de
80%.

O método de acordo com a intengdo é destinado a ser usado

para pacientes, que sofrem de qualquer doenga que envolva a esteatose
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hepética, que poderia ser desenvolvida para cirrose. Por uma “doenga que
envolve esteatose hepatica”, é compreendida qualquer doenga, que possa
conduzir ao desenvolvimento de esteatose hepatica. Em particular, o método
da invengio € efetuado, de modo vantajoso, para detectar esteatose hepatica
em pacientes, que sofram de uma doenga incluida no grupo, que consiste de
hepatite B ¢ C, alcoolismo, hemocromatose, doenga metabolica, diabetes,
obesidade, hepatite autoimune, cirrose biliar primdria, déficit de alfa 1-
antitripsina, mal de Wilson.

O método da invengdo destina-se, de modo particular, a ser
usado para um paciente, que ja tenha sido submetido a um teste de
diagnéstico de fibrose do figado e/ ou presenca de lesGes necroinflamatorias
no figado.

De modo mais preferido, o método da inveng¢do destina-se a
ser usado para um paciente, que ja tenha sido submetido a um teste de
diagnostico FibroTest/ Acti-Test, conforme descrito na Patente U. S. 6.631.
330, que ¢ incorporada a este a titulo referencial.

A invengdo € também dirigida a um kit de diagnostico de
esteatose hepatica em um paciente, que compreende instrugdes que permitem
determinar a presenga ou a auséncia de esteatose hepatica no referido
pacientes, apds a dosagem de marcadores bioquimicos.

As instrugdes podem compreender a funcdo logistica, que tem
que ser usada apds a determinag@o da dosagem dos marcadores bioquimicos.
Pode parecer como um suporte iImpresso, assim como um suporte que possa
ser utilizado por computador, tal que um software. As instru¢des podem
também compreendem a curva ROC, dependendo do limiar que é buscado, de
modo a permitir a andlise dos dados finais, obtidos a partir da fungéo
logistica. Elas podem também compreender diferentes tabelas, que permitem
obter os valores previsiveis, dependendo da prevaléncia esperada de esteatose

hepatica na populagio de pacientes.
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O kit de diagnostico de acordo com a presente invengdo pode
também conter elementos, que permitem a dosagem dos marcadores
biologicos de interesse.

O referido kit de diagndstico pode também conter instru¢des
para a quantificagdo de graus diferentes de esteatose hepatica (nenhum = 0%,
brando = 1-5%, moderado = 6-32%, acentuado = 33- 66% e severo = 67 -
100%), e outros graus intermediarios.

O método da invengdo pode ser facilmente automatizado, a
dosagem dos marcadores sendo executada automaticamente, os dados sendo
enviados a um computador ou calculador, que ira calcular o valor da fungéo
logistica e analisd-los com o auxilio da curva ROC, e eventualmente a
prevaléncia da esteatose hepatica na populacio de pacientes. Os dados obtidos
pelo médico sdo, deste modo, mais facilmente interpretaveis, e irdo permitir
um aperfeicoamento no processo para a decisdo da necessidade de uma
bidpsia ou o tratamento adequado a ser prescrito.

Os exemplos que se seguem tem a inten¢do de descrever um
aspecto da invencdo, e fornecer a metodologia, de modo a repetir o método da
invenc¢do, mas ndo devem limitar a invengao.

EXEMPLOS

Exemplo 1

Pacientes e Métodos
1.1 Pacientes

Pacientes consecutivos com soro disponivel, uma bidpsia de
figado consistente e uma duragdo de tempo entre o soro e a bidpsia inferior a
3 meses foram incluidos (Figura 1). Os critérios de n3o- inclusdo incluiram
soro ndo- disponivel, e bidpsias e pacientes ndo disponiveis, devido ao fato de
que a biopsia e o soro foram coletados com mais do que 3 meses de diferenca.
A andlise foi executada em um primeiro grupo (grupo de treinamento) €

validade em 3 grupos diferentes (grupos de validagio).
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Os pacientes do grupo de treinamento foram respectivamente
incluidos para esta analise especifica, mas foram analisados em estudos de
valida¢do prospectivos prévios de Fibrotest entre setembro de 2000 e agosto
de 2004 (Poynard T. et al., Comp. Hepatol., 2004, 3: 8; Myers RP, et al,, J.
Hepatol., 2003, 39: 222- 30; Ratzin V. et al., Hepatology 2003, 38: 510A).
Todos eram pacientes internos, hospitalizados no Departamento de Hepato-
Gastroenterology of Groupe Hospitalier Pitié- Salétriere para NAFLD,
hepatite C, B, e doenca do figado alcodlica.

Pacientes do grupo de validagdo 1 (pacientes de hepatite C)
foram analisados, de modo retrospectivo, a partir de um estudo de esteatose
hepatica com hepatite C cronica (Poynard T. et al., Hepatology, 2003, 38: 75-
85). Para este proposito, pacientes previamente ndo tratados de um ensaio
aleatério de multicentro prospectivo de PEG-IFN e Ribavirina foram
incluidos. Os biomarcadores € os resultados da bidpsia em linha de referéncia
foram usados.

Pacientes do grupo de validagdo 2 (pacientes anteriores com
HCV n3o- detectavel) eram pacientes do mesmo ensaio aleatério que no
grupo de valida¢do 1 (Poynard T., et al., Hepatology, 2003, 38: 75- 85),que
foram “curados” com resposta virologica sustentada, significando que o RNA
de HCV ndo ¢ detectavel 24 semanas apds o final do tratamento. Os
biomarcadores e os resultados da bidpsia efetuada 24 semanas apds o final do
tratamento foram usados. Este grupo foi considerado como um grupo de
validagdo de NAFLD, porque a esteatose viral possivel havia sido curada pelo
tratamento (Poynard T., et al. Hepatology, 2003, 38:75 - 85).

Pacientes do grupo de validagdo 3 (pacientes de doenca do
figado alcodlica) foram retrospectivamente incluidos para esta analise
especifica, mas foram incluidos, de modo prospectivo, entre 1998 e 2000, em
uma coorte de pacientes alcodlicos, para os quais um ponto terminal primario

foi a identificacdo de marcadores bioquimicos. Os detalhes desta coorte foram
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recentemente publicados em um estudo de validagio de FibroTest (Naveau S.,

et al., Clin. Gastroenterol. Hepatol, 2005, em prensa). Todos eram pacientes

hospitalizados no Hepato-Gastroenterology Department of Hopital Antoine

Béelére devido a composigGes de doenga do figado alcodlica.

As caracteristicas dos pacientes dos diferentes grupos estdo

relacionadas na Tabela 1.

Caracteristicas Grupo de Grupo de Grupode  Grupo de validagio 3
treinamento  validagdo 1  validagéo 2 Doenga do figado
HCV HCV curado alcodlica
Numero de pacientes 310 171 201 62
Idade na bidpsia (anos) 48,9 (12,4) 44,1 (7,2) 43,6 (8,0) 46,6 (9,8)
Masculino 201 (65%) 111 (65%) 122 (61%) 47/62 (76%)
Feminino 109 (35%) 60 (35%) 79 (39%) 15 (24%)
BMI(kg/m?) 254 (5,1) 27,7 (5,0) 26,5 (4,8) 24,2 (4,1)
Qualidade da Bidpsia '
Comprimento 17,0 (6,2) 16,6 (15,5) 17,0 (8,2) 13,5 (6,8)
Comprimento > 15 mm 205 (67%) 82 (48%) 96 (48%) 15 (24%)
Numero de fragmentos 2,5(2,3) - - 1,9 (1,6)
Um fragmento 128/278 (46%) - - 37 (60%)
I;urggio da biodpsia - soro, média (faixa 1 (0-30) 40 (0-90) 11 (0-45) 7 (0-14)
e dias)
Fator de Risco do Figado
HCV 211 (68%) 171 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
HBV 18 (6%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
NAFLD 69 (22%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
ALD 12 (4%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Alcool diario > 50 g/ dia 34/236 (14%) 0 (0%) 0 (0%) 62 (100%)
Infec¢do de HCV curada 0 (0%) 0 (0%) 201 (100%) 0 (0%)
Fator Metabdlico
BMI >=127,0 92 (30%) 88 (51%) 77 (38%) 14 (23%)
Glicose > = 6,0 mmol/ L 63 (20%) 30 (18%) 27 (13%) 20 (32%)
Triglicerideos > =1, 7 mmol/ L 67 (22%) 36 (21%) . 54 (27%) 20 (32%)
Colesterol > = 6,0 mmol/ L 61 (20%) 12 (7%) 26 (13%) 23 (37%)
Fator metabélico, mimero por paciente
Nenhum 132 (43%) 60 (35%) 96 (48%) 17 (27%)
Um 101 (33%) 64 (37%) 72 (36%) 20 (32%)
Dois 52 (17%) 39 (23%) 31 (15%) 19 (31%)
Trés 22 (7%) 8 (5%) 0 (0%) 5 (8%)
Quatro 3(1%) 0 (0%) 2 (1%) 1 (2%)
Grua de Esteatose do Figado
Nenhum (0%) 130 (42%) 58 (34%) 116 (58%) 2 (3%)
Brando (grau, 1-5%) 40 (13%) 68 (40%) 63 (31%) 2 (3%)
Moderado (Grau 6-33%) 69 (22%) 35 (20%) 17 (8%) 42 (68%)
Acentuado (Grau 34- 66%) 36 (12%) 7 (4%) 4 (3%) 12 (19%)
Severo (Grau 67- 100%) 35(11%) 3(2%) 1 (0,5%) 4 (7%)
Estagio de Fibrose do Figado na Bidpsia
FO nenhum 62 (20%) 0 (0%) 16 (8%) 8 (13%)
F1 fibrose sem septos 127 (41%) 102 (60%) 136 (68%) 23 (37%)
F2 alguns septos 52 (17%) 39 (23%) 33 (16%) 11(18%)
F3 mitos septos 36(11%) 19(11%) 9(4%) 7(11%)
F4 Cirrose 33(11%) 11 (6%) 7 (3%) 13 (21%)
Marcadores (faixa normal)
AST IU/L (17-27 fémeas; 20-32 machos) 83 (159) 82 (57) 23 (9) 89 (83)
ALT UL - (11-26  femeas; 109 (114) 118 (94) 19 (10) 72 (88)

machos)
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Bilirubina total (1-2) 14,8 (26,2) 11,1 (4,8) 8,8 (4,6) 21,5(19,6)
GGT IU/ L (7-32 f€meas; 11-49

machos) 112 (183) 84 (96) 21 (18) 323 (443)
2 Macroglobulina g/ L (fémeas 16 -40,

machos 14- 33) 2,4(1,0) 3,1(1,2) 2,0 (0,8) 1,8 (0,5)

Apo Al g/ L (12-17) 1,4 (0,3) 1,3 (0,3) 1,2 (0,3) 1,5(0,5)

Haptoglobina g/ L (0,35 -2,00) 0,95 (0,57) 0,78 (0,45) 0,86 (0,43) 1,39 (0,63)
Glicose (mmol/ L) 5,5(3,2) 5,4 (1,2) 5,3 (1,0) 5,8 (1,6)

Colesterol (mmol/ L) 4,9 (1,3) 4,5 (1,0) 5,0 (1,0) 5,4 (1,9)

Triglicerideos (mmol/ L) 1,5(1,4) 1,4 (0,8) 1,6 (1,0) 1,9 (3,1)

FibroTeste 0,42 (0,28) 0,47 (0,26)  0,29(0,20) 0,43 (0,28)
EsteatoTeste 0,49 (0,25) 0,53 (0,22) 0,36 (0,22) 0,58 (0,25)

Os dados estdio em média (SD) ou proporgdo. AST = aspartato aminotransferase. ALT = alanina
aminotransferase. GGT = glutamil transpeptidase. ApoAl = apolipoproteina al.

Tabela 1: Caracteristicas de pacientes inclusos

Um grupo de controle foi também analisado. Ele foi
constituido por voluntarios aparentemente sauddveis em jejum e sem jejum
previamente incluidos em uma validagdo de FibroTest (Muntcanu M. et al.
Comp. Hepatol. 2004; 3,3 e doadores de sangue sem jejum adicionais.

1.2. Marcadores de Soro

Os 10 marcadores bioquimicos que se seguem foram avaliados
para os diferentes grupos : ApoAj, ALT (alanina aminotransferase), AST
(aspartato aminotransferase), alfa-2-macroglobulina, GGT (gama glutamil
transpeptidase), bilirubina total, colesteral, glicose, e triglicerideos.

Os 10 marcadores bioquimicos incluem 6 componentes do
Fibro Teste - Acti Test ajustados pela idade e seco (algoritmo de inteligéncia
artificial patenteado USPTO, 6 631. 330), além de AST, colesterol, glicose, €
marcadores de triglicerideo e BML |

FibroTest (Biopredictive, Paris, France; FibroSURE LabCorp,
Burlington, NC, USA) foi determinado como previamente publicado
(Poynard T., et al. Comp. Hepatol. 2004, 3: §; Myers RP et al. J. Hepatol.
2003, 39: 222- 30; Callewaert N., et al. Nture Med. 2004; 10, 1-6; Naveau S.,
et al. Clin. Gastroenterol. Hepatol, em prensa; Imbert- Bismut F., et al., Clin.
Chem. Lab. Med. 2004; 42: 323-33; Munteanu M. et al. Comp. Hepatol.
2004: 3,3).

Os procedimentos pré- analiticos e analiticos recomendados
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publicados foram usados (Poynard T., et al. Comp. Hepatol. 2004, 3: 8; Myers
RP, et al. J. Hepatol. 2003; 39: 222- 30; Callewaert N., et al. Nature Med.
2004; 10; 1-6; Naveau S., et al. Clin. Gastroenterol. Hepatol. em prensa;
Imbert- Bismut F. et al. Clin. Chem. Lab. Med. 2004; 42: 323-33; Munteanu
M., et al. Comp. Hepatol. 2004; 3: 3).

Nos grupos de controle e treinamento GGT, ALT, glicose do
soro, triglicerideos, colesterol e bilirubina total foram medidos pelo analisador
Hitachi 917 ou analisadores Modular DP (ambos da Roche), Diagnostics
Mannheim, Alemanha) usando os reagentes do fabricante. Alfa 2-
macroglobulina, apolipoproteina Al e haptoglobina foram medidos usando
um nefeldmetro automatico BNII (Dade Behring; Marburg, Alemanha).

Nos grupos de validagdo 1 e 2, GGT, Alt, glicose do soro,
triglicerideos, colesterol e bilirubina totais foram medidos usando Hitachi 747
ou 911 (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA) usando os reagentes do
fabricante. Apolipoproteina Al, alfa2- macroglobilina, e haptoglobina foram
determinados em amostras de soro usando um nefeldmetro automatico BNII
(Dade Behring, Marburg, Alemanha.

Todos os coeficientes dos ensaios de variacdo foram inferiores
a 10%.

1.2.  Graduacio histologica

A graduagdo histologica foi executada com base em bidpsias
de figado. Regras comuns foram aplicadas em diferentes grupos e um Unico
patologista por grupo, sem conhecimento das caracteristicas do paciente,
analisou as caracteristicas histoloégicas. Amostras de bidpsia do figado foram
processadas usando técnicas convencionais.

A esteatose hepatica foi classificada em de 0 a 4 com quatro
graus de sistema de graduagfo: 0 = sem estenose, de 1 a 5% = suave, de 6 a
32 % = moderada, de 33 A 66%= acentuada, de 67 - 100% = severa, todos 0s

percentuais se referindo ao percentual de hepatdcitos envolvido na esteatose
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(Poynard T. et al. Hepatology, 2003; 38: 75 - 85). O critério histologico
principal foi a presenga do grau de esteatose 2- 4 (entre 6 a 100%).
Exemplo 2

Analise Estatistica

A anilise estatistica usou o teste exato de Fisher, o teste de
qui-quadrado, o teste de Student, o teste de Mann-Whitney e a analise de
variancia usando os testes de comparagdo multipla de Tukey- kramer e de
pares de Bonferroni para levar em consideragdo as comparagdes multiplas € a
regressdo logistica para a analise multivariada (Hintze JL. NCSS 2033 User
Guide, Number Cruncher Statistical Systems 2003, software NCSS,
Kaysville, utah). A analise foi efetuada em um primeiro grupo (grupo de
treinamento) e validade em 3 grupos diferentes (grupos de validagdo 1, 2 e 3),
em coortes de pacientes, tal como na Tabela 1.

De acordo com o sistema de graduagdo de esteatose hepatica,
os pacientes foram divididos em véarios grupos.

O resultado primario foi a identificagdo de pacientes com grau
de esteatose hepatica de 2, 3 ou 4 (moderado, acentuado ou severo).

Em uma analise secundaria, os pacientes foram classificados
de acordo um com um sistema de graduagdo de escala 4.

O primeiro estadgio consistiu de fatores de identificag¢do, que
diferiram, de modo significativo, entre aquelas grupos através de andlise
unidimensional usando o teste de qui -quadrado, o teste de Student ou o teste
de Mann- Whitney. |

O segundo estagio consistiu de analise de regressdo logistica,
de modo a determinar o valor discriminativo independente de marcadores
para o diagnoéstico de fibrose.

O terceiro estagio foi o de construir um indice, que combina
estes fatores independentes identificados. Através da defini¢do do melhor

indice (“grau de esteatose”) em termos de discriminac¢do foi a fun¢io de
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regressdo logistica que combina os fatores independentes. Em todos os
exemplos que se seguem, o grau de esteatose € adicionalmente referido como
ao “Grau de Teste Esteato”. O grau de Teste Esteato estd na faixa de zero a
1,00, graus mais altos indicando ma maior probabilidade de lesdes
significativas.

Os valores de diagnostico dos marcadores foram avaliados
usando sensibilidades, especificidades, valores previsiveis positivos (PPV) e
negativos NPV), e as areas sob as curvas de Caracteristica de Operagdo do
Receptor (ROC) (Hintze JL NCSS, 2003, User Guide. Number Cruncher
Statistical Systems, 2003, Software NCSS, Kaysville, Utah).

Os valores de diagnostico total respectivos foram comparados
pela area sob as curvas ROC. A curva ROC € tragada pela representaco
grafica da sensibilidade contra (1- especificidade), apos a classificagdo dos
pacientes, de acordo com o valor obtido para a fungdo logistica, para
diferentes limiares (de 0 a 1). E usualmente reconhecido que uma curva ROC,
que possua uma area sob a mesma com um valor superior a 0,7 seja uma boa
curva de previsdo para o diagndstico. A curva ROC tem que ser reconhecida
como uma curva, que permite predizer a qualidade de um método de
diagnostico.

As areas sob as curvas ROC foram calculadas usando um
método ndo- paramétrico empirico. Uma analise de sensibilidade foi também
executada, de modo a determinar a acuracia dos marcadores para os
resultados primarios, de acordo com o tamanho da amostra de biopsia. Para
todas as analises, testes estatisticos de dois lados foram usados; um valor P de
0,05 ou menos foi considerado significativo. O software Number Cruncher
Statistical Systems (NCSS, Kaysville, Utah) foi usado para todas as analises
(Hintze JL, NCSS 2003, User Guide, Number Cruncher Statistical Systems
2003, Software NCSS, Kaysville, Utah).

Estas analises estatisticas foram executadas separadamente
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para os diferentes grupos, tal como previamente definido.
Exemplo 3
Determinacio da Funcio Logistica

O “grau do SteatoTest” € definido como a fung¢do de regressdo
logistica, que combina fatores independentes, que retorna o melhor indice em
termos de discriminagdo entre a presenca ou auséncia de esteatose hepética.

A Tabela 2, sdo fornecidas caracteristicas de pacientes de
acordo com a presenga de esteatose hepatica para cada um dos 10 marcadores
bioquimicos, a graduagdo do FibroTest e a graduagdo do SteatoTest, assim
como a sua associacio independente com fibrose (valor P).

No grupo de treinamento, os componentes mais significativos,
associados com a presenca de esteatose de grau 2-4 em analise de varidvel
unica foram BMI, idade, ALT, AST, GGT, glicose, e triglicerideos.

Na analise de regressdo logistica, os componentes mais
significativos foram BMI (OR= 0,89, P= 0,0002), GGT (OR= 0,31, P =
0,002), apolipoproteina A1 (OR = 3,20, P = 0,01), alfa 2-macroglobulina (OR
=5,74,P=0,02, ALT (OR = 0, 38, P=0,03) e triglicerideos (OR = 0,31, P =
0,04.

No grupo de validagio foram observadas diferengas similares,

de modo mais significativo para BMI, GGT, ALT e triglicerideos (Tabela 2).
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A melhor fungdo logistica (graduagdo de Steato Test)
combinando 9 marcadores e idade, género e BMI foi determinada no grupo de
treinamento para que s€ja como se segue:

f= 6,68805 - 1, 55337E-02 [Idade (anos)] + 1,161531 [ApoAl
(g/ L)] - 0,11889 [Indice de Massa Corpérea (peso/ Altura?)] + 1, 7479].
Log.alfa. 2-macroglobulina (g/ L)] - 0,96453. Log ALT (alanina
aminotransferase) (IU/ L)] - 0,11958. Log[bilirubina total (ummol/ L)] -
0,68125. Log [colesterol (mmol/ L)] - 1,17922. Log [GGT (gamaglutamil
transpeptidase) (IU/ L)] - 1, 46963. Log [glicose (mmol/ L) - 0,34512. Log
[Haptoglobina (g/ L)] - 1,17926. Log]triglicerideos (mmol/ L)] +
0,35052[género feminino = 0, masculino = 1)].

Esta fun¢do foi obtida no grupo de treinamento através da
combinagdo do peso relativo de cada parametro, tal como individualmente
determinado na regressdo logistica, com um sinal negativo quando os
marcadores apresentam uma correlagcdo negativa com o estagio de esteatose
hepatica. Os logaritmos foram usados para marcadores, cujos valores
apresentam uma faixa muito ampla.

O wvalor da graduagio do SteatoTest, que combina 9
marcadores (alfa 2- macroglobulina, ALT, apo Al, haptoglobina, GGT, e
bilirubina total), ajustado por idade, gé€nero e BMI, possuia uma alta
correlagdo com a presenga ou auséncia de esteatose hepatica, quando do
treinamento da amostra, assim como em amostras de validagfo (Tabela 2).

Um das principais descobertas do presente trabalho € o
aperfeigoamento muito significativo no valor de diagnoOstico de esteatose
quando da combinagdo de marcadores, contra o teste de rotina classico,
previamente recomendado, tal que GGT e ALT. Os marcadores simples de
resisténcia a insulina, tais que BMI, glicose, e triglicerideos aumentaram o
valor de diagnéstico de ALT e GGT. Isto nfio havia sido previamente

demonstrado nas diferentes causas de esteatose do figado. Além disso, foi
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demonstrado pela primeira vez que o valor de diagnostico de ALT foi muito
maior do que o de GGT para o diagnéstico de esteatose. De modo
interessante, além disso, o valor de GGT ndo aumentou de acordo com a
severidade de esteatose, em comparagdo com ALT.

Exemplo 4

Analise dos Dados

4.1. Confiabilidade da graduacfio do SteatoTest para o diagnéstico de
esteatose hepatica |

Valores de diagndstico (areas sob as curas ROC) da graduagio
do SteatoTest para os diferentes grupos de pacientes sdo expostos na Tabela
3. A sensibilidade, a especificidade e os valores previsiveis positivos e
negativos da graduacdo do SteatoTest com um corte de 0,30, 0, 50 e 0,70 sdo

exibidos na Tabela 4.

Grupo de Grupo de Grupo de Grupo de Grupo de
treinamento treinamento  validagdo 1  validagdo 2 validagdo 3
AUROC (se) N= AUROC (se) HCV HCV Nao- Doenga do
310 N=310 detectavel N detectavel N = figado alcodlica
=171 201 N=62
SteatoTest 0,79 (0,03)* 0,80 (0,04)£ 0,86(0,03)$ 0,72 (0,05)**
GGT 0,66 (0,03) 0,67 (0,05) 0,74 (0,05) 0,50 (0,09)
ALT 0,58 (0,03) 0,62 (0,05) 0,79 (0,04) 0,66 (0,07)

* maior que GGT (p <0,0001) e ALT (p < 0,0001)
£ maior que GGT (p =0,007) e ALT (p< 0,0001)

$ maior que GGT (p=0,02)

** maior que GGT (p = 0,002)

Tabela 3: Valores [Area sob as curvas ROC (AUROCS) de graduacio de
esteatose, GGT e ALT para o diagnostico de esteatose, em grupos de

treinamento e validacio.
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Corte Sensibilidade Especificidade  Valor Previsivel Valor Previsivel
Positivo Negativo
gi";ploode Treinamento Prevaléncia =45%
SteatoTest 0.30 0,91 (127/140) 0,45 (77/170) 0,58 (127/220) 0,86 (77/90)
0.50 0,69 (97/140) 0,74 (126/170) 0,69 (97/141) 0,75 (126/169)
0.70 0,45 (63/140) 0,89 (152/170) 0,78 (63/81) 0,66 (152/229)
GGT 50 IU/L 0,66 (92/140) 0,55 (94/170) 0,55 (92/168) 0,66 (94/142)
ALT 50IU/L 0,77 (108/140) 0,35 (60/170) 0,50 (108/218) 0,65 (60/92)

Grupo de validag@o 1
N=171

Prevaléncia =26%

SteatoTest 0.30 0,98 (44/45) 0,24 (30/126) 0,31 (44/140) 0,97 (30/31)
0.50 0,89 (40/45) 0,58 (73/126) 0,43 (40/93) 0,94 (73/78)
0.70 0,44 (20/45) 0,83 (105/126) 0,49 (20/41) 0,81 (105/130)
GGT 50 IU/L 0,62 (28/45) 0,61 (72/126) 0,34 (28/82) 0,81 (72/89)
ALT 50 IU/L 1,00 (45/45) 0,06 (8/126) 0,28 (45/163) 1,00 (8/8)
gr:pzooclle validagao 2 Prevaléncia =11%

SteatoTest 0.30 1,00 (22/22) 0,56 (100/179) 0,22 (22/101) 1,00 (100/100)
0.50 0,68 (15/22) 0,79 (142/179) 0,29 (15/52) 0,95 (142/149)
0.70 0,32 (7/22) 0,92 (165/179) 0,33 (7/21) 0,92 (165/180)
GGT 50 IU/L 0,09 (2/22) 0,97 (174/179) 0,29 (2/7) 0,90 (174/194)
ALT 50 IU/L 0,05 (1/22) 0,98 (176/179) 0,25 (1/3) 0,89 (176/197)
]?Ir:p:z de validagio 3 Prevaléncia =94%

SteatoTest 0.30 0,85 (49/58) 0,00 (0/4) 0,93 (49/53) 0,00 (0/9)
0.50 0,62 (36/58) 1,00 (4/4) 1,00 (36/36) 0,15 (4/26)
0.70 0,40 (23/58) 1,00 (4/4) 1,00 (23/23) 0,10 (4/39)
GGT 50 IU/L 0,90 (52/58) 0,00 (0/4) 0,93 (52/56) 0,00 (0/6)
ALT 50 IU/L 0,53 (31/58) 0,75 (3/4) 0,97 (31/32) 0,10 (3/30)

Tabela 4: Valor de diagnostico de graduacio de Esteatose para a

previsio de esteatose hepatica superior a 5%

Todos os estudos mostram que a graduacdo do SteatoTest
podem alcangar valores de diagndstico muito altos (area sob a curva ROC,
vide Tabela 3), e alta especificidade, sensibilidade e valores previsiveis
positivos ou negativos para o diagnostico de esteatose hepatica (vide Tabela
4).

O valor de diagnostico (area sob a curva ROC) da graduagio
do SteatoTest foi altamente reprodutivel entre o grupo de treinamento € os
grupos de validagdo 1, 2 e 3 (Tabela 3). A sensibilidade foi também bastante
reprodutivel entre o grupo de treinamento e os grupos de validagdo 1,2 e 3
(Tabela 4). Em adigdo, as sensibilidades e especificidades da graduagio do

SteatoTest, observadas mnas diferentes populagdes estudadas, ird
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provavelmente aumentar em uma populagdo mais geral, devido a excelente
especificidade observada em voluntarios e doadores de sangue (Figura 2 E), e
devido ao fato de que os presentes estudos incluiram um numero limitado de
pacientes fatores de risco metabdlico diversos, tais que a obesidade morbida.

Para alguns pacientes, os diagnodsticos da presenga de esteatose
hepatica pela bidpsia e pela graduagdo do SteatoTest foram discordantes. A
causa da discordancia entre a presenga de > 5% de esteatose hepatica prevista
pelos marcadores quimicos e pela bidpsia foi atribuida, de acordo com os
respectivos fatores de risco ou falhas, tal como previamente detalhado
(Poynard T, et al., Clin. Chem. 2004; 50; 1344-55). A discordancia
significativa foi definida como a discordancia na previsdo de > 5% de
esteatose hepatica (graus 2- 4) e uma diferenca de 30% ou maior em p > 5%
no percentual de esteatose heptatica, tal como previsto pela graduagido do
SteatoTest, ou como observado na amostra da bidpsia. Os fatores de risco da
falha de graduagido do SteatoTest foram hemolise, mal de Gilbert, inflamag&o
aguda e colestase hepatica extra. Os fatores de risco de falha da bidpsia foram
o tamanho da bidpsia (menos do que 25 mm) ¢ a fragmentacdo (mais do que
um fragmento). A falha atribuivel a bidpsia (falha negativa) foi suspeitada
quando a bidpsia foi inferior a 15 mm e fragmentada, além da presenca de
pelo menos um fator de risco metabdlico.

No grupo de treinamento haviam 56 casos (18%) de
discordéncia significativa entre o percentual de esteatose como previsto por
ST e aquele observado nas amostras de bidpsia. A falha atribuivel ao ST
(falha positiva de ST) fo1i suspeita em um caso, que apresentou hepatite de
droga aguda associada com hepatite cronica B. A falha atribuivel a bidpsia
(negativos falsos da bidpsia) foi suspeitada em 16 casos, com amostras de
biodpsia de qualidade deficiente (comprimento mediano 13 mm, 2 fragmentos)
e pelo menos um fator de risco metabdlico.

Para os grupos de validagdo, discordéancia significativa foi
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observada em 17 casos (16%) no grupo 1, 20 casos (10%) no grupo 2 ¢ 13
casos (21%) no grupo 3. A discordéancia significativa foi observada com mais
freqiiéncia em pacientes com fibrose extensiva (estagio F3 ou F4). 38 casos
de 135 (28%) contra 91 casos de 609 (15 P=0,001).

Comparado com o diagnostico invasivo e de bidpsia de alto
custo, € muito importante notar que o método da invengio ndo conduz a um
grande numero de tratamentos indevidos de pacientes ou a exclusio de
pacientes, que estejam em necessidade de um tratamento. Os dados
apresentados neste pedido reforgam a confiabilidade do método de
diagnostico de acordo com a presente invengao.

4.2. Comparacio do SteatoTest com outros testes de diagndstico nio
invasivos (FibroTest, GGT 50 IU e ALT 50 IU/L)

Os resultados obtidos com a graduagdo do Steato Test (usando
9 parametros bioquimicos ajustados por idade, género ¢ BMI) foram
comparados aqueles obtidos com o uso de marcadores isolados, tais que GGT
e ALT, que sdo usualmente considerados como sendo marcadores uteis, de
modo a indicar a presenca ou a auséncia de esteatose hepatica. O mesmo
padrdo de valor de corte € usado para GGT e ALT: 50 IU/L. Abaixo do
referido valor de corte, o diagnostico de esteatose hepatica é considerado
como sendo negativo, acima, € considerado como sendo positivo.

As caracteristicas dos pacientes de acordo com a presenga de
esteatose hepatica quando a marcadores bioquimicos individuais, o FibroTest,
e a graduacao do SteatoTest sdo exibidos na Tabela 2.

Comparada com a do FibroTest, a graduagdo do SteatoTest
possibilita uma discriminagdo muito melhor entre a presenga ou a auséncia de
esteatose hepatica em todos os grupos analisados, em particular para o grupo
de treinamento e o grupo de validagdo 2 (Tabela 2).

Valores de diagndstico (areas sob as curvas ROC) de
graduag@o do SteatoTest, GGT 50 IU/L e ALT 50 IU/L para o diagnostico do
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ponto terminal principal (ou seja, esteatose hepatica de grau 2-4), sdo exibidos
na Tabela 3. A graduag@o do SteatoTest possui areas mais altas sob as curvas
ROC do que GGT 50 IU/ L em todos os grupos analisados, e do que ALT 50
IU/ L no grupo de treinamento e no grupo de validagdo 1 (Tabela 3).

A sensibilidade, a especificidade e os valores previsiveis
positivos e negativos da graduagdo do SteatoTest com um corte de 0,30, 0,50
ou 0,70 e de GGT 50 IU/L e ALT 50 IU/L sdo exibidas na Tabela 4. Para o
diagnostico de esteatose de grau 2-4, uma graduagdo de SteatoTest com um
corte de 0,50 alcangou uma boa sensibilidade (0, 69, 0,89, 0,68 ¢ 0,62) e uma
boa especificidade (0,74, 0,58, 0, 79, 1,00) de acordo com os grupos de
treinamento e validagdo, respectivamente. Além disso, uma tal graduagio de
SteatoTest com um corte de 0,50 exibe valores positivos e negativos mais
altos do que GGT 50 IU/L e AIT 50 IU/L em todos os grupos analisados,
exceto quanto ao valor previsivel negativo de ALT 50IU/L no grupo de
validacdo 1.

Em adi¢o, com referéncia a discrimina¢do entre diferentes
graus de esteatose hepatica, isto € melhor alcangado através da graduagio do
SteatoTest, comparado a GGT 50 IU/ L e ALT 50IU/L em todos os grupos
analisados (Figura 2).

A discriminag@o entre diferentes graus de esteatose hepatica
foi também analisada em uma base integrada, constituida de todos os
pacientes incluidos no grupo de treinamento, nos trés grupos de validagio e
no grupo de controle (884 pacientes).

Houve uma correlagdo geral muito significativa entre a
graduag@o do SteatoTest e os graus de esteatose a partir dos controles para
“33-100%” (graus 3-4, vide Figura 3). Para a graduagio do SteatoTest, houve
uma diferenga significativa entre todos os graus através do teste de
comparagdo multipla Tukey -Kramer para todas as diferengas emparelhadas

entre médias (P < 0,05). Em contraste, para GGT e ALT, nfo houve diferenca
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significativa entre “Sem esteatose” (grau 0) e “< 5%” (grau 1). Para ALT, ndo
houve até mesmo diferenca significativa entre “Sem estenose” (grau 0) e de
“6-32%" (grau 2), “< 5%” (grau 1) e “6-32%” (grau 2), e de “6-32” (grau 2) ¢
de “33-66 (grau 3).

Em conclusdo, a presente invencdo apresenta uma combinagdo
de pelo menos 5, de modo preferido 9, marcadores bioquimicos, ajustados por
idade, género e BMI, a serem usados para a detec¢do da presenca ou auséncia
de esteatose hepatica. Os marcadores usados na presente invengdo nunca
foram combinados de um tal modo, em particular com a idade, género, e BMI
dos pacientes, de modo a fornecer um tal bom valor de previsdo, tal como
ilustrado pela area sob a curva ROC.

O método de diagnostico da invengdo pode ser analisado de
modo automdtico, apdés uma mediacio automditica dos valores dos
marcadores, ¢ pode, de modo vantajoso, ser aplicado para pacientes com uma
esteatose hepética, que envolva doenga, de modo a reduzir a indicagdo de

bidpsia do figado.
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REIVINDICACOES

1. Método para o diagnoéstico in vitro de esteatose hepatica ou

de um soro ou amostra de soro de um paciente, caracterizado pelo fato de

compreender os estagios de

a) estudar 5 marcadores bioquimicos através da medi¢do dos
valores de sua concentragdo no soro ou plasma do referido paciente, em que
os referidos marcadores so:

- ApoAl (apolipoproteina Al),

- alfa.2-macroglobulina,

- ALT (alanina aminotransferase),

- GGT (gamaglutamil transpeptidase), e

- triglicerideos;

b) estudar um marcador clinico, selecionado a partir do grupo
constituido pelo indice de massa corporea (Peso/ altura?), media¢io da
cintura, € a razdo de (Medigdo da cintura/medig¢do do quadril);

c) combinar os referidos valores através de uma fungio
logistica, que inclui os referidos marcadores, de modo a obter um valor final,
em que a referida fung@o logistica é obtida através do método que se segue:

1) classificagdo de um coorte de pacientes em diferentes grupos
de acordo com a extensdo de sua doenga;

ii) identificagdo de fatores, que diferem significativamente
entre estes grupos através de analise unidimensional;

1i1) andlise de regressdo logistica, de modo a determinar o
valor discriminativo independente dos marcadores para o diagndstico de
esteatose hepatica;

iv) construgdo da fungdo logistica através da combinacio

destes fatores independentes identificados.

2. Meétodo de acordo com a reivindicagfo 1, caracterizado pelo

fato de que a referida fungao logistica leva ainda em consideragio a idade € o
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género do paciente.

3. Método de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado pelo

fato de que a referida fungdo logistica compreende ainda pelo menos um
marcador bioquimico, selecionado a partir do gruo constituido por bilirubina
total, haptoglobina, AST (aspartato aminotransferase), glicose, e (colesterol
ou HDL- colesterol).

4. Método de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizado pelo

fato de que a referida fungio logistica compreende bilirubina total,
haptoglobina, glicose, e colesterol.

5. M¢étodo de acordo com a reivindicag#o 4, caracterizado pelo

fato de que a referida fun¢ao logistica é:

f = al-a2 [Idade(anos)] + a3 [ApoAl (g/1)] -a4 [indice de
Massa Corporeo (Peso/ Altura?) + aS5.Log [alfa.2 -macroglobulina (g/l) -
a6.Log [ALT (alanina aminotransferase) (IU/ L)]- a7. Log [bilirubina total
(pmol/ L) - a8. [colesterol (mmol/L)] - a9. Log [GGT (gamaglutamil
transpeptidase)(IU/L) - al0. [glicose (mmol/L) - all. Log [haptoglobina
(g/L)] - al2 [triglicerideos (mmol/L)] + al3. [Género (feminino = 0,
masculino =1), em que

al esta compreendido no intervalo de [6,68805- 90%; 6,68805
+ 90%],

a2 estd compreendido no intervalo de [1,5533E-02- 90%;
1,55337E - 02 + 90%)],

a3 esta compreendido no intervalo de [1,161531 -90%;
1,161531 + 90%],

a4 esta compreendido no intervalo de [0,11889 -90%; 0,11889
+ 90%],

a5 esta compreendido no intervalo de [1,74791 -90%; 1, 74791
+90%],

a6 esta compreendido no intervalo de [0, 96453 - 90%; O,
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96453 + 90%];

a7 esta compreendido no intervalo de [0,11958 -90%:; 0,11958
+ 90%],

a8 esta compreendido no intervalo de [0,68125 - 90%; 0,68125
+ 90%] A

a9 estd compreendido no intervalo de [1,17922 - 90%; 1,
17922 + 90%),

al0 esta compreendido no intervalo de [1,46963 -90%; 1,
46963 + 90%)],

all estd compreendido no intervalo de [0,34512-90%; O,
34512 + 90%)],

al2 esta compreendido no intervalo de [1,17926-90%: 1,17926
+90%], e

al3 estd compreendido no intervalo de [0,35052-90%; 0,35052
+ 90%)].

6. Método de acordo com a reivindicago 5, caracterizado pelo

fato de que a referida fungdo logistica é :

f= 6,68805 - 1,55337E-02 {Idade (anos)] + 1,161531 [ApoAl
(f/ L)] - 0,11889 [indice de Massa Corporea (Altura/ Peso?) + 1, 74791. Log
[alfa.2-macroglobulina (g/L)] -0, 96453 Log [ALT (alanina aminotransferase)
(IU/ L)] - 0,11958. Log [bilirubina total (umol/ L)-0,68125. Log [colesterol
(mmol/ L) - 1, 17922. Log [GGT (gamaglutamil transpeptidase) (IU/ L)] - 1,
46963. Log/ glicose (mmol/ L)] -0,34512.Log[haptoglobina (g/ L)] - 1,
17926. Log [triglicerideos (mmol/ L) + 0,35052 [Género (feminino =0,
masculino =1)].

7. Método de acordo com a reivindicac#o 1, caracterizado pelo

fato de que o referido paciente sofre de uma doenga que envolve esteatose.

8. Meétodo de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado pelo

fato de que a referida doenca est4 incluida no grupo, que consiste de hepatite
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B e C, alcoolismo, hemocromatose, doenga metabdlica, diabetes, obesidade,
doenga do figado autoimune, cirrose biliar primdria, déficit de alfa.l-
antitripsina e mal de Wilson.

9. Método de acordo com a reivindicag@o 1, caracterizado pelo

fato de que o referido paciente ja foi submetido a um este de diagndstico de
fibrose do figado e /ou presenga de lesdes necroinflamatérias no figado.

10. Método de acordo com a reivindicag¢do 9, caracterizado

pelo fato de que o referido teste de diagnoéstico foi o FibroTest / Acti-Test.
| 11. Kit para o diagnoéstico de esteatose hepatica em um

paciente, caracterizado pelo fato de que compreende:

a) instru¢des para determinar a presenga de esteatose hepatica
no referido paciente;

b) reagentes para a medi¢do dos valores de soro das
concentragdes de 5 marcadores bioquimicos, em que os referidos marcadores
s3o:

- ApoAl (apolipoproteina Al),

- alfa.2-macroglobulina,

- ALT (alanina aminotransferase),

- GGT (gamaglutamil transpeptidase), e

- triglicerideos.

¢) opcionalmente, pelo menos um reagente para a medi¢io dos
valores de soros das concentragdes de bilirubina total haptoglobina, AST
(aspartato aminotransferase), glicose, ou (colesterol ou HDL- colesterol)

d) instrugbes para o uso de uma fungio logistica, que é usada
para combinar os referidos valores com um marcador clinico, selecionado a
partir do grupo constituido pelo indice de massa corpérea (Peso/ Altura?),
medi¢do da cintura, € a razdo de (medigao da cintura/ medigio do quadril, de
modo a obter um valor final.

12. Kit de acordo com a reivindicagio 11, caracterizado pelo




fato de compreender ainda uma curva ROC.

13. Kit de acordo com a reivindicag@io 11, caracterizado pelo

fato de compreender ainda tabelas, que mostram como obter os valores de
previsdo, dependendo da prevaléncia esperada de esteatose hepatica na
popula¢do de pacientes.

14. Kit de acordo com a reivindicagdo 11, caracterizado pelo

fato de compreender ainda instrugdes para a quantificagio de diferentes graus
de esteatose hepatica (nenhuma = 0%, branda = 1-5%, moderada = 6-32%,

acentuada = 33- 66%, e severa = 67- 100%, e outros graus intermediarios.
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RESUMO
“METODO PARA O DIAGNOSTICO IN VITRO DE ESTEATOSE
HEPATICA OU DE UM SORO OU AMOSTRA DE SORO DE UM
PACIENTE, E, KIT PARA O DIAGNOSTICO -DE ESTEATOSE
HEPATICA EM UM PACIENTE”

A presente inven¢do ¢ dirigida a um novo método de
diagnostico para detectar a extensdo de esteatose hepatica em um paciente,
que sofre de uma doenga que envolve esteatose hepatica, ou que ja possui um
teste de diagnostico positivo de fibrose do figado e/ ou presenca de lesdes
necroinflamatérias no figado, através do uso de uma concentrago no soro de
marcadores bioldgicos facilmente detectéveis. A invengio é também dirigida

a kits de diagnéstico para a implementagio do método.
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