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RESUMO

A progressdo da doenca hepatica e a resposta terapéutica de pacientes
cronicamente infectados pelo virus da hepatite C (HCV) parecem ter relagdo com a
resposta imune do hospedeiro. A ativacdo do sistema imune envolve a liberacdo de
citocinas e de seus receptores, que podem ser dosados em amostras plasmaticas. O objetivo
deste estudo foi analisar a associacdo entre niveis plasmaticos de quimiocinas e de
receptores soliveis do fator de necrose tumoral com alteragoes histologicas hepaticas de
pacientes portadores cronicos do HCV e com resposta ao tratamento combinado, utilizando
interferon alfa e ribavirina. Dos 220 pacientes avaliados em servico publico de referéncia
em hepatites virais de Belo Horizonte, MG, no periodo de junho de 2005 a dezembro de
2007, foram elegiveis 73 portadores cronicos do HCV, virgens de tratamento e com
fragmento de bidpsia hepatica disponivel para revisdo. Dados sociodemograficos, clinicos
e laboratoriais foram coletados e realizou-se dosagem plasmatica dos seguintes marcadores
inflamatodrios solaveis: CCL2, CCL3, CCL11, CCL24, CXCL9, CXCL10, sTNFR1 e
sTNFR2. Os fragmentos de biopsia hepatica foram revisados e classificados de acordo
como o sistema de escore METAVIR, com posterior estratificacdo dos graus de atividade
necro-inflamatoria e os de fibrose da seguinte forma: A < 1 (atividade ausente/leve) e A>2
(atividade moderada/intensa); F<1 (fibrose ausente/leve) e F>2 (fibrose moderada/intensa).
Observou-se que os niveis plasmaticos de CXCL9, sSTNFR1 e sTNFR2 associaram-se de
maneira significativa a fibrose hepatica (p=0,014; p=0,012; p=0,009, respectivamente),
sendo que os pacientes com fibrose hepatica moderada/intensa apresentaram medianas
mais elevadas dos niveis plasmaticos desses marcadores se comparadas as encontradas em
pacientes com fibrose ausente/leve. Os niveis de sTNFR2 associaram-se de maneira
significativa também a atividade necro-inflamatoria hepatica, com mediana mais elevada
sendo encontrada em pacientes com atividade necro-inflamatéria moderada/intensa se
comparada a encontrada em individuos com atividade ausente/leve (2,34 ng/mL vs. 1,99
ng/mL; p=0,019). O total de 41 pacientes submeteu-se a tratamento com interferon alfa e
ribavirina no periodo do estudo e os niveis desses marcadores inflamatorios puderam ser
analisados em relacdo a resposta terapéutica. Os niveis plasmaticos pré-tratamento de
CXCL10 estiveram significativamente mais elevados entre pacientes que nao apresentaram
resposta virologica precoce (RVP), se comparados aqueles com RVP - (512,9 pg/mL vs
179,1 pg/mL; p=0,011), e entre os que nao apresentaram resposta viroldogica sustentada
(RVS), se comparados aos que apresentaram RVS - (289,9 pg/mL vs. 1427 pg/mL;
p=0,045). A acuracia da CXCL10 como preditora de auséncia de RVP ¢ RVS foi de 0,79
(IC95%: 0,59-0,99) e 0,69 (IC95%: 0,51 - 0,87), respectivamente. Concluiu-se que 0s
niveis plasmaticos de CXCL9, sTNFR1 e sTNFR2 associaram-se de maneira significativa
e independente a alteragdes histologicas hepaticas, sugerindo um possivel papel da
ativacdo do sistema TNF e da reposta do tipo Thl na patogénese da infecgdo pelo HCV.
Além disso, niveis plasmaticos pré-tratamento elevados de CXCL10 foram preditores de
auséncia tanto de RVP quanto de RVS ao tratamento com interferon e ribavirina, podendo
ser potencialmente Uteis na avaliacdo da indicagdo de terapia especifica de pacientes
infectados pelo HCV.

Palavras-chave: Hepatite C. Quimiocinas. Receptores do fator de necrose tumoral.
Interferon alfa e ribavirina. Fibrose hepatica.



ABSTRACT

Host immune response seems to be responsible for progression of liver disease
among patients chronically infected with hepatitis C virus (HCV), but is also crucial for
successful clearance of the virus following specific therapy. Activation of the immune
system involves the release of cytokines and their receptors that can be measured in
plasmatic samples. The present study aimed to evaluate the association between
chemokines and soluble tumor necrosis factor receptors (sSTNFR) plasmatic levels and both
liver histological changes and therapeutic response to interferon-a and ribavirin. From June
2005 to December 2007, 73 treatment-naive patients, chronically infected with HCV and
with an available liver biopsy fragment were included in the study. Socio-demographic,
clinical and laboratory data were collected and plasmatic levels were assessed for CCL2,
CCL3, CCL11, CCL24, CXCL9, CXCL10, sTNFR1 e sTNFR2. Histological findings of
the liver fragment were reviewed and classified according to the METAVIR scoring
system and stratified as following: A < 1 (none or mild inflammatory activity) e A>2
(moderate or severe inflammatory activity); F<1 (none or mild fibrosis) e F>2 (moderate or
sever fibrosis). Plasmatic levels of CXCL9, sTNFR1 and sTNFR2 were significantly
associated with liver fibrosis with higher median levels among those with moderate/severe
fibrosis if compared to those with no or mild fibrosis (p=0,014; p=0,012; p=0,009,
respectively). Plasmatic sSTNFR2 levels were significantly associated with liver necro-
inflammatory activity with higher median leves among those with moderate/severe activity
if compared to those with no or mild activity (2,34 ng/mL vs. 1,99 ng/mL; p=0,019). Forty
one patients were treated with interferon-a and ribavirin during the study period and the
association between the levels of these inflammatory markers and therapeutic response was
analyzed. Pre-treatment CXCL10 levels were significantly higher among patients without
early or sustained virologic response if compared to non-reponders (512,9 pg/mL vs 179,1
pg/mL; p=0,011 and 289,9 pg/mL vs. 142,7 pg/mL; p=0,045, respectively). Accuracy of
CXCL10 as predictor of absence of EVR and SVR was 0,79 (CI195%: 0,59-0,99) and 0,69
(CI95%: 0,51 - 0,87), respectively. In conclusion, plasmatic leves of CXCL9, sTNFR1 and
sTNFR2 were independetly associated with liver histological changes suggesting a role of
TNF activation and Thl-type cell-mediated immune response in the pathogenesis of HCV
infection. In addition, pre-treatment CXCL10 levels were predictor of both early and
sustained virologic response to interferon-a and ribavirin and might be potentially useful in
the evaluation of candidates for therapy.

Keywords: Hepatitis C. Chemokines. Tumor necrosis factor receptor. Interferon-alpha.
Liver fibrosis.
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1 INTRODUCAO

A hepatite C ¢ responsavel por significativa morbidade e mortalidade em todo o
mundo, sendo uma das principais causas de cirrose hepatica e indicacdes de transplante de
figado (PERZ et al., 2006). A taxa mundial de prevaléncia da hepatite C ¢ estimada em 2%
(SHEPARD; FINELLI; ALTER, 2005), semelhante a observada em estudos de base
populacional realizados no Brasil, nos quais essa taxa tem se situado em torno de 1,5%
(FOCACCIA et al., 1998; SILVA et al., 1995; ZARIFE et al., 2006).

A gravidade da inflamagdo e da fibrose hepatica varia entre os pacientes
cronicamente infectados pelo virus da hepatite C (HCV) e fatores como sexo masculino,
idade mais avangada no momento da infec¢do ¢ consumo excessivo de alcool estdo
associados a maior intensidade da inflamagdo e fibrose hepaticas (POYNARD;
BEDOSSA; OPOLON, 1997; POYNARD et al., 2001). Uma progressdo mais rapida da
doenca ¢ encontrada também em pacientes co-infectados com o virus da imunodeficiéncia
humana (BENHAMOU et al., 1999) ou com o virus da hepatite B (BENVEGNU et al.,
1994) e aqueles que apresentam esteatose hepatica (LEANDRO et al., 2006) e resisténcia a
insulina (HUI et al., 2003).

O tratamento combinado de interferon com ribavirina tem demonstrado a
interrupcdo e até mesmo a reversdo do processo de fibrose quando existe resposta
virologica sustentada (POYNARD et al., 2002). Infelizmente, as taxas de resposta sdo
baixas, especialmente entre pacientes infectados pelo gendtipo 1 do HCV e aqueles com
idade mais avangada ou com fibrose mais acentuada (FRIED et al., 2002; LEE et al., 2002;
MANNS et al., 2001; MIHM et al., 2006). A identificagdo de candidatos apropriados para
o tratamento ¢ de suma importancia devido ao alto custo dos medicamentos e ao risco de
eventos adversos potencialmente graves com a terapia atualmente disponivel.

A avaliacdo do estadiamento hepatico em pacientes infectados pelo HCV ¢
essencial para estabelecer prognostico e avaliar a necessidade de terapia antiviral. A
biopsia hepatica ¢, atualmente, o padrdo-ouro para avaliagdo da fibrose hepatica, mas
técnicas de imagem como o Fibroscan e painéis de marcadores hematoldgicos/bioquimicos
como o Fibrotest e o0 APRI (indice de razdo entre aspartato aminotransferases e plaquetas)
estdo sendo cada vez mais utilizadas (SHAHEEN; WAN; MYERS, 2007; WAI et al.,

2003). A disponibilidade de marcadores hepaticos ndo-invasivos € desejavel pelos riscos
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associados a bidpsia hepatica, principalmente em pacientes com disturbios da hemostasia
(STRASSBURG; MANNS, 2006).

A importancia do padrao da resposta inflamatoria tanto na fibrogénese hepatica
quanto na resposta ao tratamento da hepatite C estd bem estabelecida (APOLINARIO;
GARCIA-MONZON, 2003; CERNY; CHISARI, 1999; CHANG; REHERMANN;
CHISARI, 1997; FRIEDMAN, 1999; NEUMAN et al., 2001). No entanto, em grande parte
desses estudos o padrdo inflamatério é avaliado por métodos tecnicamente complexos,
como andlise da expressdo intra-hepatica ou em cultura de leucécitos de marcadores
inflamatorios, o que as torna de pouca utilidade na pratica clinica. Desta forma, a
disponibilidade de técnicas mais simples e que possam ser padronizadas para analise do
processo inflamatério na hepatite C cronica como, por exemplo, a dosagem
imunoenzimatica periférica de mediadores inflamatorios plasmaticos ¢ de receptores
soltuveis de citocinas pode representar importante avanco.

O uso de marcadores inflamatérios soltveis como preditores de alteracdes
histologicas hepaticas e de resposta virologica em pacientes com hepatite C cronica vem
sendo estudado na ultima década. Entre as citocinas, a analise dos niveis periféricos da
quimiocina CXCL10 e do fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) parece promissora
(NEUMAN et al., 2001; NEUMAN et al., 2002a). A associacdo dos niveis periféricos de
outras quimiocinas como a CXCL9, CCL11, CCL24 e dos receptores soluveis do fator de
necrose tumoral (STNFR) com alteragdes histologicas hepaticas ainda precisa ser melhor
compreendida (APOLINARIO et al., 2002; KALLINOWSKI ef al., 1998; SHIELDS et al.,
1999; ZYLBERBERG et al., 1999). Além disso, ha poucas pesquisas sobre marcadores
inflamatorios soluveis como preditores de resposta terapéutica a combinagdo de interferon
com ribavirina fora do ambiente extremamente controlado dos ensaios clinicos

randomizados (DIAGO et al., 20006).

1.1 Hipotese

Niveis plasmaticos de quimiocinas e receptores soliiveis de fator de necrose
tumoral estdo associados com atividade necro-inflamatoria e fibrose hepatica e também
com resposta viroldgica ao interferon e ribavirina em pacientes com infec¢do cronica pelo

virus da hepatite C.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos gerais da infeccio pelo virus da hepatite C

O virus da hepatite C (HCV), identificado em 1989, ¢ pequeno, com
aproximadamente 50 nm, envelopado, e contém genoma constituido por fita simples de
acido ribonucléico (RNA) - (CHOO et al., 1989). Pertence a familia Flaviviridae e é
subdividido em seis gendtipos principais que se diferenciam em relagdo a distribuicao
geografica e a susceptibilidade ao tratamento (WONG; LEE, 2006). O genotipo 1 ¢ o mais
prevalente no Brasil, incluindo Minas Gerais, ¢ na maior parte do mundo, sendo sua forma
cronica a de mais dificil erradicacdo com o tratamento combinado de interferon e
ribavirina (CAMPIOTTO et al., 2005; CARMO et al., 2002; PERONE et al., 2008; ZEIN,
2000).

A principal forma de transmissdo do HCV ¢ a via parenteral e, desta forma, os
principais fatores de risco sdo o uso de drogas injetaveis e hemotransfusdo antes de 1992,
momento no qual os hemoderivados passaram a ser rastreados para presenca de anticorpos
contra 0 HCV (WONG; LEE, 2006). A transmissao do HCV pode também ocorrer pela via
sexual ou vertical, mas de forma bem menos eficiente do que pela via parenteral (LAUER;
WALKER, 2001; WONG; LEE, 2006).

A fase aguda da infeccdo pelo HCV ¢ geralmente assintomatica e, por isto,
pouco detectada (WONG; LEE, 2006). Devido a sua alta taxa replicativa, elevada
mutagénese e sua capacidade de subverter tanto a resposta imune inata quanto a adquirida,
o HCV ¢ capaz de persistir no hospedeiro, causando infec¢do cronica em cerca de 70% dos
pacientes infectados (KANTO; HAY ASHI, 2006, REHERMANN; NASCIMBENI, 2005).
Apesar de pouco citopatico, 0 HCV estimula uma agressdo imunomediada ao parénquima
hepatico que, ao longo de décadas, pode resultar em cirrose hepatica e carcinoma
hepatocelular (ALTER; SEEFF, 2000). Dos pacientes cronicamente infectados pelo HCV,
aproximadamente 15% evoluem para cirrose hepatica ao longo de um periodo que pode
variar entre 10 ¢ 30 anos e, nos pacientes com cirrose hepatica, o hepatocarcinoma ocorre
na taxa de 1 a 4% ao ano (LAUER; WALKER, 2001). O virus da hepatite C ¢ responsavel

por quase um quarto dos casos de cirrose hepatica e de carcinoma hepatocelular em todo o
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mundo e resulta em mais de 350.000 6bitos ao ano decorrentes dessas complicacdes
(PERZ et al., 20006).

A evolugdo para cirrose, quando acontece, geralmente ¢ lenta e assintomatica
(LAUER; WALKER, 2001). Diversos fatores parecem favorecer a evolugdo mais rapida
da doenca e, entre cles, destacam-se idade mais avancada no momento da infecgdo,
ingestdo moderada ou intensa de alcool e presenca de co-infeccdes pelo virus da hepatite B
ou pelo virus da imunodeficiéncia humana (SEEFF, 2002). A importancia do padrdao de
ativagdo do sistema imunoldgico na progressdo da doenga serda motivo de discussdo nas

se¢Oes subseqiientes.

2.2 Citocinas e inflamacio hepatica

As citocinas constituem um grupo de pequenas proteinas regulatorias
responsaveis pela sinalizagdo intercelular. No figado, elas sdo secretadas por diversos tipos
celulares e ligam-se a receptores especificos na membrana da célula-alvo, desencadeando
uma cascata de eventos intracelulares importantes para a regulacdo da resposta imune ao
HCV (JACOBSON BROWN; NEUMAN, 2001; MAHER, 1999). Na resposta inata ao
HCV, a expressdo de IFN-a e de genes induzidos pelo IFN esta elevada e ocorre secrecao
de IFN-y por células natural killer (NK) ativadas (KANTO; HAYASHI, 2006). Ainda
nessa fase de resposta, células dendriticas hepaticas processam antigenos virais, maturam e
migram para tecidos linfoides, onde estimulam linfécitos T e B, dando inicio a resposta
imune adquirida (KANTO; HAYASHI, 2006). Como parte da resposta adquirida,
linfocitos T ativados especificos para o HCV migram para o figado e anticorpos contra o
HCYV passam a ser detectados no soro (KANTO; HAY ASHI, 2006).

As citocinas desempenham importante papel importante na modulagdo da
resposta imune, direcionando-a para um padrdo em que predominara a resposta estimulada
por linfécitos T-auxiliares do tipo 1 (Thl) ou do tipo 2 (Th2) - (JACOBSON BROWN;
NEUMAN, 2001; SYRBE; SIVEKE; HAMANN, 1999). Células Thl secretam fator de
necrose tumoral (TNF), IFN-y e interleucinas (IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, IL-18), que
estimulam a imunidade celular a partir da ativagdo de células NK, macréfagos e produgédo
de linfocitos T citotoxicos (CHANG; REHERMANN; CHISARI, 1997). A resposta tipo
Th2, desencadeada pela secrecdo de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, estimula a imunidade

humoral e, conseqiientemente, a produgdo de anticorpos.
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Os linfoécitos T citotoxicos (LTC) exercem papel fundamental na resposta
imune celular ao HCV, reconhecendo os antigenos virais em associagdo com moléculas
HLA classe I na superficie dos hepatocitos e eliminando o virus do figado (GUIDOTTI;
CHISARI, 2001). Essa eliminagdo ocorre por meio de dois mecanismos principais: um
citolitico, no qual o LTC induz apoptose do hepatdcito infectado, e um nao-citolitico,
mediado por citocinas como IFN-y e TNF-0, no qual a supressdo da replicagdo viral se da
pela inibicdo da sintese protéica no hepatocito (GUIDOTTI; CHISARI, 2001). A
imunidade humoral, apesar de ter potencial para atuar no controle inicial da infec¢ao pelo
HCV, tem pouca efetividade na erradicacdo do virus, provavelmente pela emergéncia de
cepas virais resistentes a neutralizacao pelos anticorpos (SHIMIZU et al., 1994).

A qualidade da resposta do tipo Thl parece ser o principal determinante da
evolucdo da infeccdo aguda pelo HCV. Pacientes com infeccdo resolvida tém ampla
resposta Th1, multiespecifica, vigorosa e sustentada, enquanto a ativagdo da resposta Th2
parece favorecer a cronificacdo da infeccdo (CRAMP et al., 2000; DAY et al., 2002;
THIMME et al., 2001; TSAI et al., 1997). Embora importante para a resolu¢cdo da infeccao
durante a fase aguda e para o controle da infeccdo em sua fase cronica, a presenca de
citocinas Thl (IL-2, IFN-y, TNF-a) e a a¢do dos linfocitos T citotoxicos parecem estar
relacionadas a inflamacgdo, necrose e fibrose cicatricial hepatica (BANNER et al., 1997;
FAN et al., 1998; HIROISHI et al., 1997; LEROY et al., 2003; NAPOLI et al., 1996).

Técnicas de imuno-histoquimica mostram que 1 a 10% dos hepatdcitos estdo
infectados em algum momento (HIRAMATSU et al., 1992; NOURI-ARIA et al., 1995),
mas a a¢do dos linfocitos T citotoxicos, por meio de FasL, TNF-a e perforina, pode levar a
morte também células hepaticas ndo infectadas, ampliando o potencial de dano
hepatocelular (ANDO et al., 1997). As citocinas Th2 inibem os efeitos deletérios da
resposta citotoxica e podem ter papel de protecdo ao hospedeiro contra as conseqiiéncias
deletérias das células Thl (JACOBSON BROWN; NEUMAN, 2001). Desta forma, a
resposta Th2 atuaria de maneira a proteger o figado, reduzindo o dano hepatocelular,
embora diminuiria também a chance de elimina¢do do virus, resultando em cronificacdo na

maior parte dos pacientes infectados (TSAI et al., 1997).
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2.3 Citocinas e fibrogénese

A fibrogénese hepatica ¢ desencadeada principalmente a partir da ativacdo das
células hepaticas estreladas que se convertem de células peri-sinusoidais quiescentes, ricas
em vitamina A para células proliferativas, contrateis e fibrogénicas (IREDALE, 2003). As
células estreladas ativadas secretam maiores quantidades de substincias que compdem a
matriz extracelular, como colageno (I, III, IV, VI, XIV, XVIII), proteoglicanos, proteinas
acidicas secretadas ricas em cisteina (SPARC) e glicoproteinas (fibronectina, laminina)
(FRIEDMAN, 1999). Essas substancias se acumulam no intersticio e, com o passar do
tempo, podem subverter a arquitetura lobular e prejudicar a fungdo hepatica. Além do
aumento da quantidade, ha alteracdo também na qualidade do colageno secretado pelas
células estreladas, que passam de coldgeno IV e VI (ndo formadores de fibrila) para I e III
(formadores de fibrila), que contribuem para uma ativacdo ainda maior das células
estreladas (FRIEDMAN, 1999).

O fator de crescimento e transformacao beta (TGF-B) parece ser a mais potente
citocina fibrogénica (BLOBE; SCHIEMANN, 2000; GUTIERREZ-RUIZ; GOMEZ-
QUIROZ, 2007). Ele ¢ secretado principalmente pela propria célula estrelada (efeito
autocrino), mas ¢ também produzido por macrofagos hepaticos (células de Kupffer)
ativados (FRIEDMAN, 1999). As células de Kupffer t€ém participacdo fundamental no
desencadeamento da fibrogénese e seu acimulo no figado precede a ativagdo das células
estreladas (FRIEDMAN, 1999). As células endoteliais, plaquetas e os proprios hepatocitos
também reagem a agressdo hepatica, secretando, além do TGF-B, substancias como
fibronectina, fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e peroxidos lipidicos que
também estimulam a ativacdo das células estreladas (FRIEDMAN, 1999).

A degradacdo da matriz extracelular é regulada por metaloproteinases (MMP),
por enzimas que ativam MMP latentes (plasmina, estromelisina e MMP tipo membrana) e
por inibidores especificos tissulares das MMP (TIMP) - (FRIEDMAN, 1999;
GUTIERREZ-RUIZ; GOMEZ-QUIROZ, 2007). As células estreladas ¢ as células de
Kupffer, principais envolvidas no processo de fibrogénese, contribuem para a degradagdo

da matriz extracelular, secretando MMP.
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2.4 Marcadores inflamatodrios soluveis de alteracoes histologicas hepaticas

O dano hepatocelular na hepatite C cronica resulta principalmente da resposta
imunocelular Th1 (NAPOLI ef al., 1996; SOBUE et al., 2001), que ¢ também o principal
fator de progressao da fibrose hepatica (GHANY et al., 2003). A resposta Thl estad muito
ativada em pacientes com infecg¢@o cronica pelo HCV e os LTC, na tentativa de clarear a
infec¢do, acabam desempenhando importante papel na destruicdo hepatocitaria (CHANG;
REHERMANN; CHISARI, 1997, WEIJSTAL, 1995). A avaliagdo da intensidade da
ativacdo imune a partir da dosagem periférica de marcadores inflamatorios soliveis pode,

portanto, auxiliar na predi¢do de dano hepatico.

2.4.1 Quimiocinas e doenca hepatica

As quimiocinas constituem um subgrupo de pequenas citocinas envolvidas na
quimiotaxia leucocitaria e importantes na regulacdo do equilibrio das respostas Th1/Th2
(BAGGIOLINI; DEWALD; MOSER, 1997, CHARO; RANSOHOFF, 2006; GERARD;
ROLLINS, 2001; KUNKEL, 1999; LUSTER, 1998; MACKAY, 1997; ONO et al., 2003).
A partir de um processo denominado haptotaxia, os leucocitos se movem em dire¢ao a
concentragdes mais altas de quimiocinas e migram para locais de infeccdo ou sdo
direcionados aos linfonodos. Além da quimioatracdo, as quimiocinas também estdo
envolvidas na ativagdo leucocitaria, diferencia¢do linfocitaria, angiogénese ¢ fibrogénese
(BAGGIOLINI; DEWALD; MOSER, 1997, CHARO; RANSOHOFF, 2006; GERARD;
ROLLINS, 2001; KUNKEL, 1999; LUSTER, 1998; MACKAY, 1997; ONO et al., 2003).

Mais de 50 quimiocinas ja foram identificadas e agrupadas em quatro
subfamilias de acordo a posicdo dos pares de residuos de cisteina em sua estrutura (ROT;
VON ANDRIAN, 2004). As duas subfamilias mais importantes sdo a CC, a maior delas,
na qual os primeiros dois residuos de cisteina (C) sdo adjacentes; e a CXC, que possuiu
esses residuos de cisteina separados por um aminoacido (X). As quimiocinas sao
denominadas de acordo com a subfamilia, seguidas da letra L (ligante) e de um nimero
corresponde ao gene que a codifica (ex: CCL5 ou CXCL10). A nomenclatura dos
receptores de quimiocinas segue a mesma regra, com a substituicdo da letra L pela letra R

(receptor) - (ZLOTNIK; YOSHIE, 2000). Ressalta-se que, embora os receptores sejam
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especificos para quimiocinas de determinadas subfamilias, cada receptor geralmente se liga
a mais de uma quimiocina.

Em processos inflamatorios cronicos, as quimiocinas CC sdo importantes para a
atracdo de mondcitos para os locais de inflamacgdo, enquanto as da subfamilia CXC
parecem ser mais importantes na atracdo de linfécitos T ativados (CHARO;
RANSOHOFF, 2006; LUSTER, 1998; ROLLINS, 1997). Como a resposta Thl esta
particularmente envolvida no dano hepatocelular de pacientes com hepatite C cronica,
existe especial interesse nas quimiocinas que se ligam aos receptores CCRS ¢ CXCR3,
expressos em células inflamatorias relacionadas a esse tipo de resposta (BONECCHI et al.,
1998; QIN et al., 1998). Entre essas quimiocinas, destacam-se a CCL2 (monocyte
chemotactic protein-1, MCP-1), CCL3 (macrophagic inflammatory protein 1 alpha, MIP-1
alpha), CCL4 (macrophagic inflammatory protein 1 beta, MIP-1beta), CCL5 (regulated
upon activation, normal T cell expressed and secreted, RANTES), CXCL9 (monokine
induced by ifn-gamma, MIG) e CXCL10 (interferon-gamma inducible protein, IP-10).

No figado, as quimiocinas sdo produzidas principalmente por mondcitos
ativados, células de Kupffer, células endoteliais e hepatocitos (APOLINARIO; GARCIA-
MONZON, 2003; KOZIEL, 1999). Em consonéncia com a predominancia de uma resposta
imune Thl, as células endoteliais dos tratos portais de pacientes infectados pelo HCV
secretam CCL3, CCL4 e CCLS, enquanto os linfécitos que os infiltram expressam
intensamente o receptor CCRS5 (SHIELDS et al, 1999). As quimiocinas CXCL9 e
CXCL10 sao expressas principalmente pelos hepatocitos e associam-se com a infiltragao
intra-hepatica de linfocitos que apresentam receptor CXCR3 (ZEREMSKI et al., 2008).

A expressdo desses receptores de quimiocinas em linfocitos T intra-hepaticos
parece associar-se a lesdo hepatocelular. Larrubia et al. (2007) mostraram que a maioria
dos LTC infiltrando o figado apresentava fenotipo com elevada expressdo de CCRS e
CXCR3 e que esta expressdo associou-se a atividade inflamatoria hepatica periportal e
lobular. Reforcando a importidncia do CCRS5 na patogénese da doenga, pacientes com
hepatite C cronica evidenciando mutagdes que resultam em um CCRS menos funcional
tém menos inflamagao hepatica (GOULDING et al., 2005; HELLIER et al., 2003).

Embora relevante para a compreensao dos mecanismos de inflamacao hepatica
na hepatite C cronica, a avaliacdo da expressdo intra-hepatica de quimiocinas e/ou de
receptores linfocitarios ¢ tecnicamente dificil e ndo pode ser amplamente utilizada. Por
outro lado, os niveis de quimiocinas podem ser medidos com mais facilidade no soro ou

plasma usando-se técnicas imunoenzimaticas padronizadas e comercialmente disponiveis.
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Os niveis de quimiocinas periféricas geralmente refletem um excedente da
producdo nos locais de inflamagdo e sdo interpretados como marcadores indiretos da
atividade inflamatoria local (BUTERA et al., 2005). O papel in vivo das quimiocinas na
circulagdo periférica ainda nao esta estabelecido. Embora possam representar apenas
subprodutos ndo-funcionais, alguns autores t€ém especulado que essas quimiocinas séricas
ou plasmaticas poderiam antagonizar a migragdo leucocitaria, regulando negativamente os
receptores na membrana dos leucocitos (LARRUBIA et al., 2007) e/ou interferindo no
gradiente de sinalizagdo responsavel pela quimiotaxia dos leucécitos periféricos (CLARK-
LEWIS et al., 2003; HECHTMAN et al., 1991).

Apesar do papel incerto das quimiocinas circulantes ¢ embora elas possam
refletir também producdo extra-hepatica (BUTERA et al., 2005), a utilizacdo dos niveis
periféricos desse subgrupo de citocinas como marcadores de dano hepatocelular em
pacientes com hepatite C cronica vem sendo amplamente estudada.

A associacdo entre niveis de CXCLI10 circulante e infeccdo pelo HCV foi
inicialmente demonstrada em 1997 (NARUMI et al., 1997) em um estudo que ressaltou
aumento dos niveis séricos dessa quimiocina em portadores cronicos do HCV comparados
aos encontrados em voluntarios sadios. Estudos adicionais revelaram que, além de estarem
elevados (BUTERA et al., 2005), os niveis de CXCL10 periféricos (tanto séricos quanto
plasmaticos) estiveram associados de forma dose-resposta a inflamagdo e fibrose hepaticas
(APOLINARIO et al., 2004; HARVEY et al., 2003). No figado infectado pelo HCV, a
CXCL10 ¢ produzida por células linfoides, hepatocitos e células endoteliais sinusoidais em
reposta ao interferon-y, TNF-a e as proteinas do HCV como a NS5A e proteina core
(APOLINARIO et al., 2005; NARUMI et al., 1997; NARUMI et al., 2000; ZEREMSKI et
al., 2008). Além de atrair mondcitos e células T, a CXCL 10 influencia também na
fibrogénese. As células estelares hepaticas (HSC), protagonistas do processo de
fibrogénese hepatica (IREDALE, 2003), expressam CXCR3 e migram seguindo um
gradiente de CXCL10 (BONACCHI et al., 2001).

A expressdo intra-hepatica de CXCL9, uma quimiocina que se liga a0 mesmo
receptor da CXCL10 e que tem funcdes semelhantes, estd também aumentada em pacientes
com hepatite C e correlaciona-se com inflamagdo e fibrose hepatica (APOLINARIO et al.,
2002; SHIELDS et al., 1999; ZEREMSKI et al., 2008). Niveis periféricos de CXCL9
também estiveram significativamente elevados entre pacientes com hepatite C cronica se

comparados a controles sadios (APOLINARIO et al., 2004; BUTERA et al., 2005).
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Niveis periféricos de outras quimiocinas da subfamilia CXC, como CXCLS
(interleukin-8, IL-8) e CXCLI11 (interferon-gamma inducible protein-9, IP-9), também
estdo aumentados em pacientes com hepatite C (APOLINARIO et al., 2002; BUTERA et
al., 2005). A expressdo de CXCLS8 ¢ estimulada pela presenca intracelular de proteinas
virais ndo-estruturais (e.g. NS5A) - (WERTHEIMER et al., 2007) e, além de atuar como
quimiocina pro-inflamatoria, exerce efeito pro-viral a partir da inibigdo da atividade
antiviral do interferon (KHABAR et al, 1997, POLYAK et al., 2001a; 2001b). Alguns
autores demonstraram que os niveis séricos de CXCL8 aumentam significativamente em
pacientes com atividade histoldégica mais intensa e estdo ainda mais elevados naqueles
apresentando cirrose hepatica (KAPLANSKI et al., 1997; NEUMAN et al., 2007). Mais
recentemente, Tachibana et al. (2007) também salientaram a correlagdo entre niveis desta
quimiocina e progressdao da doenca hepatica, enfocando o aparecimento de carcinoma
hepatocelular. Esses autores foram capazes de demonstrar significativo aumento dos niveis
séricos de CXCLS8 entre pacientes com carcinoma hepatocelular, especialmente entre
aqueles com metastases a distancia, sugerindo que a expressdo dessa quimiocina estaria
aumentada a partir da transformac¢do maligna dos hepatocitos (TACHIBANA et al., 2007).

Em relagdo a quimiocinas da subfamilia CC, a expressdo intra-hepatica de
CCLS5 esta aumentada, especialmente nas areas periportais, € associa-se significativamente
ao grau de inflamacdo hepatica e aos niveis de aminotransferases (APOLINARIO et al.,
2002; KUSANO et al., 2000; NISCHALKE et al., 2004; SHIELDS et al., 1999). Niveis
séricos de CCL5 foram também associados ao indice de atividade histologica (HAI) em
pacientes com hepatite C cronica (NEUMAN et al., 2007). A importancia dos niveis intra-
hepaticos de CCL21 (BONACCHI et al., 2003) e séricos de CCL20 (YAMAUCHI et al.,
2002) na inflamacdo hepatica ¢ na modulagdo de fibrose em pacientes com hepatite C

cronica ja foi também demonstrada.

2.4.2 Fator de necrose tumoral, seus receptores soluveis e dano hepatocelular

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) € uma citocina pro-inflamatéria com
importante papel nas respostas aguda e cronica as infecg¢des virais, bacterianas, flingicas e
parasitarias (BRADLEY, 2008). O TNF-a ¢ produzido principalmente por macrofagos

ativados durante a reag@o inflamatdria que se segue ao reconhecimento de antigenos virais,
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mas o estimulo exato para sua producdo aumentada na infeccdo pelo HCV ainda nao foi
claramente definido (RADKOWSKI et al., 2004).

A bioatividade do TNF-a ¢ desencadeada por sua ligagdo a receptores celulares
especificos (TNF-R), TNF-R1 (p55) e TNF-R2 (p75) - (BRADLEY, 2008), que diferem
em peso molecular, localizagdo e¢ fungdo (GEHR et al., 1992; WARE et al., 1991).
Enquanto o TNFRI1 se distribui amplamente nas células do corpo, o TNFR2 restringe-se a
células de origem hematopoiética. O TNFR1 faz a mediacdo da maioria das repostas
celulares induzidas pelo TNF-qa, incluindo ativagdo da transcrigdo de fatores como o NF-
kB e apoptose (KALLINOWSKI et al., 1998; LIU; HAN, 2001).

Esses receptores de membrana podem sofrer clivagem proteolitica e se tornar
receptores soliveis que se ligam ao TNF-a circulante e inibem sua atividade
(ENGELMANN; NOVICK; WALLACH, 1990; NOPHAR et al., 1990; OLSSON et al.,
1989; SECKINGER; ISAAZ; DAYER, 1989; WANG et al., 2003). Essa inibicdo ¢ o
resultado da competicdo entre receptores de membrana e receptores soluveis pela ligacdo
ao TNF-a e tem importante papel regulador da bioatividade do TNF-o (ADERKA, 1996).
Receptores soluveis de TNF (sTNFR1 e sTNFR2) sdo liberados por neutrofilos e células T
ativadas, células mononucleares ¢ fibroblastos (PORTEU; NATHAN, 1990; PORTEU et
al., 1991; PORTEU; HIEBLOT, 1994;) em resposta a diferentes substincias como
produtos virais ou bacterianos e diversas citocinas (IL-13, IL-2, IL-6), incluindo o proprio
TNF-a (JOYCE et al, 1994; LANTZ et al., 1990; LIEN et al, 1995; PORTEU;
NATHAN, 1990).

O TNF-a esta envolvido na patogénese de diversas condigdes hepaticas,
incluindo as hepatites virais (KALLINOWSKI et al., 1998; YOSHIOKA et al., 1989). Em
pacientes com hepatite C, o TNF-a é um indutor de apoptose em hepatdcitos infectados
(KOUNTOURAS; ZAVOS; CHATZOPOULOS, 2003) e pode também ser responsavel
pelo dano causado pelos LTCs aos hepatocitos circunvizinhos nao-infectados
(KAPLANSKI et al., 1997).

Os niveis séricos de TNF-a correlacionam-se bem com seu padrdo imuno-
histoquimico hepdtico, sugerindo que os niveis periféricos dessa citocina possam ser
usados como marcadores indiretos da sua expressdo local, em pacientes com hepatite C
cronica (NEUMAN et al., 2007). Niveis séricos de TNF-a estdo significativamente mais
elevados entre pacientes com hepatite C cronica, se comparados a voluntarios sadios
(NEUMAN et al, 2001), e estdo positivamente associados aos valores de

aminotransferases (HASSAN et al., 2007) e a intensidade de inflamacao e fibrose hepatica
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(TILG; VOGEL; DINARELLO, 1995). Mesmo pacientes com inflamag@o hepatica leve
apresentam niveis elevados de TNF séricos, sugerindo que essa citocina pode ser utilizada
como marcador sensivel de inflamagao hepatica (NEUMAN et al., 2002c). Niveis séricos
elevados de TNF-o também estiveram associados a esteatose hepatica, possivelmente
devido a sua correlag@o inversa com niveis de adiponectina, um importante regulador do
conteudo lipidico hepatico (DURANTE-MANGONI et al., 2006).

Niveis circulantes de STNFR parecem refletir ativacdo do sistema TNF (DIEZ-
RUIZ et al., 1995), embora ndo esteja claro se esses receptores soluveis provém do figado
e/ou de células mononucleares periféricas (KALLINOWSKI et al., 1998). Como o sSTNFR
tem mais estabilidade e maior meia-vida que o TNF circulante, tem sido considerado
melhor marcador de atividade inflamatoria (VAN ZEE et al., 1992).

Assim como em relagdo ao TNF, os niveis séricos dos receptores soluveis dessa
citocina (STNFR1 e sTNFR2) também se associaram de maneira significativa aos niveis de
aminotransferases ¢ ao grau de inflamagdo e fibrose hepatica em diversos estudos
envolvendo pacientes com hepatite C crénica (ITOH et al., 1999; KAKUMU et al., 1997;
KALLINOWSKI et al., 1998; ZYLBERBERG ef al., 1999).

2.5 Tratamento na hepatite C cronica

O tratamento atual dos pacientes com hepatite C crénica ¢ baseado na
combinagdo de interferon-a (IFN-a)), em sua forma convencional ou peguilada, e ribavirina
(RBV), por 24 a 48 semanas, dependendo do genotipo viral (BRASIL, 2007; DE ARAUJO
etal.,2007; STRADER et al., 2004).

O IFN-a exdgeno age de maneira similar ao endégeno por meio da inducdo de
genes estimulados pelo interferon (ISGs), que estabelecem um estado antiviral no interior
das células (FELD; HOOFNAGLE, 2005; TILG, 1997). Além dessa atividade antiviral, o
IFN-a fortalece tanto a resposta imune inata quanto a adquirida de interagdes com
linfocitos T, células NK e células dendriticas (TILG, 1997).

A ribavirina ¢ um analogo de guanosina que parece atuar como um agente
antiviral principalmente por meio da indu¢do de mutagénese do HCV, resultando em baixa
aptiddo replicativa (FELD; HOOFNAGLE, 2005). A ribavirina parece atuar também como
imunomoduladora, alterando o balanco Th1/Th2 em favor de uma resposta Thl (TAM et

al., 1999).
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Resposta viroldgica sustentada (RVS), ou seja, HCV RNA sérico indetectavel
24 semanas ap6s o término do tratamento, ¢ observada em quase a metade dos pacientes
tratados. Fatores como idade, gendtipo, carga viral e indice de massa corpdrea interferem
na taxa de resposta (FRIED et al., 2002; MANNS et al., 2001). O desfecho do tratamento
da hepatite C parece ser influenciado também pela capacidade da resposta imunocelular de
controlar a replicagdo viral. Uma resposta Thl precoce parece ser importante para o
clareamento viral durante a hepatite C aguda (GUIDOTTI; CHISARI, 2001; KAMAL et
al., 2004; REHERMANN; NASCIMBENI, 2005) e um resposta de células T HCV-
especificas também estd associada a resposta terapéutica entre pacientes cronicamente

infectados (CRAMP et al., 2000; KAMAL et al., 2002; 2004; NELSON et al., 1998).

2.5.1 Associaciio entre niveis de quimiocinas e resposta ao tratamento da hepatite C

cronica

A atividade intra-hepatica dos linfocitos T citotoxicos ¢ fundamental na
resposta terapéutica de pacientes com hepatite C cronica (NELSON et al., 1998) e, desta
forma, as quimiocinas envolvidas na atracdo dessas células para o figado podem
desempenhar importante papel na erradicagdo do HCV.

Como ja mencionado, as quimiocinas CCL3, CCL4 e CCL5, mediante sua
interagdo com o receptor CCRS5 presente nos leucocitos, sdo importantes na resposta imune
ao HCV. Uma expressdo reduzida de CCRS5 reduz a resposta de citocinas Th1 em pacientes
com hepatite C cronica (LECHNER et al., 2000; WOITAS et al., 1997) e pode, portanto,
prejudicar a resposta terapéutica. A expressdo de CCRS ¢ positivamente regulada pelo
interferon (YANG et al, 2001) ¢ inibida pela proteina viral de envelope E2
(NATTERMANN et al., 2004).

Para compreender melhor o papel do CCRS5 no tratamento de pacientes com
hepatite C cronica, alguns estudos foram conduzidos com individuos apresentando
mutagdes que impedem a expressdo funcional desse receptor. Esses estudos referenciaram
que a mutacdo CCR5-Delta 32 esteve associada a menor resposta a monoterapia com IFN
(AHLENSTIEL et al., 2003), embora essa diferenga nio tenha sido observada quando o
interferon foi utilizado em combina¢ao com a ribavirina (GLAS et al., 2003).

As células Thl efetoras também expressam o receptor CXCR3 (VON
ANDRIAN; MACKAY, 2000) ¢ um aumento dos LTCs com alta expressdo desse receptor
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esta associado a melhores taxas de resposta virologica sustentada (LARRUBIA et al.,
2007). Esta ultima pesquisa também demonstrou que todos os pacientes que falharam em
aumentar os niveis de LTC com elevada expressdao de CXCR3 depois de 24 semanas de
tratamento também falharam em obter resposta virologica sustentada (LARRUBIA et al.,
2007).

A quimiocina CXCL10, um ligante do CXCR3, estd associada a resposta
terapéutica de pacientes com hepatite C cronica. Niveis periféricos pré-tratamento de
CXCL10 estiveram inversamente associados a resposta a terapia tanto com interferon em
monoterapia (BUTERA et al, 2005) como em combinagdo com a ribavirina
(APOLINARIO et al., 2004; DIAGO et al., 2006). A associacdo entre os niveis periféricos
de CXCL10 e desfecho terapéutico foi demonstrada tanto para interferon convencional
(NARUMI et al., 1997) quanto para o peguilado (APOLINARIO et al., 2004; BUTERA et
al., 2005; LAGGING et al., 2006; ROMERO et al., 2006), com niveis mais elevados
encontrando-se significativamente associados a piores respostas terapéuticas. Essa
associacdo foi constatada tanto para resposta viroldgica rapida quanto para resposta
virologica sustentada (LAGGING et al., 2006; ROMERO et al., 2006). Dois estudos
diferentes mostraram que niveis periféricos de CXCL10 superiores a 600 pg/mL
apresentaram valor preditivo negativo para RVS de aproximadamente 80% e que alcangou
100% em pacientes dificeis de serem tratados (e.g. alto indice de massa corpdrea e alta
carga viral) - (LAGGING et al., 2006; ROMERO et al., 2006).

Niveis séricos de CXCL10 durante o tratamento também foram preditores de
resposta terapéutica. Narumi et al. (1997) relataram que uma reducdo dos niveis de
CXCL10 precedeu a resposta terapéutica e que aqueles com resposta virologica sustentada
normalizaram completamente seus niveis. Pacientes que ndo eliminaram o HCV apos o
tratamento mantiveram niveis elevados de CXCL10, em comparagdo aos encontrados em
respondedores virologicos, mesmo que tenham normalizado as aminotransferases, isto €,
que tenham apresentado resposta bioquimica (ITOH et al., 2001).

Diferentes teorias tém sido apresentadas para explicar a relacdo entre niveis
elevados de CXCL10 e baixas taxas de resposta. Niveis elevados de CXCL10 periférico
poderiam prejudicar o gradiente de sinalizagdo tanto de CXCL10 quanto de CCLS5
(BUTERA et al., 2005) ou poderiam regular negativamente receptores CCR5 em LTC
circulantes (LARRUBIA et al., 2007). Uma explicagdo diferente foi proposta por Diago et
al. (2006), que sugeriram que os niveis elevados de CXCL10 poderiam resultar em

acumulo de células T efetoras no figado. Esse acimulo resultaria em aumento da pressao
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seletiva do HCV, promovendo o aparecimento de maior nimero de mutantes do HCV
passiveis de escape da resposta imune, que seriam de mais dificil erradicagdo com a terapia
especifica (DIAGO et al., 2000).

Outros dois ligantes do CXCR3 - CXCL9 e CXCL11 - também foram avaliados
como preditores de resposta ao tratamento em pacientes com hepatite C cronica. Niveis
plasmaticos de CXCL9 apresentaram reducao significativa em pacientes com RVS, mas os
niveis pré-tratamento ndo se associaram as taxas de resposta (BUTERA et al., 2005). Os
mesmos autores ndo referiram associagdo entre niveis plasmaticos pré-tratamento de
CXCL11 e resposta terapéutica nem alteragdes dos niveis durante o tratamento (BUTERA
et al., 2005).

CXCLS8, uma quimiocina que se liga aos receptores CXCR1 e CXCR2, esta
envolvida na inibicdo da agdo do interferon. Possivelmente devido a essa agdo inibitéria,
niveis séricos de CXCL8 mais elevados associaram-se a falha na resposta a terapia
antiviral em pacientes com hepatite C cronica (MIHM et al., 2004; NEUMAN et al., 1999;
POLYAK et al., 2001b).

A cinética das quimiocinas CC durante tratamento de pacientes com hepatite C
cronica também foi investigada. Yamauchi et al. (2002) descreveram niveis séricos de
CCL20 aumentados duas semanas apds o inicio de monoterapia com interferon entre
respondedores, enquanto os nao-respondedores ndo manifestaram mudanga significativa
nos niveis séricos dessa quimiocina. Entretanto, os niveis de CCL20 pré-tratamento foram
similares comparando respondedores e nao-respondedores, ndo sendo Ttuteis como
preditores de resposta terapéutica (YAMAUCHI et al., 2002).

O papel do CCL2 e de seu receptor, CCR2, como preditores de resposta
terapéutica entre pacientes com hepatite C ainda ndo foi bem esclarecido. Um estudo
demonstrou associagdo entre a cinética dos niveis séricos de CCL2 e taxas de resposta
virologica (PANASIUK; PROKOPOWICZ; PANASIUK, 2004), mas outra pesquisa
falhou em verificar qualquer associa¢do da resposta viroldgica com polimorfismos do gene

CCL2 e CCR2 (MONTES-CANO et al., 2007).

2.5.2 TNF-o0, seus receptores soliveis e resposta terapéutica na hepatite C cronica

O TNF-a parece ndo estar diretamente envolvido na eliminagdo do HCV, pois

ndo interfere na sintese protéica ou de RNA do virus (FRESE et al., 2003). Entretanto,
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sabe-se que a sintese de TNF-a ¢ suprimida pelo IFN-a durante o tratamento (ABU-
KHABAR; ARMSTRONG; HO, 1992) e essa supressdo parece ser um dos mecanismos
pelo qual a normalizacdo das aminotransferases pode ocorrer durante o tratamento, mesmo
com a persisténcia da infeccdo (FABRIS et al., 1999).

Em pacientes com hepatite C cronica recebendo terapia combinada com IFN-a
e ribavirina, os niveis séricos de TNF-o reduziram-se significativamente ao final do
tratamento e esse declinio acompanhou aquele observado nos niveis de aminotransferases
(NEUMAN et al., 2001). Entre os respondedores, os niveis de TNF-o sustentaram-se em
valores mais baixos durante o acompanhamento poés-tratamento, enquanto entre os
recidivantes retornaram aqueles encontrados antes do tratamento. A queda de TNF-a foi
mais acentuada ao final do tratamento entre os que receberam terapia combinada se
comparados aqueles que receberam IFN-a em monoterapia (NEUMAN et al., 2002b).

A avaliacdo dos niveis pré-tratamento do TNF-a parece ser também util na
predicdo de resposta terapéutica. Pacientes com niveis séricos de TNF-o pré-tratamento
mais baixos (NEUMAN et al., 1999) ou menores niveis pré-tratamento de expressdao do
TNF-a em células mononucleares periféricas (PBMC) - (LARREA et al, 1996)
apresentaram melhores taxas de resposta ao tratamento com IFN-a. Um estudo conduzido
por Zein et al. (2005) usando etanercept, um antagonista TNF-a, nas primeiras 24 semanas
de tratamento com IFN-a e ribavirina, resultou em taxas de respostas mais altas durante o
tratamento.

Ressalta-se que o papel dos niveis de TNF-a como preditores ainda precisa ser
mais bem compreendido, ja que um outro trabalho ndo mostrou diferenga entre os niveis
pré-tratamento de TNF-a entre respondedores e ndo-respondedores & monoterapia com
IFN-o (KALLINOWSKI et al., 1998).

Em relagdo aos receptores soluveis de TNF (sTNFR), sua influéncia na
homeostasia do sistema TNF pode contribuir para a agdo antiinflamatéria do IFN-a. Na
infecg¢do pelo virus da hepatite B, niveis séricos elevados de sTNFR antes da terapia com
interferon associaram-se a sucesso terapéutico (MARINOS et al., 1995). Na hepatite C, o
papel do sSTNFR ndo esta ainda bem esclarecido. Um aumento dos niveis de sTNFR,
especialmente no sTNFR1, ocorre poucas horas apds administragdo de IFN-a (TILG;
VOGEL; DINARELLO, 1995), mas este aumento parece ser temporario, ndo sendo
encontrada alteragdes nos niveis séricos tanto de STNFR1 quanto de sSTNFR2 trés meses
apos o inicio de monoterapia com este medicamento (ZYLBERBERG et al., 1999). Doze

meses apos o término de monoterapia com IFN-a, os niveis de STNFR2 reduziram-se em
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individuos com resposta sustentada, enquanto os niveis entre os nao-respondedores
permaneceram inalterados (ITOH et al., 1999). Entretanto, os niveis séricos pré-tratamento
de sTNFR1 ou sTNFR2 ndo foram capazes de predizer resposta viroldogica em pacientes
tratados em monoterapia com IFN-a (KALLINOWSKI ef al., 1998).

Considerando as caracteristicas do STNFR, que incluem maior estabilidade na
circulagdo periférica, pesquisas adicionais sdo necessarias para melhor compreender o

papel do sTNFR na predicao de resposta terapéutica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos principais

Analisar a associagdo dos niveis plasmaticos de quimiocinas e receptores soluveis
de fator de necrose tumoral com atividade necro-inflamatoria e fibrose hepatica em
pacientes com infecgdo cronica pelo virus da hepatite C.

Analisar a associacdo dos niveis plasmaticos pré-tratamento de quimiocinas e
receptores soluveis de fator de necrose tumoral com resposta virologica ao
tratamento com interferon e ribavirina em pacientes com infeccdo cronica pelo

virus da hepatite C.

3.2 Objetivos secundarios

Identificar fatores clinicos, epidemiologicos, bioquimicos e virologicos associados
a atividade necro-inflamatoria e fibrose hepatica nos pacientes com infecg@o
cronica pelo virus da hepatite C.

Identificar fatores clinicos, epidemiologicos, bioquimicos e virolégicos associados
a resposta de pacientes com infecc¢do cronica pelo virus da hepatite C ao tratamento
com interferon e ribavirina.

Analisar a cinética dos niveis plasmaticos de quimiocinas e receptores soltiveis de
fator de necrose tumoral ap6s inicio do tratamento com interferon e ribavirina e sua
associacdo com resposta virologica em pacientes com infeccdo cronica pelo virus

da hepatite C.
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4 PACIENTES E METODOS

41 Desenho

Trata-se de estudo observacional, coorte prospectivo, com coleta de dados
realizada entre junho de 2005 e junho de 2008. A inclusdo de pacientes ocorreu de junho
de 2005 a dezembro de 2007, periodo no qual pacientes consecutivos com infec¢@o cronica
pelo virus da hepatite C (HCV), atendidos em consultas de acompanhamento no
Ambulatorio de Hepatites do Centro de Treinamento e Referéncia em Doengas Infecciosas
(CTR-DIP) Orestes Diniz, foram triados pelos pesquisadores do estudo (FIG. 1). Os
pacientes que preencheram critérios de eligibilidade nessa avaliacdo de triagem foram
convidados a participar da pesquisa e os que aceitaram, apos lerem e assinarem termo de
consentimento livre e esclarecido (APENDICE A), tiveram amostras plasmaticas
analisadas em relagdo a concentracdo dos seguintes marcadores inflamatorio solaveis:
CCL2, CCL3, CCLI11, CCL24, CXCL9 e CXCL10, sTNFR1 e sTNFR2. Dados
sociodemograficos e clinicos foram obtidos pela revisdo de prontuario e complementados
por entrevista aplicada logo apds a consulta clinica.

Realizou-se analise transversal da associacdo entre os niveis plasmaticos dos
marcadores inflamatorios soluveis e o grau de atividade necro-inflamatoria e de fibrose
presentes em fragmento de bidpsia hepatica. Procedeu-se a analise longitudinal da
associacdo entre resposta terapéutica e os mesmos marcadores inflamatorios anteriormente
descritos, dosados em amostras plasmaticas coletadas antes do inicio do tratamento, na 12°
semana de tratamento e ao seu final.

Para constituirem o grupo-controle, acompanhantes de pacientes vinculados ao
servico e estudantes de Medicina que atendiam aos critérios de eligibilidade foram
convidados a participar. Aqueles que aceitaram, apos lerem e assinarem termo de
consentimento livre e esclarecido, foram submetidos a coleta de sangue para dosagem
plasmatica dos mesmos marcadores inflamatorios analisados nos pacientes com hepatite C

cronica.
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4.2 Local do estudo

O estudo foi desenvolvido no Centro de Referéncia em Doencas Infecciosas e
Parasitarias (CTR-DIP) Orestes Diniz, unidade da Secretaria Municipal de Satde de Belo
Horizonte conveniada com a Universidade Federal de Minas Gerais e considerada uma das
principais referéncias publicas do estado de Minas Gerais no atendimento ambulatorial de
infectologia.

Os pacientes atendidos no Ambulatorio de Hepatites Virais do CTR-DIP sdo
encaminhados de hemocentros, unidades basicas de saude e unidades de referéncia
secundaria de todo o estado. De acordo com a rotina do Ambulatoério, na primeira consulta
de pacientes com sorologia positiva para HCV sdo solicitados os seguintes exames:
hemograma, perfil hepatico, fung@o renal, glicemia jejum, trés amostras de exame
parasitologico de fezes para avaliagdo de esquistossomose mansbnica, ultra-sonografia
abdominal, sorologias para o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), virus da hepatite A
e hepatite B, pesquisa de auto-anticorpos (fator antinuclear, anticorpo antimusculo liso,
antimitocondria) e avaliacdo da presenca de RNA plasmatico do HCV por técnica de
reagdo em cadeia da polimerase qualitativa (AMPLICOR®, Roche Molecular Systems),
com limite de detec¢do de 50 Ul/mL. O exame de genotipagem, realizado pela analise
comparativa da seqiiéncia obtida de 172 nucleotideos (nt: 92 a 263) com seqiiéncias de
referéncia dos genotipos do HCV (1a, 1b, 2a, 2b, 2c, 3a, 4a, 5a e 6a), ¢ realizado em todos
os casos nos quais a infec¢do pelo HCV ¢ confirmada. A quantificacdo do RNA viral
plasmatico por técnica de reagio em cadeia da polimerase quantitativa (AMPLICOR®,
Roche Molecular Systems), com limite de detecgdo entre 600 Ul/mL e 850.000 Ul/mL, ¢é
realizada em pacientes com genétipo 1, que sfo submetidos a tratamento. A bidpsia
hepatica percutanea, guiada por ultra-som com agulha tru-cut, ¢ indicada para todos os
pacientes com infecg¢do cronica pelo HCV que ndo apresentem contra-indicagdo ao

procedimento e, ou, que ndo se manifestem contrarios a sua realizacao.
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4.3 Obtencio e armazenamento das amostras de plasma

As amostras de plasma utilizadas foram coletadas no CTR-DIP Orestes Diniz
ou no laboratério do Nucleo de Pesquisa em Apoio Diagnostico da Faculdade de Medicina
da UFMG (NUPAD-UFMG). Apos a coleta, as amostras foram prontamente enviadas para
centrifugagio, aliquotagem e armazenamento a temperatura de -70°C no laboratorio do
NUPAD, sendo descongeladas apenas no momento da analise.

O NUPAD-UFMG realiza, de maneira rotineira, a coleta de amostra plasmatica
para exame de biologia molecular para deteccdo plasmatica de RNA do HCV, para
genotipagem do virus e para quantificagdio do RNA viral plasmatico dos pacientes
cadastrados no CTR-DIP Orestes Diniz. Também na propria rotina do laboratorio, o
excedente de plasma utilizado na realizagdo desses exames fica armazenado a temperatura
de -70 °C para fins de pesquisa e, ou, controle de qualidade do laboratorio.

Os pacientes com biopsia hepatica realizada anteriormente ao inicio do estudo e
cuja amostra de plasma congelada estava disponivel no NUPAD-UFMG foram também
convidados a participar da pesquisa. Para andlise da associacdo entre os mediadores
inflamatorios soluveis e alteragdes histologicas hepaticas, utilizaram-se apenas amostras
plasmaticas cuja coleta ndo havia sido realizada ha mais de 12 meses, anteriormente ou
posteriormente a data de realizacdo da bidpsia hepatica (FIG. 2).

Para a andlise da associagdo entre os marcadores inflamatorios e resposta
terapéutica, foram utilizados como valores pré-tratamento aqueles obtidos na analise das
amostras coletadas proximo da bidpsia hepatica. As amostras para analise dos marcadores
na 12% semana de tratamento (pacientes com gendtipo 1) e ao final do tratamento (todos os
pacientes) foram coletadas no NUPAD, juntamente com a coleta do exame de biologia

molecular realizada nesses dois momentos (FIG. 3).
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FIGURA 2 - Diagrama do momento de coleta de amostras de plasma para analise da
associacdo entre niveis de mediadores inflamatorios soltiveis e alteragdes histologicas

hepaticas na infeccdo cronica pelo virus da hepatite C.
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FIGURA 3 - Diagrama do momento de coleta de amostras de plasma para analise da

associacgdo entre niveis de mediadores inflamatorios soliiveis e resposta viroldgica ao

tratamento na infec¢do cronica pelo virus da hepatite C (HCV), tanto para pacientes com

gendtipo viral 1 do quanto para pacientes com gendtipos 2 e 3.

RVP: resposta viroldgica precoce;

RVF: resposta virologica ao final

do tratamento;

RVS: resposta viroldgica sustentada.
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4.4. Mensuraciao dos marcadores inflamatorios soluveis

As concentragdes plasmaticas de quimiocinas e de receptores soliveis de TNF
foram mensuradas no Laboratorio de Imunofarmacologia do Departamento de Bioquimica
e Imunologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG, utilizando-se a técnica de
imunoensaio enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA).

Para a analise, as aliquotas de plasma foram deixadas em temperatura ambiente
até descongelamento.

Para a dosagem de quimiocinas, o excesso de proteinas foi removido por
precipitacdo pela adigdo de sal e acido (SOUSA-PEREIRA et al., 2006). Misturou-se o
volume de 200 pL de plasma a igual volume de solu¢do contendo acido trifluoracético a
1,2% e cloreto de sodio (NaCl) a 1,35M. Apos homogeneizagdo, essas amostras foram
deixadas por sete minutos a temperatura ambiente e, em seguida, centrifugadas a 10.000
rpm, a 4°C, por 10 minutos. O sobrenadante (300 uL) foi retirado € ajustado em relagdo ao
seu conteudo de sal (0,14M cloreto de sodio e 0,01M fosfato de sodio) € em relagdo ao
potencial de hidrogénio (pH, 7,4).

Para a dosagem de receptores soluveis de TNF, as amostras foram apenas
diluidas em tampao fosfato-salina (PBS), ndo sendo necessaria a remocao do excesso de
proteinas.

O anticorpo de captura, na concentragdo fornecida pelo fabricante (DuoSet
R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), foi diluido em PBS e adicionado a cada pogo da
placa. Todas as placas foram deixadas durante a noite em geladeira, a 4°C. As amostras
preparadas também foram deixadas na mesma temperatura durante esse intervalo, em tubos
Eppendorf.

Apo6s incubagdo durante a noite, as placas foram lavadas quatro vezes com
solugdo de Tween 20 (Sigma) a 0,05% em PBS. Em seguida, cada pogo da placa foi
bloqueado com BSA (albumina de soro bovino — Bovine Serum Albumine) a 1% em PBS e
incubado por uma hora em temperatura ambiente antes de ser submetido a uma nova
lavagem, igual a anterior. As amostras foram adicionadas aos pocos (100 pL/poco) e as
placas foram deixadas durante a noite em geladeira, a 4°C.

No dia seguinte, as placas foram lavadas, conforme descrito, € o anticorpo de
detecgdo, na concentragdo fornecida pelo fabricante, foi diluido em PBS e adicionado a
cada poco. As placas, entdo, foram incubadas em temperatura ambiente por duas horas e,

em seguida, novamente lavadas, conforme ja descrito.
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A cada poco adicionou-se, como substrato cromogénico, o reagente o-
fenilenediamina e a placa foi deixada em recipiente escuro por tempo maximo de 15
minutos. Ao final desse periodo de repouso, a reacdo foi interrompida pela adi¢do de acido
sulfurico (H,SO4) a 1M a cada pogo. A leitura foi realizada por um leitor de placas de
ELISA em comprimento de onda de 492 nm (EMax® Precision Microplate Reader,
Molecular Devices, California, CA, USA). A transferéncia dos dados para o computador e
sua analise foram feitas pelo programa SoftMax Pro 5 (Molecular Devices, California, CA,
USA).

Para a dosagem de sTNFR1 e sTNFR2, foram utilizados kits de ELISA
sanduiche (DuoSet R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) com limite de detec¢do de 5
pg/mL. Para a dosagem de CCL2, CCL3, CCL11, CCL24, CXCL9 ¢ CXCL10 foram
utilizados kits semelhantes, do mesmo fabricante, com limite de detec¢cao de 10 pg/mL.

As amostras foram analisadas em duplicata e na mesma placa.

4.5 Realizacio e andlise da bidpsia hepatica

A indicagdo de realizacdo da biopsia hepatica obedeceu a rotina de atendimento
do Ambulatorio de Hepatites Virais do CTR-DIP Orestes Diniz, conforme protocolo do
servigo, que indica a realizagdo do procedimento em todos os pacientes com infec¢ao
cronica pelo HCV, mesmo aqueles que apresentem aminotransferases dentro dos limites da
normalidade, que ndo apresentem contra-indicagdo ao procedimento e/ou, que ndo se
manifestem contrarios a realizacdo do mesmo.

A bidpsia hepatica percutdnea com agulha tru-cut, guiada por ultra-som e sob
anestesia local, foi efetuada em diferentes servigos credenciados para realizacdo do
procedimento no Sistema Unico de Satide ou pelo convénio médico do paciente.

Os fragmentos de bidpsia hepatica, corados pela hematoxilina-eosina e por pelo
menos uma colora¢do para tecido conjuntivo (picrosirius e/ou tricromico de Masson),
foram revisados por uma Unica patologista que atua como referéncia em histologia hepatica
no Departamento de Anatomia Patologica da Faculdade de Medicina da UFMG. Os
achados histoldgicos foram classificados de acordo com o proposto pelo sistema de escore
METAVIR (BEDOSSA; POYNARD, 1996) em relacdo a atividade necro-inflamatéria e
fibrose hepatica (QUADRO 1) e avaliados de forma semiquantitativa em relagdo a

esteatose macrovacuolar (QUADRO 2), conforme proposto por Brunt (2001; 2004).
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Fragmentos com menos de cinco tratos portais foram considerados
inadequados para uma interpretagdo confidvel dos achados histolégicos (BRAVO;

SHETH; CHOPRA, 2001).

QUADRO 1
Classificacao histopatologica da infecg¢do pelo HCV
segundo os critérios estabelecidos pelo METAVIR

GRADUACAO DA ATIVIDADE INFLAMATORIA
1. Necrose lobular focal
0 = < 1 foco necro-inflamatorio por l6bulo
1 = pelo menos um foco necro-inflamatoério por 16bulo
2 = varios focos necro-inflamatérios por lébulo ou necrose confluente ou
necrose em ponte
2. Inflamagao portal
0 = ausente
1 = presenga de agregados de monucleares em alguns tratos portais
2 = agregados monucleares em todos os tratos portais
3 = agregados monucleares grandes e difusos em todos os tratos portais
3. Necrose em saca-bocados
0 = ausente
1 = alteracdo focal da placa periportal em alguns tratos portais
2 = alteragdes difusas da placa periportal em alguns tratos portais ou lesdes
focais ao redor dos tratos portais
3 = alteracdes difusas da placa periportal em todos os tratos portais
4. Necrose em ponte
0 = ausente
1 = presente

ATIVIDADE HISTOLOGICA
Necrose em saca-bocados + necrose lobular = escore da atividade histologica

0 0 (sem ou leve) 0
0 1 (moderada) 1 (leve)
0 2 (acentuada) 2 (moderada)
1 (leve) 0,1 1
1 2 2
2 (moderada) 0,1 2
2 2 3 (acentuada)
3 (acentuada) 0,1,2 3
FIBROSE
Escores | Descrigiio
0 Sem fibrose
1 Aumento “estrelado” dos tratos portais sem formagdo de septos
2 Aumento do trato portal com raros septos
3 Varios septos sem cirrose
4 Cirrose

Fonte: Bedossa e Poynard (1996).
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QUADRO 2

Classificacdo semiquantitativa de esteatose hepatica

ESTEATOSE MACROVACUOLAR

Classificacao Caracteristicas
Leve Menos de 33% dos hepatocitos acometidos
Moderada Entre 33% e 66% dos hepatdcitos acometidos
Intensa Mais de 66% dos hepatocitos acometidos

Fonte: Brunt (2004).

4.6 Tratamento da hepatite C cronica

A indica¢do de tratamento e o esquema terapéutico utilizado nos pacientes com
hepatite C cronica foram baseados na portaria n°® 863, de 04 de novembro de 2002, do
Ministério da Satide (BRASIL, 2002). Além das indicagdes previstas na referida Portaria, o
protocolo do CTR-DIP Orestes Diniz contemplava, no periodo do estudo, o tratamento de
pacientes com aminotransferases normais, independentemente do gendtipo, ¢ estendia aos
pacientes com gendétipo 1 a indicagdo de tratamento com fibrose a bidpsia hepatica maior
ou igual a F1 na classificagdo de METAVIR. Em relacdo ao esquema terapéutico, seguiu-
se estritamente o recomendado pela referida portaria, ou seja, pacientes com genotipo 1
utilizaram interferon peguilado por via subcutanea - interferon peguilado o-2a
(180mcg/semana) ou a-2b (1,5 pg/kg/semana), a critério do médico-assistente -, sendo
sempre associado a ribavirina oral, ajustada pelo peso do paciente (1.000 mg/d para
pacientes com menos de 75 kg e 1.250 mg/d para aqueles com mais de 75 kg), por 48
semanas.

Para avaliacdo da resposta virologica precoce, todos os pacientes com genotipo
1 tinham o RNA do HCV quantificado no plasma antes do inicio do tratamento e 12
semanas apés seu inicio, utilizando-se o0 mesmo teste de reagdo em cadeia da polimerase
quantitativa. Caso ndao houvesse negativacdo do HCV-RNA quantitativo ou queda de pelo
menos dois logaritmos na carga viral do HCV na 12 semana, comparando-se com o valor
pré-tratamento, a terapia era suspensa imediatamente. Pacientes com gendtipo 2 ou 3
utilizaram interferon convencional, na dose de trés milhdes de unidades internacionais, trés

vezes por semana, por via subcutanea, associado a ribavirina oral ajustada pelo peso,
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conforme ja descrito para gendtipo 1, por 24 semanas. Pacientes com gendtipos 2 ou 3 ndo

tiveram a carga viral avaliada, pois esta ndo alteraria o manejo clinico do paciente e nio

era recomendada pela Portaria n°® 863, de 04 de novembro de 2002 do Ministério da Satide

(BRASIL, 2002).

4.7 Critérios de inclusio e de exclusao

Foram incluidos no estudo pacientes maiores de 18 anos, atendidos no

Ambulatério de Referéncia em Hepatites Virais do CTR-DIP Orestes Diniz e que

apresentavam as seguintes caracteristicas:

diagnostico de infeccdo cronica pelo HCV realizado a partir da detecgédo de
anticorpos anti-HCV por técnica imunoenzimatica (EIA) ha mais de seis
meses e pela deteccdo qualitativa de RNA do HCV no plasma por reagdo
em cadeia da polimerase (PCR);

bidpsia hepatica realizada apds o diagnostico da hepatite C cronica;

lamina contendo fragmento hepatico de material da bidpsia disponivel para
revisdo no servigo de anatomopatologia da UFMG;

amostra plasmatica disponivel para andlise, coletada em um periodo
maximo de 12 meses, anteriores ou posteriores, da realizacdo da biopsia
hepatica;

auséncia de ovos de Schistosoma mansoni no exame parasitologico de pelo
menos trés amostras de fezes realizado apds o diagnodstico da infeccdo pelo
HCV;

auséncia de reatividade para fator antinuclear (FAN), anticorpo
antimusculo liso e antimitocondria em exame realizado ap6s o diagnostico
da infecgdo pelo HCV;

assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.

Foram excluidos do estudo os pacientes selecionados segundo os critérios

descritos e que apresentavam as seguintes caracteristicas:

uso de qualquer apresentacdo de interferon, associado ou ndo a ribavirina,

antes da coleta de amostra de plasma disponivel para analise;
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e co-infeccdo pelo virus da hepatite B (positividade do HBsAg) e, ou, virus da
imunodeficiéncia humana (presenca de anticorpos anti-HIV detectados por
técnica imunoenzimatica em duas amostras diferentes, confirmado pela
positividade do exame de imunofluorescéncia indireta ou de Western Blot
em pelo menos uma das amostras);

o relato de diagnostico de esquistossomose nos 12 meses anteriores a data da
biopsia ou da data da coleta da amostra plasmatica a ser analisada, se esta
tiver sido realizada anteriormente a biopsia;

e uso de medicamentos imunossupressores nos 12 meses anteriores a data da
biopsia ou da data da coleta da amostra plasmatica a ser analisada, se esta
tiver sido realizada anteriormente a biopsia;

e portadores de doenga renal cronica dialitica.

Foram excluidos da analise da associagdo entre marcadores inflamatorios
soluveis e alteragdes histologicas hepaticas pacientes cujo fragmento hepatico disponivel
para revisdo era inadequado para andlise histologica por conterem menos de cinco tratos
portais.

E da analise da associa¢do entre marcadores inflamatorios soluveis e resposta
viroldgica foram excluidos os pacientes que ndo iniciaram ou ndo completaram pelo menos
12 semanas de tratamento. Foram excluidos desta analise também aqueles que relataram
terem feito uso da medicagdo prescrita na dosagem incorreta.

Para inclusdo no grupo-controle, as pessoas deveriam estar assintomaticas e
apresentar sorologia negativa para anti-HIV, anti-HCV e HBsAg realizada em um periodo

maximo de trés meses anteriores a coleta da amostra de plasma.

4.8 Definiciio dos eventos e classificacdo operacional das variaveis

e Atividade necro-inflamatéria hepatica moderada/intensa: atividade histologica
>2 de acordo com a classificagio METAVIR.
o Fibrose hepatica moderada/intensa: fibrose hepatica > 2 de acordo com a

classificagdo METAVIR.
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¢ Resposta virolégica precoce: indeteccdo do RNA do HCV no plasma ou reducdo
de pelo menos dois logaritmos na quantificagdo plasmatica do RNA do HCV na 12°
semana de tratamento, comparando-se com niveis pré-tratamento, utilizando-se a
mesma metodologia de PCR quantitativa (AMPLICOR®, Roche Molecular
Systems), conforme especificagdes do fabricante, com limite de detecg¢do entre 600
e 850.000 UI/mL. Avaliada apenas em pacientes com gendtipo viral 1.

e Resposta virolégica final: indeteccio do RNA do HCV no plasma na semana de
término do tratamento especifico (24 semana para pacientes com genotipo 2 € 3 €
48" semana para pacientes com gendtipo 1), avaliada por metodologia de PCR
qualitativa (AMPLICOR®, Roche Molecular Systems), conforme especificagdes do
fabricante, com limite de detec¢do de 50 Ul/mL.

e Resposta viroldgica sustentada: indetec¢io do RNA do HCV no plasma 24
semanas apos o término do tratamento especifico, avaliada por metodologia de
PCR qualitativa (AMPLICOR®, Roche Molecular Systems), conforme
especificagdes do fabricante, com limite de deteccdo de 50 Ul/mL. Avaliada em

todos os pacientes submetidos a tratamento, independentemente do gendtipo viral.

Os niveis plasmaticos de quimiocinas e de receptores soluveis de TNF
constituiram variaveis continuas e foram quantificadas em pg/mL.
As defini¢des operacionais das outras variaveis utilizadas no estudo estdo

descritas nos QUADROS 3 a 6.
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QUADRO 3

Defini¢ao operacional das variaveis sociodemograficas e epidemiologicas

VARIAVEL

DEFINICAO OPERACIONAL

Sexo
Idade no momento da biopsia
Idade no momento do tratamento

Peso

Estado civil

Escolaridade

Cor/Raca

Municipio de residéncia

Categoria de exposiciao

Sexo do paciente
Idade no momento de realizacdo da biopsia hepatica.
Idade no momento de inicio do tratamento.

Peso registrado na consulta mais proxima a data de
realizagdo da bidpsia hepatica.

Estado civil no momento de inclusdo no estudo.

Anos de estudo no momento de inclusio na
pesquisa.
Cor/raga do paciente, conforme avaliagdo do
médico-assistente no primeiro atendimento ao
paciente.
Municipio de residéncia no momento de inclusdo no
estudo.

Categoria de possivel exposicdo (hemotransfusdo,
uso de droga injetavel, uso de droga inalatoria,
sexual, tatuagem, ocupacional, outra) ao HCV de
acordo com registro de prontudrio feito pelo
médico-assistente no primeiro atendimento e/ou
entrevista no momento de inclusdo no estudo.
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QUADRO 4
Variaveis indicadoras de exposi¢do a fatores de risco para doenca hepatica
VARIAVEL DEFINICAO OPERACIONAL
Passado de esquistossomose Relato de diagnéstico de esquistossomose

realizado ha mais de 12 meses da data de
realizacdo da biopsia e, ou, da data da coleta da
amostra de plasma.

Ingestao etilica (> 40 g/dia) Relato de habito de ingestdo de etanol igual ou
superior a 40 g por dia em qualquer momento da
vida.

Ingestio etilica moderada/acentuada Relato de héabito de ingestdo de etanol igual ou
(> 40 g/dia) proximo a biopsia superior a 40 g por dia, nos seis meses que
hepatica precederam a data da bidpsia hepatica.

Ingestio etilica moderada/acentuada Relato de habito de ingestdo de etanol igual ou
(> 40 g/dia) proximo ao inicio do superior a 40 g por dia, nos seis meses que
tratamento precederam a data de inicio do tratamento.

Uso de medicamento hepatotoxico Relato de uso prolongado (= 30 dias) de
medicamento hepatotoxico (ANEXO A) nos 12
meses anteriores a biopsia hepatica.

Diabetes mellitus tipo 2 Duas mensuracdes de glicemia de jejum > 126
mg/dL ou paciente em tratamento dietético ou
medicamentoso para diabetes mellitus tipo 2.

QUADRO 5
Defini¢ao operacional das variaveis laboratoriais
VARIAVEL DEFINICAO DA VARIAVEL
Elevacio de ALT > 1,5x LSN Aumento dos niveis séricos de alanina

aminotransferase superior a 1,5 vez o limite
superior da normalidade (LSN) em uma de
pelo menos trés dosagens realizadas, antes
de inicio do tratamento especifico, com
intervalo de no minimo um més entre elas.

Genotipagem Genotipo do HCV

Carga viral elevada Quantificagdo do RNA do HCV no plasma
superior a 600.000 Ul/mL.




QUADRO 6

Defini¢@o operacional das variaveis histologicas

VARIAVEL

DEFINICAO DA VARIAVEL

Numero de tratos portais

Cirrose hepatica

Esteatose hepatica

Numero de tratos portais avaliados na
revisdo do fragmento hepatico.

Cirrose hepatica a andlise histologica
(METAVIR F4).

Esteatose  hepatica macrovacuolar em
qualquer intensidade.

4.9 Coleta e analise dos dados
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Os dados sociodemograficos, epidemioldgicos, clinicos ¢ laboratoriais foram

obtidos por analise de prontuarios que foi complementada com entrevista com os pacientes

no momento das consultas no ambulatorio CTR-DIP Orestes Diniz. Quatro formularios

foram utilizados na coleta de dados (ANEXO B). Foram eles:

e formulario de triagem, ou formulario 1, para coleta de dados de todos os pacientes

portadores de hepatite C, atendidos no CTR-DIP Orestes Diniz durante o periodo

estudado, com fins de verificacdo da sua elegibilidade no estudo;

e formulario 2, preenchido para todos os pacientes elegiveis, para fins de

complementagdo dos dados;

e formulario 3, preenchido para todos os pacientes elegiveis que iniciaram tratamento

no periodo estudado;

e formulario de avaliagdo do habito de ingestio etilica, baseado na mensuragdo

global de quantidade/frequéncia (REHM, 1998), preenchido para todos os pacientes

elegiveis.
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A coleta dos dados foi realizada pelo pesquisador principal e por médicos e
estudantes de Medicina treinados. Essa equipe foi supervisionada de maneira permanente
durante a coleta e ocorreram reunides periodicas durante todo o processo.

As informagdes obtidas foram armazenadas em banco de dados
computadorizado, utilizando-se o software Epi Data 3.1 — EpiData Association, Odense,
Denmark, 2000-2008.

Para as analises estatisticas, adotou-se o software Statistical Package for Social
Sciences (SPSS) 12.0 for windows - SPSS Incorporation, Chicago, Illinois, Estados Unidos
da América, 2005.

A analise descritiva das caracteristicas da populacdo elegivel foi realizada a
partir da distribuicdo de freqiiéncia das variaveis categoricas e por meio das medidas de
tendéncia central das variaveis continuas.

Utilizou-se o teste de x2 com corre¢do de Yates, ou teste exato de Fisher, para
analises univariadas de varidveis categoricas.

Para analise univariada de variaveis continuas realizou-se o teste t de Student
para aquelas com distribuicdo normal e o teste de Mann-Whitney para as demais.

A correlagdo entre varidveis continuas foi analisada pelo coeficiente de
correlacdo de Spearmana (Spearman Rho).

O método da curva ROC foi utilizado para avaliagio da acuracia dos
marcadores inflamatorios soltveis.

A regressdo logistica binaria foi empregada para constru¢do de modelos
preditores dos eventos principais com multiplas variaveis. A andlise da evolugdo do perfil
de quimiocinas em amostras pareadas foi feita com base no teste de sinais de Wilcoxon.

A magnitude das associa¢des foi estimada pela odds ratio para as analises
transversais e pelo risco relativo para andlises longitudinais. O intervalo de confianca

utilizado foi 95%.
4.10 Calculo amostral
Para o célculo amostral, tomou-se como base o estudo de Apolinario et al.

(2004), que avaliou a dosagem sérica de CXCL10 em pacientes com hepatite C cronica

submetidos a tratamento e demonstrou média de 381 pg/mL (+ 138 pg/mL) para ndo-
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respondedores e de 245 pg/mL (£ 154pg/mL) para respondedores. De acordo com esses
dados, seria necessaria uma amostra de 30 pacientes submetidos a tratamento com
interferon e ribavirina para demonstrar-se a diferenga entre os grupos com nivel de
significancia de 5% e forga de 80%. Como a média de resposta ao tratamento ¢ de
aproximadamente 50%, esperava-se ter aproximadamente 15 respondedores e outros 15
ndo-respondedores ao tratamento.

Em relacdo a analise histologica, escolheu-se como referéncia os dados de
Diago et al. (2006), que também analisaram os valores séricos de CXCL10. Esses autores
encontraram média de 510,7 pg/mL (+ 313,4 pg/mL) para pacientes com fibrose
moderada/acentuada e de 353,6 pg/mL (£ 234,1 pg/mL) para aqueles com fibrose ausente
ou leve. Desta forma, seriam necessarios 72 pacientes, sendo 36 no grupo com fibrose mais
intensa € 0 mesmo nimero no grupo com fibrose ausente ou leve para demonstracdo da
diferenga, com o mesmo nivel de significancia e for¢a descrito.

Para o calculo amostral do grupo-controle, foram usados como parametro os
valores séricos de CXCL10 encontrados por Apolinario et al. (2004) para a diferenca entre
pacientes com hepatite C cronica (303 = 174 pg/mL) e a populagdo geral (49 = 15 pg/mL).
Com esses valores, um grupo-controle de trés pacientes seria suficiente para demonstragdo

da diferenca entre os grupos, com o mesmo nivel de significancia e for¢a descrito.

4.11 Revisao de literatura

O levantamento bibliografico foi feito a partir dos bancos de dados MEDLINE
e LILACS, com consulta em publicagdes especializadas, seriadas e isoladas e revisdo de
obras isoladas, tais como livros, referéncias legislativas, monografias, teses e separatas. As
palavras-chave utilizadas foram: hepatitis C, cytokines, chemokines, tumor necrosis factor-

alpha, tumor necrosis factor receptors.

4.12 Normas de redacao

O texto foi redigido obedecendo-se as regras ortograficas vigentes. Para

utilizacdo das siglas, foram empregados, como referéncia, termos consagrados na literatura

médica, adotando-se algumas delas em lingua estrangeira.
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4.13 Etica

Este estudo recebeu aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais, parecer n° 128/05 (ANEXO C), e do Comité de
Etica em Pesquisa da Prefeitura de Belo Horizonte, protocolo n® 017/2005, estando de
acordo com as normas da Resolugdo 196/96, do Conselho Nacional de Saude, que
regulamenta as atividades de pesquisas em seres humanos.

Todas as informagdes obtidas de prontuarios médicos e de exames laboratoriais
foram mantidas em cadastro proprio, de acesso restrito aos pesquisadores, resguardados
sob os principios da confidencialidade e privacidade. Todas as informagdes deste estudo

foram utilizadas exclusivamente no cumprimento dos objetivos propostos.
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S RESULTADOS

5.1 Analise descritiva

Um total de 220 pacientes consecutivos, portadores cronicos do virus da
hepatite C (HCV), atendidos no Centro de Treinamento e Referéncia Orestes Diniz foi
avaliado para inclusdo no estudo, no periodo de junho de 2005 a dezembro de 2007.
Desses, 73 (33,2%) foram elegiveis para o estudo. Os principais motivos da ndo-
elegibilidade para a pesquisa foram: ndo-realizacdo de bidpsia hepatica (25,2%), auséncia
de amostra plasmatica no periodo de até 12 meses da realizagdo da bidpsia hepatica
(22,5%), doenga renal cronica dialitica (14,3%), uso prévio de interferon (13,6%) e
auséncia de um ou mais exames para avaliagdo completa dos critérios de inclusdo (12,9%)
- (FIG. 4). Outros motivos foram auséncia de fragmento hepatico para revisdo no
Departamento de Anatomia Patologica da UFMG (3,4%), infeccdo pelo HIV (3,4%),
positividade do marcador HBsAg (2,0%), uso de medicamento imunossupressor (1,4%) e
ndo-assinatura do termo de consentimento (1,4%).

O grupo elegivel ndo diferiu do grupo ndo-elegivel em relagdo a idade, sexo,
genotipo do HCV e alteragdes necro-inflamatorias e fibroticas a biopsia hepatica (TAB. 1).
Maior propor¢do de pacientes elegiveis apresentou aumento de ALT superior a 1,5 vez o
limite superior da normalidade (p=0,004).

A média de idade dos pacientes elegiveis para o estudo foi de 43,8 anos, 37
(50,7%) eram do sexo masculino, 41 (56,2%) casados, 37 (50,7%) pardos, 43 (58,9%)
residiam em Belo Horizonte e 43 (58,9%) tinham até oito anos de escolaridade. Em relag@o
as formas de exposicdo ao HCV, 22 (30,1%) relataram ter recebido hemotransfusdo antes
de 1992, 10 (13,7%) usavam ou tinham historia de uso de droga ilicita injetavel, cinco
(6,8%) usavam ou ja haviam usado droga ilicita inalatéria, quatro (5,5%) declararam
contato sexual com parceiro usuario de drogas ilicitas ou portador do HCV, quatro (5,5%)
mencionavam exposi¢ao ocupacional pregressa a fluidos potencialmente infectantes e sete
(9,6%) eram tatuados. Ressalta-se que alguns pacientes comentaram exposicao a mais de
um fator de risco e 25 (34,2%) negaram a presenga de fatores de risco associados a
infeccdo pelo HCV. A informacdo sobre a data provavel de infecgdo estava disponivel para
29 (39,7%) pacientes, com tempo médio entre a data provavel da infec¢do e a data de

realizagdo da biopsia hepatica de 19,4 (£ 11,0) anos.
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No tocante as caracteristicas viroldgicas, o gendtipo viral 1 foi encontrado em
54 (73,9%) pacientes e carga viral acima de 600.000 UI/mL em 14 (40,0%) dos 35 com
genotipo 1 que haviam realizado a quantificacdo do RNA viral plasmatico. A avaliagdo
histologica hepatica mostrou que 65 (89,0%) tinham atividade necro-inflamatoria a
bidpsia, sendo essa atividade moderada ou intensa em 26 (35,6%). No estadiamento da
fibrose hepatica, 35 (47,9%) tinham fibrose moderada/avancada e 10 (13,7%) tinham
cirrose. A ALT apresentava-se alterada, de maneira constante ou flutuante, em 53 (72,6%)
pacientes, estando elevada acima de 1,5 vez o limite superior da normalidade em 39

(53,4%) individuos.

TABELA 1
Comparacao de caracteristicas clinico-demograficas

entre sujeitos elegiveis (N=73) e ndo-elegiveis (N=147)

Fator Elegiveis Nao-elegiveis valor
dep
Sexo masculino (%) 37/73 (50,7%) 85/147 (57,8%) 0,325
Idade em anos (média + dp) 43,8 (£10,8) 45,3 (£12,8) 0,391
Peso em kg (média + dp) 68,7 (£13,0) 70,6 (£13,1) 0,464
Genotipo 1 (%) 54/73 (73,9%)  102/125 (81,6%) 0,281
Elevaciao de ALT (>1,5x LSN) (%) 39/73 (53,4%) 42/125 (33,6%) 0,004
Atividade necro-inflamatéria 26/73 (35,6%) 31/110 (28,2%) 0,251
moderada/intensa (%)
Fibrose moderada/avancada (%) 35/73 (47,9%) 45/110 (40,9%) 0,543

dp = desvio-padrao.

Quanto a ingestdo de bebida alcodlica, 34 (46,6%) pacientes relataram que em
algum momento da vida apresentaram habito de ingestdo etilica superior a 40 g de
alcool/dia e 17 (23,3%) informaram hébito de ingestdo etilica nesta mesma quantidade nos
seis meses que precederam a bidpsia hepatica. Historia pregressa de tratamento para

esquistossomose foi declarada por 13 (17,8%) pacientes.
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Pacientes com hepatite C cronica consecutivamente
triados no Ambulatdrio de Hepatites Virais entre
junho de 2005 e dezembro de 2007
N= 220

Biodpsia hepética nao realizada
(n=37)

A 4

Auséncia de  fragmento |
hepatico para revisdo (n=5)

A 4

. — Auséncia de assinatura do TCLE
Auséncia de amostra plasmatica no (n=2)

periodo de até 12 meses da realizagdo |¢ |
da bidpsia hepatica (n=33)

Nao completaram avaliacdo dos
critérios de inclusdo (n=19)

\ 4

Incluidos no estudo (n=124) |

Motivos de exclusao do estudo (n=51):
- uso prévio de interferon (n=20)

- sorologia positiva anti-HIV (n=5)

- sorologia positiva HBsAg (n=3)

- doenga renal cronica dialitica (n=21)

- uso de imunossunressor (n=2)

A\ 4

Elegiveis para o estudo (n=73)

- Auséncia de tratamento no
periodo estudado (n=30)
|—| —» - Uso inadequado da

medicagdo (n=1)
- Interrupgdo antes da 12°
semana de tratamento

Fragmento hepatico inadequado
para revisdo (n=2)

(n=1)
v v
Elegiveis para analise de alteragdes Elegiveis para analise de resposta
a bidpsia hepatica (n=71) viroldgica ao tratamento (n=41)

FIGURA 4 - Fluxograma de analise de elegibilidade dos pacientes.

TCLE = Termo de consentimento livre e esclarecido.
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5.2 Comparacio dos niveis dos mediadores inflamatorios soluveis entre pacientes com

hepatite C e o grupo-controle

Oito pacientes foram incluidos no grupo-controle. A mediana de idade do
grupo-controle foi significativamente menor do que a do grupo dos pacientes portadores
cronicos do HCV (25,0 anos vs. 43,9 anos; p=0,004). Apesar da predominancia maior do
sexo masculino no grupo-controle em relagdo ao grupo de pacientes incluidos (77,8% vs.
50,7%), essa diferenga ndo foi estatisticamente significativa (p=0,173).

A andlise dos niveis plasmaticos de quimiocinas e de sTNFR entre os
portadores de hepatite C e no grupo-controle mostrou que os niveis dos receptores soluveis
de TNF (sTNFR1 e sTNFR2) estiveram significativamente aumentados nos portadores
cronicos do HCV (TAB. 2). A mediana dos niveis plasmaticos de CCL2 e de CXCL10 no
grupo de portadores do HCV foi mais de duas vezes superior a encontrada nos pacientes do
grupo-controle, mas a grande dispersdao dos valores ndo permitiu que essas diferencas

alcangassem significancia estatistica.

TABELA 2
Comparagdo da mediana e da amplitude interquartil (AIQ) dos niveis de mediadores

inflamatorios solaveis entre portadores cronicos do HCV e o grupo-controle

Mediadores Controle (n=8) HCV (n=73)

inflamatoérios Mediana (AIQ) Mediana (AIQ) Val([))r de
CCL2 (pg/mL) 45,0 (0-71,4) 96,1 (18,6-131,6) 0,112
CCL3 (pg/mL) 93,8 (35,8-143,4) 98,5 (35,0-136,6) 0,899
CCL11 (pg/mL) 176,2 (125,8-214,7) 200,4 (167,9-257,8) 0,202
CCL24 (pg/mL) 403,2 (233,8-1222,9) 690,5 (407,5-1068,2) 0,363
CXCL9 (pg/mL) 487,7 (0 —594,4) 434,4 (5,0-1035,1) 0,444
CXCL10 (pg/mL) 68,3 (25,4-227,9) 161,5 (94,2-289,9) 0,096
sTNFR1 (ng/mL) 448,5 (310,3-642,5) 705,7 (498,3-996,7) 0,046

sTNFR2 (ng/mL) 1,4 (1,32-1728,0) 2078,0 (1765,1-2545,2) 0,001
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5.3 Fatores preditores de alteracdes a biopsia hepatica

Dos 73 pacientes elegiveis para o estudo, dois apresentavam fragmentos de
biopsia hepatica inadequados para revisdo e foram excluidos da analise da associagdo entre
os mediadores inflamatdrios soliveis e alteragdes histologicas hepaticas. O nimero médio
de tratos portais dos fragmentos hepaticos dos 71 pacientes elegiveis para esta analise foi
de 11,9 (£4,5) tratos, com minimo de cinco e maximo de 26.

Em relacdo as alteragdes histologicas hepaticas encontradas apos revisdo,
atividade necro-inflamatoria moderada ou intensa foi encontrada em 26 (36,6%) pacientes
e fibrose hepatica moderada ou acentuada em 35 (49,3%), sendo que 10 (14,1%)
apresentavam cirrose hepatica a analise histologica. Esteatose hepatica esteve presente em

30 (42,3%) dos pacientes, sendo que em sete (9,8%) ela era moderada ou intensa.

5.3.1 Mediadores inflamatorios soluveis e alteracdes histolégicas hepaticas

A analise univariada da associacdo entre mediadores inflamatérios solaveis e
alteracdes a biopsia hepatica mostrou que pacientes com atividade necro-inflamatoria
hepatica moderada/intensa tinham niveis plasmaticos significativamente mais elevados de
sTNFR2 (p=0,019), se comparados aqueles com atividade ausente ou leve (TAB. 3). O
GRAF. 1 mostra que mesmo pacientes sem atividade necro-inflamatoria hepatica
apresentaram mediana dos niveis plasmaticos de sSTNFR2 significativamente mais elevada
do que o grupo-controle. Além disso, parece haver relagdo dose-resposta entre os niveis
plasmaticos de sTNFR2 e atividade necro-inflamatéria hepatica, apesar da auséncia de
significancia estatistica, ja& que a amostra ndo tinha poder suficiente para demonstrar essa
relagdo. Os niveis plasmaticos medianos dos demais marcadores inflamatorios analisados
ndo diferiram de maneira significativa entre pacientes com atividade necro-inflamatoria
ausente ou leve e aqueles com atividade moderada/intensa (TAB. 3).

No que tange ao estadiamento hepatico, pacientes com fibrose hepatica
moderada/intensa manifestaram niveis plasmaticos significativamente mais elevados de
sTNFR1 (p=0,012), sTNFR2 (p=0,009) e CXCL9 (p=0,014), se comparados aos com
fibrose ausente ou leve (TAB. 4). Os GRAF. 2 e 3 mostram também um padrio do tipo
dose-resposta entre os niveis plasmaticos de STNFR1 e sSTNFR2 e o estadiamento hepatico,

ressaltando-se, entretanto, que a diferenca entre os diferentes graus de fibrose ndo alcangou
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significancia estatistica. Em relag@o aos niveis plasmaticos de CXCL9, a associacdo com
fibrose hepatica ndo teve padro linear, com a mediana dos niveis plasmaticos de CXCL9
aumentando desde o grupo de pacientes sem fibrose até aqueles com fibrose moderada,
reduzindo-se no grupo com fibrose avancada e voltando a se elevar em pacientes com
cirrose hepatica (GRAF. 4). As curvas receiver operating characteristic (ROC) mostram
que a acuracia de predi¢cdo de fibrose moderada/avancada utilizando os receptores solaveis
de TNF ou CXCL9 foi baixa (GRAF. 5 a 7), com valores inferiores a 70%, insuficiente
para se propor a utilizagdo desses marcadores isoladamente como preditores de

estadiamento hepatico na pratica clinica.

TABELA 3
Comparacdo da mediana e amplitude interquartil (AIQ) dos mediadores inflamatorios
soluveis (em pg/mL) entre pacientes com infecc¢ao cronica pelo HCV apresentando
atividade necro-inflamatodria ausente/leve (METAVIR A <1) e aqueles apresentando

atividade moderada/intensa (METAVIR A>2) a biopsia hepatica

Mediadores Atividade necro- Atividade necro-inflamatéria | Valor
inflamatoérios inflamatoria ausente/leve moderada/intensa (n=26) de p
(n=45) Mediana (AIQ)
Mediana (AIQ)
CCL2 96,1 (0-128,0) 103,2 (57,3-160,0) 0,498
CCL3 98,5 (35,0-126,9) 108,0 (89,1-141,1) 0,194
CCL11 200,4 (174,4-259,1) 216,6 (161,4-239,5) 0,834
CCL24 690,4 (389,9-1068,2) 752,7 (574,9-1068,2) 0,463
CXCL9 349.,4 (0 — 884,0) 626,5 (285,7-1056,7) 0,085
CXCL10 139,0 (94,2-286,1) 178,4 (75,5-289,9) 0,784
sTNFR1 677,8 (443,8-920,9) 737,8 (584,7-1040,2) 0,178
sTNFR2 1992,8 (1705,4-2390,9) 2336,9 (1910,0-2723,2) 0,019




5000+ p=0,331 p=0,088 p=0.584
__ 40004  p=0,040 v
E ' '
L

2 3000+ vy
-2 aaad WY e,
E oy i:‘h: b *
. 20004 . Tary
z S e A VY
h Ny

10004 ®

0

L] T
Controle Ausente

Lelve Mndémda Inteln s5a

Atividade necro-inflamatoria

GRAFICO 1 - Niveis plasmaticos de STNFR2 no grupo-controle
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e em pacientes com infeccao cronica pelo HCV estratificados por diferentes graus de

atividade necro-inflamatoria hepatica.

TABELA 4

Comparacdo da mediana e amplitude interquartil (AIQ) dos mediadores inflamatorios

soltveis (em pg/mL) entre pacientes com infec¢do cronica pelo HCV apresentado fibrose

ausente/leve (METAVIR F <1) e aqueles apresentando fibrose moderada/intensa

(METAVIR F>2) a biopsia hepatica

Fator Fibrose ausente/leve (n=36) | Fibrose moderada/intensa (n=35) | Valor

Mediana (AIQ) Mediana (AIQ) de p
CCL2 97,9 (0 —129,8) 96,1 (59,1-144,0) 0,583
CCL3 96,1 (22,5-122,1) 108,0 (89,1-157,7) 0,183
CCL11 200,4 (164,7-249,3) 219,9 (171,2-266,5) 0,379
CCL24 665,1 (372,4-1045,5) 761,7 (557,3-1090,3) 0,490
CXCL10 132,7(86,7-267,0) 180,3 (114,7-293,3) 0,424
CXCL9 285,7 (0 —733,6) 626,5 (211,6-1273,6) 0,014
sTNFR1  636,7 (413,7-782,8) 833,1 (622,1-1044,9) 0,012
sTNFR2  1951,7 (1697,8-2332,8) 2345,1 (1834,5-2703,3) 0,009
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GRAFICO 2 - Niveis plasmaticos de sSTNFR1 no grupo-controle e em pacientes com

infecgdo cronica pelo HCV estratificados por diferentes graus de fibrose hepatica.
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GRAFICO 3 - Niveis plasmaticos de sSTNFR2 no grupo-controle e em pacientes com

infeccdo cronica pelo HCV estratificados por diferentes graus de fibrose hepatica.
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GRAFICO 4 - Niveis plasmaticos de CXCL9 no grupo-controle ¢ em pacientes com

infecgdo cronica pelo HCV estratificados por diferentes graus de fibrose hepatica.
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GRAFICO 5 - Curva ROC dos niveis plasmaticos de CXCL9 como preditores de fibrose

hepatica moderada/avangada (METAVIR >F2).
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GRAFICO 6 - Curva ROC dos niveis plasmaticos de STNFR1 como preditores de fibrose
hepatica moderada/avangada (METAVIR >F2).
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GRAFICO 7 - Curva ROC dos niveis plasmaticos de sSTNFR2 como preditores de fibrose
hepatica moderada/avancada (METAVIR >F2).
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5.3.2 Fatores clinico-viroldgicos e alteracdes histolégicas hepaticas

Considerando os fatores clinico-virologicos analisados, pacientes com atividade
necro-inflamatoria moderada/intensa apresentaram idade mais avangada no momento da
biopsia hepatica (48,7 = 11,6 anos vs. 41,7 £ 9,2 anos; p =0,006), maior proporcao de
elevagdo da ALT (OR 3,08; 1C95% 1,11-8,55), de diabetes mellitus tipo 2 (OR 10,47; IC
95% 1,15-95,41) e de esteatose hepatica (OR 3,54; IC 95% 1,30-9,74) se comparados a
pacientes com atividade ausente/leve (TAB. 5 ¢ 6).

Em relagdo ao estadiamento hepatico, pacientes com fibrose hepatica
moderada/intensa tinham idade mais avancada no momento da biopsia (47,711,4 vs. 40,9
+ 8,6 anos; p=0,006) e maior propor¢ao de esteatose hepatica (OR 3,47; 1C95% 1,29-9,33),
de carga viral elevada (> 600.000UI por mL) - (OR 9,0; IC95% 1,57- 51,48) e de atividade
necro-inflamatéria moderada/intensa (OR 21,1; 1C95% 5,3-83,2) se comparados a
pacientes com fibrose hepatica ausente/leve (TAB. 7 e 8).

Sexo, peso e historia pregressa de tratamento para esquistossomose ndo se
associaram a atividade necro-inflamatéria nem a fibrose hepatica. A média do niimero de
tratos portais também ndo diferiu significativamente entre os grupos. O tempo médio entre
o provavel momento da infeccdo e a data da biopsia hepatica, disponivel em 29 pacientes,
foi maior em pacientes com maior intensidade de atividade necro-inflamatoéria (21,86 +
12,1 anos vs. 17,1 £ 9,8 anos) e estadiamento hepatico mais avangado (21,7 £ 11,4 anos vs.
16,1 = 10,1 anos), mas essa diferenga ndo alcangou significancia estatistica (p=0,250 e

p=0,182, respectivamente).

TABELA 5
Associagdo entre fatores sociodemograficos e histologicos continuos, representados como
média (£ dp) e atividade necro-inflamatdria hepatica de acordo com a classificag@o de

METAVIR em pacientes com infec¢do cronica pelo HCV

Fator A<1 (n=45) A>2 (n=26) Valor de p
Idade em anos 41,7 (£9,2) 48,7 (£11,6) 0,006
Peso em kg 68,0 (£ 15,4) 69,4 (£10,4) 0,539

Nimero de tratos portais 11,6 (=4,5) 12,3 (x4,4) 0,552
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TABELA 6
Associagdo entre fatores sociodemograficos, clinicos e virologicos categoricos e atividade
necro-inflamatoria hepatica de acordo com a classificagdo de METAVIR, em pacientes

com infeccdo crénica pelo HCV

Fator Total A>2 OR Valor
N N (%) (95% IC) de p
Sexo Masculino 36 14 (53,8) 1,22 (0,46-3,21) 0,806
Feminino 35 12 (34,3) 1,0
Diabetes mellitus tipo 2 Sim 6 5(83,3) 10,47 (1,15-95,41) 0,022
Nio 65 21 (32,3) 1,0

Passado de esquistossomose Sim 13 5(38,5) 1,18 (0,34-4,12) 1,00

Nao 58 20 (34,5) 1,0
Ingestio etilica >40g/d 33 12 (36,4) 0,98 (0,37-2,58) 1,00
<40 g/d ou ausente 38 14 (36,8) 1,0

Ingestao etilica recente > 40 g/d 17 6 (35,3) 0,93 (0,30-2,89) 0,901

<40 g/d ou ausente 54 20 (37%) 1,0

Usa medicacio hepatotéxica Sim 8 5(62,5) 3,33 (0,73-15,31) 0,132
Nao 63 21(33,3) 1,0

Niveis de ALT >1,5x LSN 37 18 (48,6) 3,08 (1,11-8,55) 0,048
<1,5xLSN 34 8(23,5) 1,0

Genétipo 1 53 17 (32,1) 0,47 (0,16-1,40) 0,257
20u3 18 9 (50,0) 1,0

Carga viral (U/mL) >600.000 14 9(343) 4,20 (0,98-17,95) 0,080

(n=34) <600.000 20 6 (30,0) 1,0
Esteatose hepatica Presente 30 16 (53,3) 3,54 (1,30-9,74) 0,024
Ausente 41 10 (24,4) 1,0

OR = Odds ratio.
IC = Intervalo de confianca.
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TABELA 7
Associagdo entre fatores sociodemograficos e histologicos continuos, representados como
média (+ dp), e fibrose hepatica de acordo com a classificacdo de METAVIR em pacientes

com infeccdo crénica pelo HCV

Fator F<1 (n=36) F>2 (n=35) Valor de p
Média (+dp) Média (+dp)
Idade (anos) 40,9 (£8,6) 47,7 (£11,4) 0,006
Peso (kg) 68,6 (£13,9) 68,8 (£13,0) 0,920
Numero de tratos portais 11,8 (£5,1) 11,9 (£3,7) 0,887
TABELA 8

Associagdo entre fatores clinico-viroldgicos e fibrose hepatica de acordo com a

classificagdo de METAVIR em pacientes com infecc¢ao cronica pelo HCV

Fator Total F>2 OR Valor
N n (%) (95% IC) de p
Sexo Masculino 36 19 (52,8) 1,33 (0,52-3,37) 0,638
Feminino 35 16 (45,7) 1,0
Diabetes Sim 6 5(83,3) 5,8 (0,65-52,74) 0,107
Nao 65 30 (46,2) 1,0

Passado de esquistossomose

Sim 13 6(46,2) 0,83 (0,25-2,78) 1,0
Nao 58  29(50,0) 1,0
Ingestio etilica >40g/d 33  19(57,6) 1,87 (0,73-4,80) 0,238
<40g/d ou ausente 38 16 (42,1) 1,0
Ingestao etilica recente
>40g/d 17 11(64,7) 2,29 (0,74-7,10) 0,173
<40g/d ou ausente 54 24 (44,4) 1,0

Usa medicacio hepatotéxica

Sim 8  5(62,5) 1,83 (0,40-8,33) 0,478
Nio 63 30 (47,6) 1,0
Genétipo 1 53 23(43,9) 0,38 (0,13-1,18) 0,107

20u3 18 12(66,7) 1,0
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Continua TAB. 8

Fator Total [F>2 OR Valor de
N (95%1C) |p
Niveis de ALT 37 24(64,9) 3,86 (1,44-10,35) 0,006
>1,5x LSN
<1,5xLSN 34 11(32,4) 1,0
Carga viral (UI/mL) )
2 600.000 4 12(85,7)  9,0(1,57-51,48) 0,013
<600.000 5 8 (40,0) 1,0
Esteatose hepatica 30 20(66,7)  3.47(129-933) 0,017
Presente
Ausente 4 15 (36,6) 1,0
Atividade necro-inflamatéria
hepatica
Ausente/leve (A<1) 45 12(26,7)  21,1(5,3-83,2)  <0,001
Moderada/intensa (A > 2) 26 23 (88,5) 1,0

5.3.3 Analise multivariada dos fatores associados com atividade necro-inflamatoria

hepatica

Na analise multivariada dos fatores associados a atividade necro-inflamatoria,
além dos niveis plasmaticos de sTNFR2, foram incluidas no modelo inicial as varidveis
esteatose hepatica, diabetes mellitus tipo 2, idade no momento da biopsia, elevacdo de ALT
>1,5x LSN, uso de medicag¢do hepatotoxica e habito de ingestdo etilica moderada/intensa
(>40 g/d) proximo a realizagdo da biopsia. Estas duas ultimas varidveis, apesar de nao
terem se associado de maneira significativa a atividade necro-inflamatéria hepatica na
analise univariada, foram incluidas por sua relevancia clinica.

A variavel “carga viral elevada” ndo foi incluida por estar disponivel apenas em
alguns pacientes com genoétipo 1, o que reduziria substancialmente o numero de pacientes
na analise, impossibilitando a realizacdo de regressdo logistica. O modelo inicial e os
diversos modelos intermedidrios da analise de regressdo logistica estdo apresentados no
APENDICE B. No modelo final, permaneceram associadas & atividade necro-inflamatoria,
de maneira significativa e independente, as varidveis niveis plasmaticos de sTNFR2,

esteatose hepatica e diabetes mellitus tipo 2 (TAB. 9).



71

TABELA 9
Modelo final de regressdo logistica para analise multivariada dos fatores preditores de
atividade necro-inflamatéria (METAVIR A>2) a biopsia hepatica em pacientes com

infeccdo cronica pelo HCV

Fator OR Valor

(95% I1C) de p
STNFR2 (ng/mL) 2,85 (1,09-7,47) 0,033
Esteatose 3,22 (1,08-9,63) 0,036
Diabetes tipo 2 11,43 (1,08-121,60) 0,043

Hosmer-Lemeshow: 0,73; Nagelkerke R% 0,28

5.3.4 Analise multivariada dos fatores associados a fibrose hepatica

Na analise multivariada dos fatores associados a fibrose hepatica, optou-se por
construir um modelo para cada marcador inflamatorio soluvel cujos niveis plasmaticos se
associaram de maneira significativa, na analise univariada, a fibrose, ou seja, CXCL9,
sTNFR1 e sTNFR2, devido a correlacao existente entre eles (TAB. 10).

Além dos mediadores inflamatorios, foram incluidas nos modelos iniciais de
regressao logistica as variaveis idade no momento da bidpsia, esteatose hepatica, diabetes
mellitus tipo 2, gendtipo viral e ingestdo etilica > 40 g/d recente. Devido a correlacdo entre
os niveis séricos de ALT e atividade necro-inflamatéria (Spearman rho 0,33; p=0,005),
optou-se por incluir apenas uma delas no modelo, sendo a atividade necro-inflamatoria a
escolhida, por sua maior associacdo com fibrose hepatica na analise univariada. Apesar de
ndo terem apresentado significancia estatistica na analise univariada, as variaveis genotipo
viral e ingestdo etilica recente foram incluidas no modelo inicial pela relevancia clinica e
por terem apresentado valor de p < 0,20 na analise univariada. Em relagdo aos niveis de
sTNFR2, optou-se por construir um segundo modelo inicial, ndo incluindo a variavel
atividade necro-inflamatoria, pela correlagdo signficativa entre essas variaveis (Spearman
rho 0,29; p=0,017). Os modelos iniciais e os diversos modelos intermediarios da analise de
regressio logistica estdo apresentados no APENDICE B.

Nos modelo finais, a atividade necro-inflamatoria permaneceu fortemente
associada a fibrose hepatica em todos os modelos nos quais esta variavel foi incluida

(TAB. 10 a 12). Os niveis plasmaticos de CXCL9 e de sSTNFR1 permaneceram associados
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a fibrose hepatica no modelo final, demonstrando que a associagdo ocorre de maneira
independente da atividade necro-inflamatoria. Em relacdo aos niveis de sTNFR2, esta
variavel ndo se manteve associada de maneira significativa a fibrose hepatica no modelo
incluindo a variavel atividade necro-inflamatoéria, sugerindo que a associacdo de STNFR2
com fibrose seja mediada por sua correlagdo com a atividade necro-inflamatoria. O mesmo
ocorreu com a variavel idade no momento da bidpsia, que se associou de maneira
independente a fibrose hepatica apenas no modelo que ndo incluiu a variavel atividade
necro-inflamatoria. A varidvel ingestdo etilica moderada/intensa proximo da data da
bidpsia permaneceu associada de maneira independente a fibrose hepatica no modelo
contendo o marcador inflamatério STNFR1 e no que incluiu o marcador sTNFR2 sem a

inclusdo da variavel atividade necro-inflamatéria (TAB. 10 e 11).

TABELA 10
Analise da correlacdo entre os niveis plasmaticos pré-tratamento de quimiocinas em

pacientes com infec¢do cronica pelo HCV (N=71)

Coeficiente de correlacao (valor de p)

CXCL9 sTNFR1 sTNFR2

CXCL9 1,0 0,54 (<0,001) 0,37 (0,002)

sTNFR1 0,54 (<0,001) 1,0 0,79 (<0,001)

sTNFR2 0,37 (0,002) 0,79 (<0,001) 1,0
TABELA 11

Modelo final de regressdo logistica para analise multivariada dos
fatores preditores de fibrose hepatica na infec¢do cronica pelo HCV,

incluindo o marcador inflamatéorio sSTNFR 1

Fator | OR(@95%IC) | Valordep
sTNFR1 (ng/mL) 19,85 (1,57-251,22) 0,021
Atividade necro-inflamatoria hepatica 40,96 (7,09-236,56) <0,001
(A>2)

Etilismo moderado/intenso recente 5,95 (1,24-28,61) 0,026

Hosmer-Lemeshow: 0,62; Nagelkerke R*: 0,59



TABELA 12
Modelo final de regressdo logistica para analise multivariada dos
fatores preditores de fibrose hepatica na infec¢do cronica pelo HCV,

incluindo o marcador inflamatério sSTNFR2

Fator OR Valor
95% IC) dep

Atividade necro-inflamatéria hepatica (A>2) 25,31 (6,03-103,14) <0,001

Etilismo moderado/intenso recente 3,68 (0,93-14,54) 0,063

Hosmer-Lemeshow: 0,85 ; Nagelkerke R%: 0,47

TABELA 13
Modelo final de regressao logistica para analise multivariada dos fatores preditores de
fibrose hepatica na infecgdo cronica pelo HCV, incluindo o marcador inflamatério

STNFR2 e ndo incluindo a variavel atividade necro-inflamatoria

Fator OR Valor
95% IC) de p
sTNFR2 (ng/mL) 2,87 (1,05-7,83) 0,039
Idade (anos) 1,08 (1,02-1,14) 0,010
Etilismo moderado/intenso recente 5,19 (1,34-20,03) 0,017

Hosmer-Lemeshow: 0,24; Nagelkerke R%: 0,29

TABELA 14

Modelo final de regressao logistica para analise multivariada dos fatores preditores de
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fibrose hepatica na infecgdo cronica pelo HCV, incluindo o marcador inflamatério CXCL9

Fator OR Valor

(95% 1C) de p
CXCL9 (ng/mL) 3,06 (1,16-8,11) 0,024
Atividade necro-inflamatoria

hepitica (A>2) 31,98 (6,21-164,82)  <0,001

Hosmer-Lemeshow: 0,78; Nagelkerke R?: 0,54
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5.4 Fatores associados a resposta terapéutica

Dos 73 pacientes incluidos, 43 (58,9%) submeteram-se, no periodo estudado, a
tratamento especifico com interferon, na forma convencional ou peguilada, e ribavirina.
Um deles utilizou, de maneira equivocada, apenas a metade da dose prescrita de ribavirina
nos dois primeiros meses de tratamento € uma teve o tratamento suspenso antes da 12°
semana devido a anemia grave, sendo excluidos da analise. Entre os 41 pacientes elegiveis
para esta analise, a média de idade foi de 44,4 (£ 11,1) anos, 23 (56,1%) eram do sexo
masculino, 29 (70,7%) estavam infectados pelo genotipo 1 do HCV, 29 (70,7%)
apresentavam aumento de ALT superior a 1,5 vez o limite superior da normalidade, 28
(68,3%) tinham fibrose moderada/avancada a biopsia, sendo que 10 (24,4%) tinham
diagnostico histologico de cirrose hepatica (TAB. 15). Os pacientes com gendtipo 1
tiveram carga viral pré-tratamento analisada e 16 (57,1 %) apresentavam carga viral do

HCV > 600.000 UI/mL.

TABELA 15
Perfil dos pacientes com hepatite C cronica submetidos a tratamento

com interferon e ribavirina (N=41)

Caracteristica n % ou média (dp)
Idade em anos (média + dp) 41 444+ 11,1
Peso em kg (média = dp) 41 68,5 13,1
Sexo masculino (%) 23 56,1%
(s o

Genotipo (%) . 29 70.7%

2 5 11,9%

7 19,0%

3
Carga viral elevada (>600.000 UI/mL) 16 55.2%
(n=28)
Elevacao de ALT (>1,5x LSN) 70,7%
Alteracoes a biopsia hepatica
- Atividade inflamatoéria (A>=2) 20 48,8%
- Fibrose (F>=2) 28 68,3%
- Cirrose 10 24.4%

- Esteatose >=1 20 48.8%
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Dos 29 pacientes com genotipo 1, oito utilizaram peg-interferon alfa 2a e 21 e
fizeram uso de peg-interferon alfa 2b associados a ribavirina ajustada pelo peso do
paciente. Os pacientes com gendtipo 2 e 3 foram todos tratados com interferon
convencional e ribavirina ajustada pelo peso.

Os pacientes com gendtipo 1 realizaram a quantificagdo do RNA do HCV por
PCR na 12" semana de tratamento e a resposta virologica precoce (RVP) foi de 69%.
Todos os que tinham RVP apresentaram o RNA do HCV indetectavel pela técnica de PCR
quantitativo na 12°* semana.

Dos 41 elegiveis para analise do tratamento, 40 haviam concluido o tratamento
até o final do periodo de coleta de dados para este estudo. Destes, dois interromperam o
tratamento entre a 12 semana e o final, sendo excluidos da analise de fatores preditores de
resposta. Um paciente suspendeu o tratamento por ordem médica devido a efeito adverso
(anemia grave necessitando de hemotransfusdo) e o outro o abandonou apés reiniciar
consumo abusivo de bebida alcéolica. Desta forma, 38 individuos foram analisados em
relagdo aos fatores preditores de resposta virologica ao final do tratamento e 24 semanas
apos o término do mesmo.

As taxas globais de RVF e RVS foram de 60,5 e 55,3%, respectivamente. As
taxas de resposta virologica, tanto final quanto sustentada, foram mais altas para pacientes

portadores do gendtipo 2, seguidos do gendtipo 3 e genotipo 1 (TAB. 16).

TABELA 16
Resposta viroldgica ao tratamento de pacientes com infec¢do cronica pelo HCV,

global e estratificada por genotipo viral

RVP (N=29) RVF (N=38) RVS (N=38)
Global - 23/38 (60,5%) 21/38 (55,3%)
Genétipo 1 20/29 (69,0%) 13/26* (50%) 12/26% (46,2%)
Genétipo 2 - 5/5 (100%) 5/5 (100%)
Genétipo 3 - 5/7 (71,4%) 417 (57,1%)

RVP: resposta virologica precoce; RVF: resposta viroldgica ao final do tratamento; RVS: resposta
viroldgica sustentada.

*Observagao: foram excluidos da analise de RVR e RVS um paciente que abandonou o tratamento, um
que precisou interrompé-lo por efeitos colaterais entre a 12° ¢ a 48" semana € um que ndo o havia
concluido até o término do periodo de coleta de dados.



76

5.4.1 Analise da associacio entre marcadores inflamatérios soluveis e resposta

virolégica ao tratamento

A andlise da associacdo entre marcadores inflamatorios soliveis pré-tratamento
e resposta ao tratamento da hepatite C cronica mostrou que niveis plasmaticos de CXCL10
mais elevados estiveram associados a auséncia tanto de RVP (p=0,011) quanto de RVS
(p=0,045) - (GRAF. 8 ¢ 13 ¢ TAB. 17 e 19) A acuracia dos niveis plasmaticos de CXCL10
para predigdo de auséncia de resposta precoce foi de 0,79 (IC95% 0,59-0,99), com
sensibilidade de 78% e especificidade de 65% para auséncia de RVP utilizando-se o valor
de 220 pg/mL como ponto de corte (GRAF. 10). A utilizagdo dos valores inferiores a 150 e
superiores a 450 pg/mL para predi¢do de resposta terap€utica resultou em valores
preditivos positivo e negativo para RVP de 85,7% e 71,4%, respectivamente (TAB. 20 e
21); entretanto, 15 (51,7%) dos 29 pacientes apresentaram valores plasmaticos de CXCL10
entre 150 e 450 pg/mL e ndo seriam passiveis de classificacdo utilizando estes pontos de
corte.

Para predicao de RVS, a acuracia dos niveis plasmaticos de CXCL10 foi menor
(0,69 - 1C95% 0,51-0,87) - (GRAF. 11). Utilizando-se os mesmos valores empregados para
predicdo de RVP, ou seja, abaixo de 150 pg/mL e acima 450 pg/mL, encontrou-se um
valor preditivo positivo de 78,6% e valor preditivo negativo 66,7% em relagdo a RVS
(TAB. 22 e 23); 15 (39,5%) dos 38 pacientes exibiram valores plasmaticos de CXCL10
entre 150 e 450 pg/mL e ndo seriam passiveis de classificagdo usando esses pontos de
corte.

Adotando-se como ponto de corte niveis plasmaticos de CXCL10 de 600
pg/mL, verificou-se que apenas quatro pacientes apresentavam niveis superiores a este
valor. Nesse pequeno grupo, a taxa de RVS foi de 25%, sendo que o unico paciente
respondedor era genotipo 2.

Os niveis plasmaticos de CXCL10 nao se associaram a RVF (p=0,121). Os
outros mediadores inflamatorios soliveis analisados ndo se associaram & resposta
terapéutica (TAB. 17 a 19).

As amostras plasmaticas utilizadas nesta analise foram coletadas proximo a
biopsia hepatica e, por isso, o tempo entre a coleta e o inicio do tratamento foi muito
variavel. O tempo médio entre a coleta da amostra e o inicio do tratamento foi de 265
(x173) dias. Uma subandlise de treze pacientes cujo tempo entre coleta da amostra e inicio

de tratamento foi superior a média, ou seja, a 265, dias mostrou que mesmo nesse subgrupo
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a mediana dos niveis pré-tratamento foi mais alta para o grupo dos trés pacientes sem RVP

se comparada aquela encontrada no grupo de respondedores (536,0 pg/mL vs. 174,6

pg/mL, respectivamente; p=0,043) (GRAF. 12).
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GRAFICO 8 - Niveis plasmaticos pré-tratamento de CXCL10 em

pacientes com hepatite C cronica estratificado por resposta virologica precoce.

CXCL10 pg/mi

1500-
oo p=0,045
1000-
u
o
500 :' L
— e, m
R o
[ ]
0 s Hpat
e&e z“\@
4 &
v Q¢

Resposta virolégica sustentada

GRAFICO 9 - Niveis plasmaticos de CXCL10 em pacientes com

hepatite C cronica estratificados por resposta viroldgica sustentada.



TABELA 17
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Associag@o dos niveis plasmaticos pré-tratamento de quimiocinas e receptores soluveis de

TNF com resposta viroldgica precoce (RVP)

Fator Sem RVP Com RVP Valor
(n=9) (n=20) de p

CCL2 124,5 (85,5-177,8) 122,7 (36,2-133,3) 0,627
CCL3 141,1 (89,1-207,6) 100,9 (5,0-126,9) 0,340
CCL11 259,1 (239,4-304,9) 216,6 (168,0-273,0) 0,183
CCL24 690,4 (346,2-1050,1) 686,6 (429,5-1228,6) 0,945
CXCL9 434,4 (102,5-1711,0) 637,2 (2,5-1208,4) 0,729
CXCL10 512,9 (225,5-630,3) 179,1 (107,2-268,9) 0,011
sTNFR1 721,7 (636,7-996,7) 824,6 (537,3-1064,9) 0,982
sTNFR2 2078,0 (1992,8-2947,1) 2411,0 (1837,6-2657,8) 0,594

TABELA 18

Associago dos niveis plasmaticos pré-tratamento de quimiocinas e receptores soluveis de

TNF com resposta viroldgica ao final do tratamento (RVF)

Fator Sem RVF (n=15) Com RVF (n=23) ‘;11(:
CCL2 103,2 (71,4-152,9) 128,0 (69,7-158,2) 0,701
CCL3 98,5 (86,8-183,8) 108,0 (44,6-195,7) 0,953
CCL11 239,4 (180,9-266,1) 220,1 (164,7-272,1) 0,616
CCL24 761,7 (513,4-1219,6) 719,3 (429,6-1100,1) 0,746
CXCL10 229,3 (157,7-524,4) 165,2 (90,5-268,9) 0,121
CXCLS 541,0 (53,8-1154,3) 583,7 (211,6-1089,1) 0,953
sTNFRI 721,7 (636,7-1001,2) 677,8 (515,8-1037,9) 0,658
STNFR2 2078,0 (1850,4-2810,0) 2328,7 (1852,4-2632,0) 0,930




TABELA 19
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Associag@o dos niveis plasmaticos pré-tratamento de quimiocinas e receptores soluveis de

TNF com resposta viroldgica sustentada

Fator Sem RVS (n=17) Com RVS (n=21) ‘;1“;)"
CCL2 120,9 (85,5-177.8) 124,5 (53,8-135,1) 0,728
CCL3 103,3 (89,1-207,6) 108,0 (0-169,5) 0,561
CCLI11 2394 (174,4-273,1) 220,1 (167,9-265,6) 0,504
CCL24 806,5 (610,4-1050,1) 690,5 (390,0-1132,0) 0,581
CXCL9 626,5 (102,5-1273,6) 583,7 (158,7-884,0) 0,486
CXCL10 289,9 (157,7-512,9) 142,7 (86,7-206,6) 0,045
STNFRI1 721,7 (636,7-996,7 ) 613,4 (498,3-1049,6) 0,622
STNFR2 2078,0 (1808,5-2683,4) 2328,7 (1910,0-2632,2) 1,0
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GRAFICO 10 - Curva ROC dos niveis plasmaticos de CXCL10

como preditor de auséncia de resposta virologica precoce.
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GRAFICO 11 - Curva ROC dos niveis plasmaticos de CXCL10

como preditor de auséncia de resposta virologica sustentada.
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GRAFICO 12 - Niveis plasmaticos de CXCL10 estratificado por resposta virologica
precoce em pacientes com tempo entre coleta da amostra e

inicio do tratamento superior a 265 dias.



TABELA 20
Associagdo entre niveis plasmaticos de CXCL10 e

resposta virologica precoce (RVP)

Niveis de CXCL10

RVP <150 pg/mL | > 150 pg/mL Total
Ausente  1(143%) 8 (36,4%) 9 (31,0%)
Presente  6(85,7%)  14(63,6%) 21 (69,0%)

Total 7(100%) | 22(100%) | 29 (100%)

TABELA 21

Associagdo entre niveis plasmaticos de CXCL10

e resposta viroldgica precoce (RVP)

Niveis de CXCL10

RVP Total
<450 pg/mL | > 450 pg/mL
Ausente 4 (18,2%) 5(71,4%) 9 (31,0%)
Presente 18 (81,8%) 2 (28,6%) 21 (69,0%)
Total 22 (100%) 7 (100%) 29 (100%)
TABELA 22

Associagdo entre niveis plasmaticos de CXCL10 e

resposta virologica sustentada (RVS)

Niveis de CXCL10
RVS <150 pg/mL p>g /llfl% Total
Ausente 3 (21,4%) 14 (58,3%) 17 (44,7%)
Presente 11(78,6%) 10 (41,7%) 21 (55,3%)
Total 14 (100%) 24 (100%) 38 (100%)
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TABELA 23
Associagdo entre niveis plasmaticos de CXCL10 e

resposta virologica sustentada (RVS)

Niveis de CXCL10
RVS Total
<450 pg/mL | > 450 pg/mL
Ausente 11 (37,9%) 6 (66,7%) 17 (44,7%)
0, 0, 0,
Presente 18 (62,1%) 3 (33,3%) 21 (55,3%)
Total 29 (100%) 9 (100%) 38 (100%)
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5.4.2 Associacio entre fatores clinico-demograficos e resposta viroloégica ao

tratamento

Nenhum dos fatores clinicos, demograficos ou viroldgicos analisados associou-

se de maneira estatisticamente significativa as respostas virologica precoce, final ou

sustentada (TAB. 24 a 26). Apesar da auséncia de significancia estatistica, ¢ interessante

observar que nenhum dos trés pacientes portadores de diabetes mellitus submetidos ao

tratamento obteve resposta viroldgica sustentada.

TABELA 24

Associagdo entre fatores clinico-demograficos e resposta viroldgica precoce em pacientes

com infeccdo cronica pelo HCV (apenas genoétipo 1)

Fator N Com RVP RR Valor

n (%) 95% CI) de p

Sexo Masculino 16 10 (62,5) 0,81 (0,50-1,32) 0,454
Feminino 13 10 (76,9) 1,0

Niveis de ALT >1,5x LSN 20 15(75,0) 1,78 (0,62-5,10) 0,396
<1,5x LSN 9 5(55,6) 1,0

Carga viral (UI/mL) =>600.000 12 8 (66,7) 0,75 (0,23-2,41) 0,691
<600.000 16 12 (75,0) 1,0

Passado de esquistossomose Sim 10 6 (60,0) 0,66 (0,23-1,92) 0,675

Nio 19 14 (73,7) 1,0




Continua TAB. 24

&3

Fator N Com RVP RR Valor
n (%) 95% CI) de p
Ingestio etilica >40g/d 14 8 (57,1) 0,47 (0,14-1,52) 0,245
ausente ou < 40g/d 15 12 (80,0) 1,0
Ingestao etilica recente >40g/d 3 2 (66,7) 1,04 (0,45-2,41) 1,0
ausente ou < 40g/d 26 18 (69,2) 1,0
Atividade necro-inflamatéria
hepatica
moderada/intensa (A > 2) 13 9 (69,2) 1,02 (0,34-3,03) 1,0
ausente/leve (A <1) 16 11 (68,8) 1,0
Fibrose hepatica
moderada/intensa (F > 2) 18 13 (72,2) 1,31(0,45-3,85) 0,694
ausente/leve (F<1) 11 7 (63,6) 1,0
Cirrose presente 7 6(85,7) 2,54 (0,38-16,97) 0,382
ausente 22 14 (63,6)
Esteatose presente 15 12 (80,0) 2,14 (0,66-6,95) 0,245
ausente 14 8 (57,1) 1,0




TABELA 25
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Associagdo entre fatores clinico-demograficos e resposta viroldgica ao final do tratamento

em pacientes com infec¢do cronica pelo HCV

Fator N Com RVF RR Valor
n (%) (95% CI) de p
Sexo 22 13 (59,1) 0,92 (0,41-2,06) 1,0
Masculino
16 10 (62,5)
Feminino
Niveis de ALT  >1,5x LSN 27 17 (63,0) 1,23 (0,54-2,78) 0,722
<1,5x LSN 11 6 (54,5)
Carga viral (UI/mL)
=>600.000 10 3(33,3) 0,48 (0,21-1,08) 0,111
<600.000 15 10 (66,7)
Passado de esquistossomose
Sim 11 5(45,5) 0,61 (0,29-1,31) 0,285
Nao 27 18 (66,7)
Ingestao etilica >40g/d 20 11 (55,0) 0,74 (0,33-1,67) 0,522
ausente ou < 40g/d 18 12 (66,7)
Ingestio etilica recente> 40g/d 4 2 (50,0)
ausente ou < 40g/d 34 21 (61,8)
Atividade necro-inflamatéria
hepatica
moderada/intensa (A > 2) 18 10 (55,6) 0,79 (0,36-1,73) 0,741
Ausente/leve (A <1) 20 13 (65,0)
Fibrose hepatica
moderada/intensa (F > 2) 25 15 (60,0) 0,96 (0,42-2,22) 1,0
Ausente/leve (F <1) 13 8 (61,5)
Cirrose Presente 8 4 (50,0) 0,73 (0,32-1,69) 0,687
Ausente 30 19 (63,3)
Esteatose Presente 18 12 (66,7) 1,35 (0,60-3,04) 0,522
Ausente 20 11 (55,5)




Associagdo entre fatores clinico-demograficos e resposta virologica sustentada

TABELA 26
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Fator T(l)\;al Com RVS © 5}’2RCI) \;aeltl))r
Sexo Masculino 22 12 (54,5) 0,96 (0,47-1,98) 1,0
Feminino 16 9 (56,3) 1,0
Diabetes Sim 3 0(0) 0,82 (0,66-1,03) 0,081
Niao 35 21 (60)
Passado de esquistossomose Sim 11 5 (45,5) 0,75 (0,37-1,51) 0,491
Niao 27 16 (59,3) 1,0
Ingestio etilica >40g/d 20 10 (50,0) 0,78 (0,38-1,61) 0,532
ausente ou < 40g/d 18 11 (61,1) 1,0
Ingestao etilica recente >40g/d 4 1 (25,0) 0,55 (0,27-1,10) 0,307
ausente ou < 40g/d 34 20 (58,8) 1,0
Genétipo 1 26 12 (46,2) 0,46 (0,16-1,32) 0,161
20u3 12 9 (75,0) 1,0
Niveis de ALT >1,5x LSN 27 16 (59,3) 1,34 (0,66-2,71) 0,491
<1,5x LSN 11 5 (45,5) 1,0
Carga viral (UI/mL) =>600.000 10 3(30,0) 0,57 (0,27-1,20) 0,226
<600.000 15 9 (60,0) 1,0
Atividade necro-inflamatoria
hepatica
moderada/intensa (A >2) 18 9 (50,0) 0,80 (0,39-1,62) 0,745
Ausente/leve (A <1) 20 12 (60,0) 1,0
Fibrose hepatica
moderada/intensa (F > 2) 25 13 (52,0) 0,80 (0,36-1,78) 0,734
Ausente/leve (F < 1) 13 8 (61,5) 1,0
Cirrose Presente 8 3 (37,5 0,64 (0,32-1,28) 0,426
Ausente 30 18 (60,0)
Esteatose hepatica Presente 18 11 (55,0) 1,01 (0,50-2,06) 1,0
Ausente 20 10 (55,6) 1,0
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5.4.3 Analise da cinética dos mediadores inflamatorios soliiveis apés inicio do

tratamento

Na analise da cinética das citocinas, foram comparados os niveis desses
marcadores inflamatérios antes, durante ¢ ao final do tratamento. Dos 41 pacientes que
iniciaram tratamento, 25 com gendtipo 1 tinham amostra coletada na 12* semana de
tratamento disponivel para andlise e 13, com diferentes genétipos virais (quatro com
genotipo viral 1, cinco com gendtipo 2 e quatro com genoétipo 3), tinham amostra coletada
ao final do tratamento.

Observou-se que os niveis plasmaticos de CXCL9, CXCL10, CCL3, CCL24,
sTNFR1 reduziram-se, enquanto os niveis de STNFR2 elevaram-se significativamente na
12* semana de tratamento comparando-se com os niveis pré-tratamento (TAB. 27). No
final do tratamento, os niveis de CXCL9, CCL3 e sTNFRI reduziram-se enquanto os
niveis de CCL11 elevaram-se de maneira significativa em relagdo aos niveis encontrados

antes do tratamento (TAB. 28).

TABELA 27
Comparagao dos niveis plasmaticos pré-tratamento dos marcadores inflamatdrios pré-

tratamento com interferon e ribavirina e na 12 semana de tratamento (n=25).

or | Mt 101 e | M IO T
tratamento de p

CXCL9 434,4 (5,0-1143,3) 0 (0-40,6) 0,001
CXCL10 225,5 (157,7-322,8) 29,3 (0-264,9) 0,004
CCL2 124,5 (57,3-135,1) 0 (0-225,7) 0,601
CCL3 98,5 (78,5-160,1) 0 (0-5,0) <0,001
CCL11 220,1 (174,4-273,1) 243,0 (215,2-273,1) 0,475
CCL24 690,5 (416,3-1389,1) 437,1 (247,6-624,4) < 0,001
sTNFR1 737,8 (567,9-1005,8) 539,4 (408,8-638,3) < 0,001

sTNFR2 2328,7 (1892,2-2723,2) 2751,7 (2262,1-3388,6) 0,001
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TABELA 28
Comparagdo dos niveis plasmaticos dos marcadores inflamatorios pré-tratamento e ao final

do tratamento com interferon e ribavirina em pacientes com hepatite C cronica (n=13)

Fator Mediana (AIQ) pré- Mediat“rz;t(f:lgz t‘;‘“al 40 | Valor de
tratamento p
CXCL9 583,7 (158,7-841,0) 0(0-140,6) 0,021
CXCL10 112,8 (75,5-166,7) 0(0-271,5) 0,152
CCL2 92,6 (18,6-124,5) 24,1(0-473,8) 0,203
CCL3 103,3 (0-108,0) 50(0-50) 0,013
CCL11 200,4 (148,5-239,5) 253,8 (239,9-283,0) 0,039
CCL24 574,9 (318,7-1132,0) 436,3 (155,0-691,3) 0,311
STNFR1 584,7 (443,8-923,1) 4955 (388,4-577,5) 0,007
STNFR2 2233,7 (1798,0 —2336,9)  2133,9 (1760,4-2534,1) 0,311

Estratificando a analise da cinética dos marcadores inflamatdrios pela resposta
terapéutica, verificou-se que os niveis plasmaticos de CXCL10 na 12* semana reduziram-
se de maneira significativa apenas entre respondedores virologicos precoces (TAB. 29 e
30). Um padrio semelhante foi observado para os niveis de CXCL9 e CCL24.

Em relacdo a RVS, as reducdes nos niveis de CXCL9, CCL3, CCL24 ¢
sTNFR1 na 12° semana de tratamento foram registradas tanto entre pacientes com resposta

quanto naqueles sem RVS (TAB. 31 e 32).



TABELA 29
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Comparagio dos niveis pré-tratamento € na 12 semana de tratamento entre pacientes com

hepatite C cronica sem resposta precoce a interferon e ribavirina (n=8)

Mediana (AIQ) 12*

Fator Medi::fafﬁellg()) pré- semana de tratamento \;z;l(l))r
CXCL9 391,9 (53,8-1126,0) 13,9 (0-186,6) 0,071
CXCL10 412,8 (201,0-583,1) 132,1 (0-492,9) 0,216
CCL2 113,8 (42,8-152,9) 0 (0-340,7) 0,921
CCL3 117,4 (83,8-183,8) 2,5 (0-68,2) 0,040
CCL11 252,5(219,9-289,0) 243,9 (183,8-279,6) 0,618
CCL24 553,3 (241,8-1303,6) 479,7 (139,6-741,1) 0,091
sTNFR1 680,1 (602,3-867,2) 492,8 (394,8-657,5) 0,041
sTNFR2 2076,1 (1942,5-2941,8)  2647,1 (2331,1-3111,3) 0,068

TABELA 30

Comparagio dos niveis dos marcadores inflamatorios plasmaticos pré-tratamento € na 12°

semana de tratamento entre pacientes com hepatite C cronica apresentando resposta

precoce ao tratamento com interferon e ribavirina (n=17)

Fator Mediana (AIQ) pré- | Mediana (AIQ) 12 semana | Valor
tratamento de tratamento de p

CXCL9 690,7 (5,0-1143,3) 0(0-0) 0,006
CXCL10 206,6 (101,6-289,9) 29,3 (0 —240,5) 0,003
CCL2 128,0 (57,3-135,1) 7,4 (0-225,7) 0,467
CCL3 98,5 (10,0-131,6) 0(0-5,0) 0,001
CCLI11 213,4 (168,1-267,3) 230,4 (216,5 —272,2) 0,101
CCL24 743,8 (610,4-1389,1) 437,1 (260,1 —579,6) 0,001
sTNFR1 833,1 (541,3-1026,3) 539,4 (432,1-622,3) 0,004
sTNFR2 2493.4 (1765,1-2683,4)  2751,7 (2262,1-3470,6) 0,006




TABELA 31

Comparacao dos niveis dos marcadores inflamatorios plasmaticos pré-tratamento

e na 12° semana de tratamento entre pacientes com hepatite C cronica

sem resposta sustentada (n=13)

Mediana (AIQ) 12" semana

Fator g/:zflii:?afﬁ:gz de tratamento ‘Zlil(;)r
CXCL9 434.,4 (5,0-1273,6) 0 (0-27,9) 0,011
CXCL10 289.,9 (157,7-512,9) 0 (0-288,6) 0,061
CCL2 103,2 (57,3-128,0) 0(0-225,7) 0,897
CCL3 98,5 (84,4-141,1) 0(0-5,0) 0,005
CCLI11 200,4 (168,1 —259,1) 243,0 (209,8-273,1) 0,648
CCL24 690,4 (416,3-1050,1) 375,8 (260,1-577,9) 0,009
sTNFR1 721,7 (636,7-996,7) 464,4 (408,8-676,7) 0,007
sTNFR2 2146,3 (1992,8-2683,4)  2692,7 (2337,3-2849,5) 0,021

TABELA 32

Comparacao dos niveis plasmaticos dos marcadores inflamatorios pré-tratamento

e na 12" semana de tratamento entre pacientes com hepatite C cronica

apresentando resposta sustentada (n=9)

Fator Mediana (AIQ) pré- Medial:lz E?alt(gl)nleii;emana Valor
tratamento de p

CXCL9 690,7 (264,5-884,0) 0 (0-40,6) 0,021
CXCL10 191,5 (94,2-247,9) 80,1 (3,5 —240,5) 0,092
CCL2 131,6 (128,0-152,9) 141,4 (0-489,1) 0,407
CCL3 122,2 (98,5 —236,2) 0(0-5,0) 0,021
CCLI11 257,8 (213,4-291,8) 221,0 (216,5-274,9) 0,950
CCL24 1068,2 (690,5-2010,3) 520,5 (247,6 — 772.,9) 0,021
sTNFR1 837,1 (541,3-1103,6) 539,4 (457,4 - 622,3) 0,050
sTNFR2 2493,4 (1765,1-2784,3) 2751,7 (2262,1- 3741,7) 0,111

&9
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho mostrou que os niveis plasmaticos de CXCL9 e de
receptores soliveis de TNF associaram-se de maneira independente as alteracdes
histologicas hepaticas em pacientes com hepatite C cronica.

Em relagdo aos receptores soluveis de TNF, os niveis de STNFR1 e sTNFR2
associaram-se de maneira significativa ao estadiamento hepatico, sendo que os niveis de
STNFR2 associaram-se também a atividade necro-inflamatéria. Esses receptores soluveis
resultam da clivagem de receptores TNF de membrana de células inflamatérias, como
monocitos, neutrdfilos e linfocitos T ativados (PORTEU; HIEBLOT, 1994) e contribuem
para a homeostasia do sistema TNF, competindo com os receptores de membrana por sua
ligacdo.

Em estudos experimentais de endotoxemia em humanos, a elevagido dos niveis
séricos de TNF ap6s administracdo de endotoxina correlacionaram-se com a elevacdo dos
niveis de sSTNFR (SPINAS; KELLER; BROCKHAUS, 1992; VAN ZEE et al., 1992),
sugerindo a possibilidade de utilizagdo desses receptores soliveis como marcadores
correlatos da ativagdo do sistema TNF (DIEZ-RUIZ et al., 1995). Em pacientes com
hepatite C cronica, a correlagdo entre niveis séricos de TNF e seus receptores soluveis,
sTNFR1 e R2, foi demonstrada por Nelson et al. (1997). Zylberberg et al. (1999),
entretanto, ndo conseguiram comprovar a associacao entre niveis séricos de STNFR e TNF,
sugerindo a possibilidade de envolvimento de outros mediadores inflamatorios além do
TNF na liberagdo do sTNFRs.

A maior ativagdo do sistema TNF poderia ser uma das explicagdes para o
achado da associacdo entre niveis plasmaticos mais elevados de sSTNFR2 e maior atividade
necro-inflamatéria. Como o TNF-a ¢ um indutor de apoptose em hepatocitos infectados
(KOUNTOURAS; ZAVOS; CHATZOPOULOQS, 2003) e esta também envolvido no dano
causado pelos LTCs aos hepatdcitos circunvizinhos nao-infectados (KAPLANSKI et al.,
1997), maior ativagdo do sistema TNF resultaria em maior agressdo ao parénquima
hepatico. Zylberberg et al. (1999), em estudo realizado com pacientes com hepatite C
cronica, verificaram que niveis séricos de TNF dos pacientes com atividade necro-
inflamatoéria intensa estiveram significativamente mais elevados do que aqueles

encontrados em pacientes com atividade leve ou moderada.
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Pesquisas anteriores haviam estabelecido a associacdo dos niveis séricos de
sTNFR1 e sTNFR2 com os niveis de aminotransferases e diferentes intensidades de
atividade necro-inflamatéria hepatica e de fibrose hepatica (ITOH et al., 1999; KAKUMU
etal., 1997; KALLINOWSKI et al., 1998; ZYLBERBERG et al., 1999). Kallinowski et al.
(1998), assim como Itoh et al. (1999), encontraram, em analise univariada, a associa¢ao
dos niveis séricos de sSTNFR1 e sTNFR2 com atividade necro-inflamatoria. Zylberberg et
al. (1999) mostraram que niveis séricos de STNFR2, além de associarem-se aos niveis de
aminotransferases e atividade necro-inflamatoria hepatica, estiveram significativamente
mais elevados entre pacientes com estadiamento mais avancado de fibrose hepatica.
Kakumu et al. (1997) constataram que os niveis séricos de sTNFR2 aumentaram
gradativamente de acordo a progressdo da doenca em pacientes infectados pelo HCV,
comparando os seguintes grupos de pacientes: portadores do HCV sem aumento de
aminotransferases, presenca de hepatite C cronica, cirrose e hepatocarcinoma.

A auséncia de associacdo dos niveis plasmaticos de STNFR1 com atividade
necro-inflamatéria encontrada neste estudo foi também registrada por Zylberberg et al.
(1999). Em pessoas saudaveis, os niveis séricos de sTNFR2 sdo mais abundantes e
demonstram mais afinidade com o TNF, se comparado ao sTNFR1 (DIEZ-RUIZ et al.,
1995). Em pacientes com hepatite C cronica, a expressao intra-hepatica do TNFR2 ¢ muito
mais intensa do que a de TNFR1 (KALLINOWSKI ef al., 1998) e o STNFR2 ¢ liberado em
concentragdes bem maiores em resposta a citocinas inflamatorias (ZYLBERBERG et al.,
1999).

Em relacdo as quimiocinas estudadas, apenas os niveis plasmaticos de CXCL9
associaram-se de maneira significativa as alteracdes histologicas hepaticas. Os resultados
deste trabalho mostraram que pacientes com estadiamento mais avangado de fibrose
hepatica apresentavam niveis plasmaticos mais elevados de CXCL9.

A CXCL9 ¢ produzida por diferentes tipos celulares, incluindo células
endoteliais sinusoidais, principalmente sob estimulo do IFN-y (LUSTER, 1998; SHIELDS
et al., 1999). Por meio de sua ligacdo ao receptor CXCR3, encontrado principalmente em
linfocitos T ativados com fendtipo Thl, a CXCL9 promove a quimiotaxia dessas células
para o figado, exercendo importante papel na inflamacdo hepatica (BONECCHI et al.,
1998; CLARK-LEWIS et al., 2003; LIAO et al., 1995; LOETSCHER et al., 1996; PARK
et al.,2002; QIN et al., 1998). Shields et al. (1999) e Zeremski et al. (2008) demonstraram,
por imuno-histoquimica, que linfocitos infiltrando o espaco porta e o lobulo hepatico

expressam CXCR3 e que ligantes deste receptor, como a CXCL9, estdo presentes em
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maior quantidade no endotélio sinusoidal e hepatocitos de pacientes com hepatite C
cronica do que em pacientes utilizados como controle.

Embora ndo se possa afirmar que os niveis plasmaticos de CXCL9 analisados
neste trabalho representem produgdo intra-hepatica dessa quimiocina, trés estudos
atestaram que a expressdo intra-hepatica da CXCL9 estd aumentada em pacientes com
hepatite C cronica (APOLINARIO et al., 2002; SHIELDS et al., 1999; ZEREMSKI et al.,
2008). A analise imuno-histoquimica realizada por Apolinario et al. (2002), mostrou uma
maior expressao de CXCL9 e uma presenga mais marcante de linfocitos expressando
CXCR3 e CCRS5 nos acinos hepaticos com maior infiltragdo leucocitaria.

Apesar de Apolinario et al. (2002) ndo terem investigado a associagdo entre a
CXCL9 e fibrose hepatica, que foi demonstrada no presente trabalho, sabe-se que a
intensidade da atividade necro-inflamatoria hepatica € fator preditor da evolugdo de fibrose
hepatica em pacientes com hepatite C cronica (BOCCATO et al., 2006; FONTAINE et al.,
2001; POYNARD e al.,, 2001). A associagdo significativa entre atividade necro-
inflamatoria e fibrose hepatica foi também encontrada nesta pesquisa tanto na analise
univariada (OR 21,1; IC95% 5,3-83,2) quanto nos diversos modelos de analise
multivariada. Entretanto, os niveis plasmaticos de CXCL9 na amostra estudada, embora
mais elevados entre os pacientes com maior atividade necro-inflamatoria, ndo diferiram de
maneira estatisticamente significativa entre os grupos (p=0,09). Outra explicacdo para a
associacdo entre CXCL9 e fibrose hepatica seria o seu papel como ligante do CXCR3 nas
células estelares hepaticas. Essas células, que desempenham papel fundamental na
fibrogénese hepatica (FRIEDMAN, 2003; IREDALE, 2003), expressam CXCR3 em sua
membrana e a ligacdo do CXCLY a esses receptores estimula a proliferagdo e migracao
dessas células (BONACCHI et al., 2001), etapa critica na cicatrizacdo do tecido hepatico.

Os niveis periféricos da CXCL9 em pacientes com hepatite C cronica foram
analisados em outros dois estudos, nos quais se demonstrou elevagdo dos niveis séricos
dessa quimiocina nos pacientes portadores de hepatite C cronica em relagdo a controles
sadios (APOLINARIO et al., 2004; BUTERA et al., 2005). Apolinario et al. (2004)
analisaram 63 pacientes com hepatite C cronica e ressaltaram niveis séricos aumentados de
CXCL9 em relagdo ao grupo-controle e correlacdo entre os niveis dessa quimiocina e a
carga viral plasmatica do HCV. Butera et al. (2005) avaliaram os niveis plasmaticos de
CXCL9 em 82 pacientes e realcaram também elevacdo dos niveis entre pacientes com
hepatite C cronica, se comparados a um grupo-controle. No entanto, nenhum desses dois

estudos analisou a associacdo dos niveis de CXCL9 com alteracdes histologicas hepaticas.
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No presente trabalho, evidenciou-se, pela primeira vez, a associacdo entre 0s
niveis periféricos de CXCL9 e alteragdes histologicas hepaticas.

A CXCL10, um marcador inflamatorio solivel que vem sendo bastante
estudado nos tultimos anos, liga-se ao mesmo receptor da CXCL9 e exerce funcgdes
semelhantes. Dois estudos encontraram que os niveis de CXCL10 periféricos (tanto séricos
quanto plasmaticos) estiveram associados, de forma dose-resposta, a inflamacao e fibrose
hepaticas (APOLINARIO et al., 2004; HARVEY et al., 2003). Na presente pesquisa,
entretanto, os niveis plasmaticos de CXCL10 ndo se associaram de maneira significativa as
altera¢des histologicas hepaticas nem apresentaram elevacdo significativa comparando-se
os portadores de hepatite C cronica com o grupo-controle.

Considerando as quimiocinas da subfamilia CC aqui analisadas (CCL2, CCL3,
CCL11 e CCL24), ndo houve associacdo entre os niveis plasmaticos de nenhuma delas
com alteragdes histologicas hepaticas; e também ndo houve diferenca dos niveis
plasmaticos entre pacientes portadores cronicos do HCV e o grupo-controle. Avaliacdes
entre a associacdo dos niveis periféricos dessas quimiocinas com alteragdes histologicas
hepaticas ndo foram encontradas na literatura.

Entre os fatores clinico-demograficos analisados, esteatose hepatica, diabetes
mellitus tipo 2, carga viral do HCV, elevagdo dos niveis de ALT e idade associaram-se a
maior atividade necro-inflamatdria na analise univariada. No modelo final, os niveis
plasmaticos de sTNFR2, esteatose hepatica e diabetes mellitus tipo 2 permaneceram
associados, de maneira significativa e independente, a atividade necro-inflamatoria.

Diversos autores t€m destacado associagdo entre esteatose hepatica e
progressdo da doenga hepatica (ADINOLFI et al, 2001; CASTERA et al, 2003;
HOURIGAN et al., 1999; PATTON et al., 2004; RUBBIA-BRANDT et al., 2004). Em
uma metanalise que incluiu 3.068 pacientes de 10 centros na Europa e Estados Unidos,
Leandro et al. (2006) salientaram que a esteatose hepatica esteve associada tanto a fibrose
quanto a atividade necro-inflamatoria hepatica em pacientes com hepatite C cronica. Esses
autores sugerem que a esteatose hepatica potencializaria o dano hepatico pelo estimulo a
producdo de mediadores inflamatorios e pro-fibroticos como TNF-a, 4cidos graxos livres e
interleucina-6 (LEANDRO et al., 2006).

A associagdo entre diabetes mellitus e alteracdes histologicas hepaticas se
manteve mesmo apoOs ajuste para idade e para uso de medicamentos potencialmente
hepatotoxicos. A associagdo entre diabetes mellitus tipo 2 e fibrose hepatica ja foi

demonstrada por diversos autores (MONTO et al., 2002; ONG et al., 2001; PETIT et al.,
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2001) e a resisténcia a insulina parece associar-se, de maneira independente, a intensidade
e a progressao da fibrose hepatica (HUI et al., 2003). Hui et al. (2003) acreditam que a
hiperinsulinemia estimula a producdo de citocinas fibrogénicas e a secrecdo de matriz
extracelular.

Idade no momento da biopsia, esteatose hepatica, diabetes mellitus tipo 2,
atividade necro-inflamatoria, elevacdo dos niveis de ALT e carga viral do HCV
associaram-se com fibrose hepatica no modelo univariado. Nos modelos de analise
multivariada, atividade necro-inflamatoria hepatica e o habito de ingestdo etilica acima de
40 g/dia proximo da data da bidpsia permaneceram associados a fibrose hepatica.

O habito de ingestdo etilica acima de 40 g/dia nos seis meses anteriores a
biopsia hepatica também se associou de maneira significativa e independente & fibrose
hepatica. A dificuldade em abandonar o habito etilico mesmo apds o diagnéstico da
hepatite C cronica pode refletir mais alto grau de dependéncia ao alcool e, desta forma,
mais exposi¢do ao alcool ao longo da vida. A ingestdo etilica ¢ um fator importante de
progressdo da doenga hepatica em pacientes com hepatite C cronica e ja se estabeleceu
associacdo entre o consumo de alcool ao longo da vida e a existéncia de cirrose hepatica
pelo virus da hepatite C (OSTAPOWICZ et al., 1998). O calculo em g/dia é atualmente o
mais utilizado, mas o limite de tolerancia para ingestdo etilica ainda ndo estd muito bem
definido. Os valores de ingestdo acima dos quais o etanol exerceria efeito deletério ao
figado variam entre os diferentes autores, indo de 20 g/dia a 60 g/dia de etanol (HEZODE
et al, 2003; PESSIONE et al, 1998; POYNARD; BEDOSSA; OPOLON, 1997,
POYNARD et al., 2001; WILEY et al., 1998).

A associacdo entre carga viral e fibrose hepatica encontrada no presente estudo
ndo foi demonstrada em diversos estudos desenhados para avaliar fatores de progressdo na
hepatite C cronica (POYNARD; BEDOSSA; OPOLON, 1997; POYNARD et al., 2001).
Entretanto, a associa¢do entre carga viral elevada e aumento da resisténcia a insulina foi
recentemente demonstrada (HSU et al, 2008; MOUCARI et al, 2008). Como este
aumento de resisténcia a insulina relaciona-se a progressao da fibrose hepatica (HUI et al.,
2003), este poderia ser um possivel mecanismo para explicar a associagdo entre carga viral
elevada e niveis mais avancados de fibrose hepatica aqui demonstrada.

Idade permaneceu associada a fibrose hepatica apenas no modelo no qual a
variavel atividade necro-inflamatoria ndao foi incluida. A associagdo diretamente
proporcional entre idade e intensidade de fibrose hepatica possivelmente reflete o maior

tempo de infec¢do entre pacientes mais idosos, fator este sabidamente associado a
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progressdo da doenca (POYNARD; BEDOSSA; OPOLON, 1997; POYNARD et al.,
2001). A associacdo entre fibrose hepatica e tempo de infec¢do ndo foi encontrada neste
estudo, possivelmente devido a dificuldade de obter essa informagdo de forma confiavel.
Na presente investigagdo, a provavel forma de aquisicdo do HCV néo foi identificada em
mais de um tergo dos pacientes e, mesmo naqueles em que ela foi constatada, a exposigdo
ao fator se dava ao longo de varios anos, dificultando a definicdo do momento em que
foram infectados. Independentemente do tempo de infecgdo, ja foi evidenciado que
pacientes com idade mais avangada apresentam progressdo mais rapida da fibrose hepatica
(POYNARD et al., 2001).

Esta pesquisa analisou também a associacdo entre os marcadores inflamatorios
soltiveis e resposta ao tratamento. Dos analisados, apenas os niveis plasmaticos pré-
tratamento de CXCL10 associaram-se a resposta terapéutica, com niveis mais elevados
dessa quimiocina associados a piores taxas de resposta viroldgica tanto precoce quanto
sustentada. Alguns estudos prévios ja demonstraram essa associacdo inversa entre niveis
periféricos pré-tratamento da CXCL10 e resposta terapéutica (APOLINARIO et al., 2004;
BUTERA et al., 2005; DIAGO et al., 2006; LAGGING et al., 2006; NARUMI et al.,
1997; ROMERO et al., 20006).

Apolindrio et al. (2004) foram os primeiros a destacar a associacdo entre os
niveis séricos de CXCL10 e resposta terapéutica. Eles analisaram 63 pacientes com
hepatite C cronica, provenientes majoritariamente de ensaios clinicos controlados, tratados
com doses variaveis de ribavirina em combinacao com interferon peguilado a-2a ou a-2b.
A acuracia dos niveis de CXCL10 para predicdo de auséncia de resposta virologica
sustentada foi de 0,74, um pouco superior a encontrada no presente estudo (0,69; 1C95%:
0,51 - 0,87). Utilizando ponto de corte de 299 pg/mL, Apolinario et al. referiram
sensibilidade de 80% e especificidade de 63% para predicdo de auséncia de resposta
virologica sustentada, muito semelhante a encontrada no presente estudo (78% e 65%,
respectivamente).

Niveis plasmaticos de CXCL10 foram avaliados por Butera et al. (2005) em
amostras coletadas uma semana antes do inicio do tratamento de 29 pacientes. Eles
publicaram niveis significativamente mais altos entre os ndo-respondedores do que em
respondedores. Além disso, perceberam que os niveis pos-tratamento de pacientes com
hepatite C cronica que apresentavam RVS eram comparaveis aos do grupo-controle. Entre
os nao-respondedores ao tratamento, niveis plasmaticos de CXCL10 permaneceram

elevados na quarta semana de tratamento e apds a suspensdo do tratamento.
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Lagging et al. (2006) dividiram 173 pacientes com hepatite C cronica,
provenientes de uma ensaio clinico, em trés categorias de acordo com os niveis
plasmaticos de CXCL10 pré-tratamento (0-150 pg/mL; 150-600 pg/mL; >600 pg/mL).
Esses autores encontraram associacdo entre niveis plasmaticos aumentados de CXCL10 e
menos resposta virologica tanto rapida quanto sustentada. A associagdo dos niveis
plasmaticos aumentados de CXCL10 e auséncia de RVS se manteve mesmo apds ajuste
para outros fatores como indice de massa corporea (IMC), sexo e carga viral pré-
tratamento. Niveis acima de 600 pg/mL apresentaram valor preditivo negativo de RVS de
79%. Em subanalise incluindo apenas pacientes considerados de dificil tratamento, ou seja,
com IMC elevado e carga viral alta, nenhum dos sete individuos com esse perfil e que
apresentavam niveis acima de 600 pg/mL atingiram RVS. Lagging et al. acrescentaram
que os niveis plasmaticos de CXCL10 reduziram-se na maioria dos pacientes seis semanas
apos terapia, mas retornaram aqueles encontrados antes do tratamento nos pacientes que
ndo alcangaram resposta virologica sustentada.

Por fim, Romero ef al. (2006) analisaram 270 pacientes provenientes do mesmo
estudo de Lagging et al. (2006), incluindo também a andlise histologica hepatica dos
pacientes. Esses autores preconizaram que os niveis plasmaticos de CXCL10 obtidos na
semana anterior ao inicio do tratamento estiveram associados a resposta viroldgica rapida
mesmo apdés ajuste em analise multivariada para outras variaveis como alteragdes
histologicas hepaticas, carga viral pré-tratamento e genotipo. Utilizando pontos de corte de
150 e 600 pg/mL para predicdo de resposta virologica sustentada em pacientes com
hepatite C cronica de genoétipo 1, a especificidade dos niveis plasmaticos de CXCL10 foi
de 81% (VPP de 68%) e a sensibilidade foi de 95% (VPN de 79%).

Os resultados deste estudo refor¢gam a associagdo entre os niveis plasmaticos de
CXCL10 e resposta terapéutica, apresentando resultados semelhantes em relacdo a
capacidade desse marcador inflamatério como preditor de auséncia de resposta. Além
disso, aponta para o fato de que os niveis plasmaticos pré-tratamento podem ser Uteis como
preditores de auséncia tanto de RVP quanto de RVS em pacientes submetidos a tratamento
fora do ambiente de ensaios clinicos randomizados. Sugere também que os niveis
plasmaticos de CXCLI10 estdo associados a resposta viroldogica mesmo se a coleta da
amostra for realizada em periodo bem anterior ao inicio do tratamento.

A CXCL9, que se liga ao mesmo receptor da CXCL10, ndo demonstrou

associacdo significativa com resposta terapéutica em nosso estudo. Uma pesquisa anterior
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também ndo havia encontrado associagdo entre niveis plasmaticos pré-tratamento CXCL9
e resposta terapéutica (BUTERA et al., 2005).

Entre os varios fatores clinicos e virologicos analisados, nenhum se associou a
resposta terapéutica de maneira estatisticamente significativa. Devido as baixas taxas de
resposta do genotipo 3, principalmente a custa de elevada taxa de recidiva apds o término
do tratamento, nem a variavel gendtipo do HCV associou-se de maneira estatisticamente
significativa a resposta virologica sustentada. Outros fatores potencialmente associados a
taxas de resposta, como carga viral e fibrose hepatica (FRIED et al., 2002; MANNS et al.,
2001; MIHM et al., 2006), também ndo se associaram a resposta terapéutica na presente
investigacao, talvez por falta de forca estatistica.

Finalmente, de forma exploratdria, realizou-se a analise da cinética dos niveis
dos marcadores inflamatérios soliiveis apo6s inicio do tratamento. A maioria dos
marcadores inflamatorios analisados (CCL3, CCL24, CXCL9, CXCL10, sTNFR1) teve
seus niveis reduzidos de forma significativa apos 12 semanas do inicio do tratamento
especifico. Comparando-se os niveis plasmaticos pré-tratamento com aqueles ao final do
tratamento, verificou-se reducdo significativa dos niveis de CCL3, CXCL9 e sTNFRI, e
uma elevacao dos niveis de CCL11.

A estratificagdo da andlise pela presenca ou auséncia de RVP sugeriu diferenca
na cinética dos niveis plasmaticos pré-tratamento de CXCL10 e CCL24 entre esses dois
grupos de pacientes, com reducdo dos niveis plasmaticos dessas quimiocinas ocorrendo de
maneira significativa na 12* semana apenas entre aqueles com resposta precoce. A cinética
dos marcadores inflamatdrios plasmaticos ndo diferiu entre aqueles com e sem RVS.

Outros estudos ja analisaram a cinética desses marcadores inflamatorios durante
o tratamento da hepatite C cronica. Narumi et al. (1997) ressaltaram que a redugdo dos
niveis séricos de CXCL10 em pacientes com hepatite C cronica precedeu a resposta
terapéutica e que aqueles com RVS normalizaram completamente os niveis dessa
quimiocina. Por outro lado, pacientes que ndo eliminaram o HCV apds o tratamento
mantiveram niveis elevados de CXCL10 se comparados aos respondedores virologicos
(ITOH et al., 2001). Em relacdo a CXCL9, Butera et al. (2005) afirmaram que os niveis
dessa quimiocina reduziram-se de maneira significativa em pacientes que alcangaram
RVS. Em relagdo ao sTNFR, os niveis séricos desse marcador parecem aumentar logo apos
a aplicacdo de interferon e, a partir do terceiro dia, parecem ser mais baixos nos pacientes

que apresentam resposta terapéutica (FABRIS et al., 1999).
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7 LIMITACOES

Em relacdo a selecdo dos pacientes, o fato de o estudo ter sido realizado em um
servigo de referéncia poderia ter introduzido um viés de selecdo de pacientes mais graves
ou mais complexos. Entretanto, o ambulatério de referéncia no qual os pacientes foram
selecionados recebe tanto pacientes com doenga mais avancada, encaminhados de outras
unidades de saude, quanto assintomaticos, com sorologia positiva, triados em hemocentros.
As caracteristicas histologicas dos pacientes incluidos evidenciam que a amostra teve
representacdo adequada das diferentes fases de atividade e de estadiamento da doenga.

Em relacdo ao desenho do estudo, a analise transversal da associacdo entre os
marcadores inflamatorios soluveis e alteragdes histologicas hepaticas limita a interpretagdo
dos resultados em termos de causalidade, ou seja, ndo se pode afirmar que os niveis
elevados de sTNFRI1, sTNFR2 ¢ CXCL9 sejam diretamente responsaveis pela fibrose
hepatica. Estudos longitudinais seriam necessarios para determinar se o aumento dos niveis
plasmaticos desses marcadores inflamatérios precederia o aparecimento das alteragdes
histologicas.

Do ponto de vista metodologico, a dosagem das quimiocinas pré-tratamento em
apenas um momento poderia limitar a interpretacdo dos achados. Para sustentar a discussao
realizada na presente pesquisa, ¢ necessario supor que os niveis plasmaticos tanto das
quimiocinas quanto dos receptores de TNF apresentem certa estabilidade ao longo do
tempo. Alguns estudos da cinética dos niveis periféricos desses marcadores inflamatorios
em pacientes com hepatite C cronica submetidos a tratamento mostram que, entre
pacientes ndo-respondedores, os niveis de quimiocinas tendem a retornar aos niveis pré-
tratamento apds o término da medicagdo (BUTERA et al, 2005; ITOH et al., 1999;
NARUMI et al., 1997). Isso aponta para a existéncia de um ponto de equilibrio dos niveis
séricos desses marcadores, mas estudos de valores seriados de quimiocinas seriam
necessarios para demonstrar essa suposicao.

No tocante a andlise da associa¢do entre os marcadores inflamatorios e a
resposta ao tratamento, o fato de alguns pacientes terem usado interferon peguilado e
outros interferon convencional pode ter interferido na interpretacdo e generalizacdo dos

resultados em relacdo a resposta viroldgica sustentada. No entanto, o estudo foi feito
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dentro da realidade do nosso servigo e teve que seguir o preconizado pela Portaria n® 863,
de 04 de novembro de 2002, do Ministério da Saude (BRASIL, 2002), quanto ao uso de
interferon convencional para genotipos 2 e 3. A necessidade de adequacdo a essa Portaria
impossibilitou também a avaliagdo da carga viral pré-tratamento € na 12° semana de
tratamento para genotipos 2 e 3. Desta forma, ndo se pode generalizar a capacidade dos
niveis plasmaticos de CXCL10 de predicdo de resposta virologica precoce para pacientes
com gendtipo 2 e 3.

Em relagdo ao tamanho amostral, apesar de o calculo ter indicado que um
grupo-controle de trés pacientes seria suficiente para se encontrar diferenca significativa
em relagdo ao CXCL10, a maior dispersdo dos valores no grupo-controle impediu que a
diferenga alcangasse significancia estatistica.

Por fim, o questionario de avaliagdo da quantidade/frequéncia de ingestdo
etilica utilizado, apesar de ter permitido a diferenciacdo entre etilistas recentes, etilistas
pregressos e ndo-etilistas ndo permitiu uma estimativa precisa da quantidade acumulada de

etanol ingerido ao longo da vida entre os etilistas, tanto os recentes quanto os pregressos.
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8 CONCLUSOES

Os resultados deste estudo permitem concluir que os niveis plasmaticos de
sTNFR1 e sTNFR2 estiveram aumentados em pacientes com hepatite C cronica se
comparados aos valores encontrados para o grupo-controle.

Conclui-se também que os niveis plasmaticos de CXCL9, sTNFR1 e sTNFR2
estiveram associados as alteragcdes histologicas hepaticas, com valores mais elevados
associando-se a maior intensidade de fibrose hepatica. Na andlise multivariada, além dos
marcadores inflamatorios, a atividade necro-inflamatoria hepatica e o habito de ingestio
etilica > 40 g/dia nos seis meses que precederam a data da bidpsia hepatica também se
associaram de maneira significativa a fibrose hepatica.

Os niveis plasmaticos mais elevados de sSTNFR2 associaram-se também a uma
maior intensidade de atividade necro-inflamatéria hepatica. Na andalise multivariada, além
dos niveis de sTNFR2, a presenca de esteatose hepatica e de diabetes mellitus tipo 2
também aumentaram, de maneira independente, a chance de se encontrar atividade necro-
inflamatoria hepatica mais intensa.

Os niveis plasmaticos de CCL2, CCL3, CCL11, CCL24 ¢ CXCL10 nao se
associaram a alteragdes histoldgicas hepaticas.

Em relacdo a resposta terapéutica, niveis plasmaticos de CXCL10 pré-
tratamento mais elevados associaram-se a auséncia de resposta viroldgica tanto precoce
quanto sustentada. Nenhum dos fatores demograficos, clinicos, virologicos e histologicos
analisados associaram-se a resposta virologica ao tratamento com interferon e ribavirina.

Os niveis plasmaticos de CXCL9, CXCL10, CCL3, CCL24 e sTNFRI1
reduziram-se significativamente apds 12 semanas de tratamento, mas, ao final do
tratamento, apenas os niveis CXCL9, CCL3 e sTNFR1 estiveram significativamente mais
baixo do que os encontrados antes do tratamento. Os niveis de sSTNFR2 estiveram
significativamente mais elevados na 12 semana de tratamento, mas ndo houve diferenca
entre os niveis pré-tratamento ¢ os niveis encontrados ao final do tratamento. A cinética
dos niveis de CXCL10 e CCL24 na 12° semana diferiu entre pacientes com ou sem RVP,

mas nao entre aqueles com ou sem RVS.
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9 PROPOSICOES

Embora a origem e mecanismos de acdo dos marcadores inflamatdrios soltiveis
ndo sejam perfeitamente compreendidos, eles podem ser uteis preditores tanto de dano
hepatocelular quanto de resposta terapéutica em pacientes com hepatite C cronica. Seu uso
na pratica clinica vai depender da padroniza¢do de métodos usados para mensuracdo das
citocinas bem como da disponibilidade de kits comerciais confidveis. Estudos adicionais
correlacionando ou agregando esses marcadores inflamatorios periféricos com outros
métodos ndo-invasivos de estadiamento hepatico como APRI, Fibrotest ou Fibroscan
podem ser importantes. Em relagdo ao tratamento, sdo necessdrias pesquisas sobre a
acuracia da CXCL10 na predi¢@o de resposta virolégica em pacientes ndo respondedores e
recidivantes submetidos a retratamento com IFN peguilado e doses de ribavirina ajustadas

pelo peso.
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APENDICES E ANEXOS

Apéndice A - Termo de consentimento livre e esclarecido do estudo “Marcadores
inflamatorios como preditores de alteragcdes histologicas hepaticas e resposta terapéutica
em pacientes com infec¢do cronica pelo HCV”, Belo Horizonte, 2002-2008.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Nome do voluntario: N° Prontuério:

O(a) Sr.(a) esta sendo solicitado(a) a participar, como voluntdrio(a), de um estudo
cientifico com o objetivo de avaliar se existe alguma relagdo entre a concentragdo de
algumas substancias, denominadas quimiocinas, no seu sangue e as possiveis alteracdes
presentes na sua biopsia do figado e na sua resposta ao tratamento. As quimiocinas sdo
importantes para atrair as células de defesa at¢ o local onde se encontram os
microrganismos e provocar a inflamacao. Esse processo ¢ importante no combate ao virus
da hepatite, mas pode também resultar em doenca.

Os pesquisadores manterdo em sigilo a identidade dos participantes, inclusive em
qualquer publicagdo resultante do estudo, garantindo-se total anonimato e
confidencialidade.

O(a) Sr. (a) podera recusar-se a participar da pesquisa, ou mesmo afastar-se dela a
qualquer momento, sem que isto venha a lhe causar constrangimento ou penalidade. Seu
médico se dispde a continuar tratando-o(a), mesmo que o(a) Sr(a) ndo aceite participar
desta pesquisa.

Antes de assinar este termo, o (a) Sr.(a) deve informar-se plenamente a respeito do
projeto, ndo tendo medo ou vergonha de fazer perguntas sobre qualquer assunto que queira
esclarecer.

E importante ter conhecimento das seguintes informagdes sobre o estudo:

Objetivo do estudo: analisar se existe alguma relacdo entre os niveis de quimiocinas no

sangue e alteragdes na biopsia do figado e na resposta ao tratamento com interferon
associado a ribavirina em pacientes com hepatite C cronica.

Procedimentos a serem realizados: serdo colhidas amostras de sangue do(a) paciente em

quatro momentos: antes do tratamento, 12 semanas apods o inicio do tratamento, logo apos

o término do tratamento e 24 semanas apds o término do tratamento. Podera ser utilizada
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também parte do sangue coletado para realizacdo do exame PCR qualitativo para hepatite
C (exame que confirmou a presenca da infeccdo) que se encontra armazenado no
laboratorio NUPAD. Os pacientes sem hepatite C, que fardo parte de um grupo-controle,
terdo o sangue colhido apenas uma vez.

Beneficios: ndo serdo garantidos beneficios individuais para os participantes do estudo. O
conhecimento obtido poderad esclarecer aspectos importantes de como o virus produz a
doenga no figado e como o organismo se comporta durante o tratamento.

Riscos potenciais: o estudo acrescenta riscos minimos quanto a coleta de sangue, podendo

ocorrer dolorimento leve e/ou pequeno hematoma no local onde foi realizada a coleta. A
realizacdo deste estudo ndo interfere na indicacdo da bidpsia hepatica, do tratamento com
interferon e ribavirina, bem como nao interfere na eventual necessidade de interrupgdo do
tratamento na presenga de respostas indesejaveis ou efeitos colaterais.

Declaro estar ciente do inteiro teor deste Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, decidindo participar desta pesquisa, depois de ter feito as perguntas que
julguei necessarias e de ter recebido respostas satisfatorias a todas elas. Declaro dar meu
consentimento para participar desta pesquisa, recebendo uma copia deste termo, estando
ciente de que outra copia permanecera arquivada com os responsaveis pela pesquisa.

Caso tenha alguma davida ou necessidade de qualquer esclarecimento adicional
sobre o estudo, vocé podera entrar em contato com o Prof. Manoel Otavio da Costa Rocha
ou Dr. Alexandre Moura no CTR-Orestes Diniz, pelo telefone 3248-9547 ou pessoalmente
neste mesmo ambulatdrio na 3* feira pela manhd ou na 6* feira pela manhi e a tarde.
Esclarecimentos adicionais poderdo ser obtidos também no Comité de Etica e Pesquisa da
UFMG, pelo telefone 3248-9364.

Nome do paciente: RG:

Assinatura do paciente:

Nome do pesquisador que prestou as informacdes:

Assinatura e CRM do pesquisador que prestou as informagdes:

Data: / /
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Apéndice B - Detalhamento das etapas da analise multivariada dos fatores preditores de
atividade necro-inflamatoria hepatica e de fibrose hepatica.

Analise dos fatores preditores de atividade necro-inflamatdria hepatica

TABELA 33

Modelo inicial de regressao logistica para andlise multivariada dos

fatores preditores de atividade necro-inflamatdria hepatica

Variaveis | Coeficiente de regressao (valor de p)

2,85 3,00 2,76 236 274 2,60 289
STNFR2 (ng/mL)  'ys) 0.03)  (0.05)  (0.09 (0.06) (0.06) (0.05)
Idade (anos) 1,03 1,04 1,04 1,05 1,03 1,02 1,03

0,45)  (021) 028) (0,15 (034) (0,51) (0,45)
Presenca de 2,42 238 2,65 i 2,33 2,38 2,57 2,80
esteatose 0,14)  (0,13) (0,09) 0,15) ~ (0,14)  (0,11)  (0,08)
Presenca de 689 3,93 10,18 622 ) 7,13 6,15 746
diabetes tipo 2 (0,15) ~ (0,28) (0,07)  (0,16) 0,14)  (0,18)  (0,12)
Uso de medicacao 2,41 2,12 2,72 2,38 2,49 i 2,30 2,42
hepatotoxica (0,33) (0,40) (0,26)  (0,34) (0,30) (0,35)  (0,33)
it;gse';‘a"do fintense 166 123 Ls4 191 143 1,58 1,66

0,46) (0,75) (0,53) (0,34 0,60) (0,49 - 0,46
moders 040 (075) (053) (034 (060 (0.49) (046)
Aumento de ALT 1,93 201 193 234 211 1,94 1,93 ]
>1,5x LSN 0,27)  (0,22) (0,27)  (0,14) (0,200  (0,26)  (0,27)
-2log 736 71,8 742 758 76,1 746 741 749
verossimilhanca

TABELA 34

Modelo de regressao logistica para analise multivariada dos fatores preditores de atividade

necro-inflamatoria hepatica depois da retirada das variaveis “idade”,

29 <6

hepatotoxico”, “habito recente de ingestao etilica moderada/intensa”.

Varidveis Coeficiente de regressao (valor de p)

2,81 2,73 2,53 2,85
STNERZ (ng/ml) 0,04 0.03) (005  (0.03)
Presenca de 2,76 2,73 2,84 3,22
esteatose (0,08) (0,07) (0,06)  (0,04)
Presenca de 10,36 7,91 9,95 11,43
diabetes tipo 2 (0,06) (0,08)  (0,05) (0,04)
Aumento de ALT 1,93 2,05 2,45 2,23
>1,5x LSN (0,26) (0,200  (0,11)  (0,16)
- 2log 75,8 80,5 80,0 804 77,1

verossimilhanca

uso de medicamento



Modelo de regressdo logistica para analise multivariada dos fatores preditores

TABELA 35

de atividade necro-inflamatoéria hepatica depois da retirada das variaveis

“idade”, “uso de medicamento hepatotdxico

99 <¢

“aumento de ALT > 1,5x LSN”

Variaveis | Coeficiente de regressao (valor de p)

2,85 2,82 2,59
sTNFR2 (ng/mL) (0,03) (0,03) (0,04)
Presenca de 3,22 3,26 3,46
esteatose (0,04) (0,03) (0,02)
Presenca de 11,43 8,99 11,95
diabetes tipo 2 (0,04) (0,06)  (0,03)
“2log 77,1 82,2 81,6 82,5
verossimilhanca

TABELA 36

Modelo final de regressdo logistica para analise multivariada dos

fatores preditores de atividade necro-inflamatdria hepatica

Fator OR Valor de
(95% 1C) p
sTNFR2 (ng/mL) 2,85 (1,09-7,47) 0,033
Presenca de esteatose 3,22 (1,08-9,63) 0,036
Presenca de diabetes tipo 2 11,43 (1,07-121,60) 0,043

Hosmer e Lemeshow: 0,73; Nagelkerke R%: 0,28.
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, “‘etilismo moderado/intenso recente” e



Analise dos fatores preditores de fibrose hepatica

TABELA 37
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Modelo inicial de regressao logistica para analise multivariada dos fatores preditores de

fibrose hepatica, contendo o marcador inflamatorio sSTNFR1

Variaveis | Coeficiente de regressiao (valor de p)
16,89 22,49 16,8 16,8 1837 10,68 73
STNFRI (ng/mL) 4 4 - 0,02)  (0,04)  (0,04)  (0,04) (0,03) (0,09
Ldad 1,06 1,06 ] 1,06 1,06 1,05 1,06 1,05
ade (anos) 0.,18)  (0.12) 0,16)  (0,14)  (0,19) (0,07) (0,22)
Presenca de 1,11 1,51 1,40 i 1,11 1,17 2,10 1,54
esteatose 0,89)  (0,54)  (0,64) 0,89)  (0,83) (021) (0,52)
P de diabet 1,01 0,97 2,78 0,99 098 2,76 0,64
resenca de diabetes — 599)  (0,98)  (0,53)  (0,99) i 0,99)  (0,44) (0,79)
Infeccio pelo 0,52 0,44 0,56 0,51 0,52 ) 0,36 0,44
genétipo 1 043)  (0,28)  (048)  (0,42)  (0,43) (0,12)  (0,28)
Ati‘;i‘l‘i’igz t‘(‘)‘r’f;" 293 17,16 30,6 30,18 293 30,5 2466
hepiticn (A2 (00D (001 (<0.0D)  (<0.01)  (<0.01)  (<0.01) (<0,01)
Codeismo 652 38 581 668 651 695 495
T o 0,03) (0,08  (0,04)  (0,03)  (0,03)  (0,02) (0,03)
- 2log 53,4 62,4 55,3 53,4 53,4 540 728 586
verossimilhanca
TABELA 38

Modelo de regressao logistica para analise multivariada dos fatores preditores de fibrose

hepatica, contendo o marcador inflamatério sSTNFR1, depois da retirada das variaveis

“diabetes tipo 27, “esteatose hepatica” e “gendtipo viral 17

Variaveis | Coeficiente de regressio (valor de p)
18,42 19,85 10,90 7,49
STNERL (ng/mb) 9,03 002 (0.02)  (008)
1,06 1,06 1,08 1,04
ldade @anos) —— 13)  (0,08) (<001)  (0.23)
Ati'lfill‘zgz (geerom 3159 1974 4096 27,57
hepatica (A>2) (<0,01) (<0,01) (<0,01) (<0,01)
modeElz':(lll(s);?l?tenso 7,24 4,49 5,93 5,84
T e to 0,02)  (0,04)  (0,03)  (0,01)
-2log 54,07 64,0 56,4 77,41 60,4

verossimilhanca
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TABELA 39
Modelo de regressdo logistica para analise multivariada dos fatores preditores de fibrose
hepatica, contendo o marcador inflamatério sSTNFR1, depois da retirada das variaveis

b

“diabetes tipo 27, “esteatose hepatica”, “gendtipo viral 1” e “idade”

Variaveis | Coeficiente de regressio (valor de p)
19,85 12,97 8,88
STNFRI (ng/mL) 5 - (<0,01)  (0,05)
Atvidade neero- 4096 2531 ] 32,48
hepatica (A>2) (00D (<0.0D) (<0,01)
modeEl:';l(lll(s);?lftenso 3,93 3,68 3,71
N (0,03)  (0.06)  (0.04)
2 log 56,4 67,2 86,1 61,9
verossimilhanca
TABELA 40

Modelo final de regressao logistica para analise multivariada dos fatores preditores de

fibrose hepatica, contendo o marcador inflamatorio sSTNFR1

Fator OR Valor de
(95% IC) p

sTNFRI1 (ng/mL) 19,85 (1,57-251,22) 0,021

Atividade necro-inflamatoria hepatica 40,96 (7,09-236,56) <0,001

(A>2)

Etilismo moderado/intenso recente 5,95 (1,24-28,61) 0,026

Hosmer e Lemeshow: 0,62; Nagelkerke R%: 0,59.

TABELA 41
Modelo inicial de regressao logistica para andlise multivariada dos fatores preditores de

fibrose hepatica, contendo o marcador inflamatério sTNFR2

Variaveis | Coeficiente de regressido (valor de p)
2,37 2,85 2,30 2,24 2,23 3,40 1,86
SINFR2 (ng/mL) 17 - 0.08)  (0.17)  (0.18)  (0.19)  (0,03) (0.28)
Idad 1,05 1,06 i 1,05 1,05 1,04 1,05 1,04
ade (anos) 0,25)  (0,12) 0,19 (0,15  (0,26) (0,15) (0,31)
Presenca de 1,57 1,51 1,87 ) 1,55 1,62 2,39 2,02
esteatose (0,51) (0,54  (0,34) (0,52)  (0,48) (0,14) (0,27)
P de diabet 1,75 0,97 3,97 1,61 ) 1,61 423 1,18
resenga de CABEIEs 0,73) (0,98 (037)  (0,76) 0,76)  (0,27) (0,92)
Infeccao pelo 0,41 0,44 0,42 0,40 0,42 ) 0,31 0,38
genétipo 1 (0,24)  (028)  (0,25)  (023)  (0,24) (0,08) (0,18)
Ati‘:h‘iﬁzt';ig“' 1318  17.16 1338 14.7 14,07 14.6 12,76
hepatica (A>2) (<0,01) (<0,01) (<0,01) (<0,01) (<0,01) (<0,01) (<0,01)
o digggz‘;’tenso 4,62 3.83 418 5.11 4.50 479 449 ]
recente (0,05) (0,08) (0,06) (0,03) (0,05) (0,04) (0,04)
- 2log

.. 60,3 62,4 61,7 60,8 60,5 61,7 74,24 64,5
verossimilhanca
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TABELA 42
Modelo inicial de regressao logistica para analise multivariada dos fatores preditores de
fibrose hepatica, contendo o marcador inflamatério sSTNFR2, depois da retirada das

variaveis “diabetes tipo 2” e “esteatose hepatica”

Variaveis | Coeficiente de regressiao (valor de p)
2,20 2,50 209 3,04 1,19
STNFR2 (ng/mL) 13, - ©,11)  (021) (0.,03) (029
Ldad 1,06 1,06 ) 1,05 1,08 1,05
ade (anos) ©,11) (0,07 0,12)  (0,01)  (0,18)
Infecgdo pelo 0,41 0,43 0,44 ) 0,34 0,38
genétipo 1 024)  (027)  (0.26) 0,09 (0,18
Ati‘;tll‘::iﬁ; oot 15 188 19,75 16,66 ] 14,74
hepatica (A>2) (<0,01)  (<0,01) (<0,01) (<0,01) (<0,01)
odeausmo 501 428 417 525 488
recente (0,04) (0,05) (0,05) (0,03)  (0,03)
- 2log 60,9 62,8 63,5 623 719 657
verossimilhanc¢a
TABELA 43

Modelo inicial de regressao logistica para analise multivariada dos fatores preditores de
fibrose hepatica, contendo o marcador inflamatoério sTNFR2, depois da retirada das

variaveis “diabetes tipo 27, “esteatose hepatica” e “gendtipo viral 17

Variaveis | Coeficiente de regressio (valor de p)
2,09 232 2,87 1,68
SINFRZ(g/mb) 21y 7 @13) (004 (0.33)
1,05 1,06 1,08 1,04
Idade (anos) 0.12)  (0,08) - 001)  (021)
Atividade nero- 1566 1974 21,12 ] 15,9
hepiticn (Aaz) (<00 (<001)  (<0.01) (<0,01)
mod;:':(lll(s)zll?tenso 5,25 4,49 4,34 519
radoin 0,03)  (0.04)  (0,04)  (0,02)
- 2log

o 62,3 64,0 64,8 81,0 67,6
verossimilhanca
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TABELA 44
Modelo inicial de regressao logistica para analise multivariada dos fatores preditores de
fibrose hepatica, contendo o marcador inflamatoério sTNFR2, depois da retirada das

bR 1Y

variaveis “diabetes tipo 27, “esteatose hepatica”, “gendtipo viral 1” e “niveis de STNFR2”

Variaveis | Coeficiente de regressio (valor de p)
1,06 1,09 1,05
Idade (anos) (0,08) - (<0,01) (0.14)
Advidadeneero- 1974 2531 ] 17,62
hepitica (Az2) 00D (<0.0D) (<0.01)
modeEl:';l(lll(s);?lftenso 4,49 3,68 3,92
e ente 004)  (0.06)  (0,04)
- 2log 64,0 67,2 85,9 68,5
verossimilhanc¢a
TABELA 45

Modelo final de regressao logistica para analise multivariada dos fatores preditores de

fibrose hepatica, contendo o marcador inflamatério sSTNFR2

Fator OR Valor de
(95% IC) p

Atividade necro-inflamatoria 25,31 (6,03-103,14) <0,001

hepatica (A>2)

Etilismo moderado/intenso 3,68 (0,93-14,54) 0,063

recente

Hosmer e Lemeshow: 0,85 ; Nagelkerke R%:0,47.

TABELA 46
Modelo inicial de regressao logistica para analise multivariada dos fatores
preditores de fibrose hepatica, contendo o marcador inflamatério sSTNFR2,

e ndo incluindo a variavel “atividade necro-inflamatoria”

Variaveis | Coeficiente de regressio (valor de p)
3,40 405 363 297 312 259
STNFR2 (ng/mL) 93y - ©001)  (0.02)  (0.04)  (0.04) (0.06)
Idad 1,05 1,07 ) 1,06 1,07 105 1,04
ade @nos) — (15)  (0,04) 007)  (0,03)  (012) (0.23)
Presenca de 2,39 2,41 2,92 ) 2,39 2,28 2,81
esteatose 0,14)  (0,12)  (0,06) 0,13)  (0,15)  (0,07)
’ dediberes M3 238945 4 398 312
resenga de uabetes 927y (048)  (0,07)  (0,26) - (0,29)  (0,98)
Infecedio pelo 031 035 030 032 032 ] 0,30
genotipo 1 0,08)  (0.11)  (0,06)  (0,08)  (0,08) (0,06)
nod g;‘gz;;‘l:’tenso 4,49 3,11 3,77 518 4,15 4,62 ]
rado/in 0,04) (0,09 (0,05  (0,02) (0,05  (0,03)
- 2log

- 74,24 80,0 76,5 76,4 75,7 77,6 79,0
verossimilhanc¢a
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TABELA 47
Modelo de regressdo logistica para analise multivariada dos fatores preditores de fibrose
hepatica, contendo o marcador inflamatério sSTNFR2, e ndo incluindo a variavel “atividade

necro-inflamatéria”, depois da retirada da variavel “diabetes tipo 2”

Variaveis | Coeficiente de regressio (valor de p)
2,97 3,50 3,04 279 239
STNFR2 (ng/mL) 4 - 0,02)  (0,03) (0,05  (0,07)
Ldad 1,07 1,08 1,08 1,07 1,05
ade (anos) 0,03  (0.01) - 001)  (0,03) (0,07
Presenca de 2,39 2,48 3,31 ) 2,25 2,84
esteatose (0,13) (0,10) (0,03) (0,15)  (0,006)
Infecciio pelo 0,32 0,35 0,32 0,34 i 0,30
genétipo 1 0,08) (0,10  (0,07) (0,09 (0,06)
o d:i;‘gzg‘;’tenso 4,15 3,04 2,80 4,88 434 ]
T o 0,05 (0,100  (0,12)  (0,03)  (0,04)
- 2log 75,7 80,5 80,8 77,9 789 79,9
verossimilhanca
TABELA 48

Modelo de regressdo logistica para analise multivariada dos fatores preditores de fibrose
hepatica, contendo o marcador inflamatério STNFR2, e ndo incluindo a variavel “atividade

necro-inflamatéria”, depois da retirada da variavel “diabetes tipo 2” e “geno6tipo viral 17

Variaveis | Coeficiente de regressio (valor de p)

2,87 3,23 2,26

sTNFR2 (ng/mL) (0,04) - (0.06) (0.08)

1,08 1,09 1,06

Idade (anos) (0,01) (<0,01) - (0.03)
okitsmo 519 392 330
mo e;:ce‘:l;'; €S0 0,02)  (0,04) (0,01

- 2log 80,9 85,9 88,9 87,4

verossimilhanca
TABELA 49

Modelo final de regressdo logistica para analise multivariada dos fatores preditores
de fibrose hepatica, contendo o marcador inflamatorio sSTNFR2,

e ndo incluindo a variavel “atividade necro-inflamatoria”

Fator OR Valor de

(95% 1C) p
sTNFR2 (ng/mL) 2,87 (1,05-7,83) 0,039
Idade (anos) 1,08 (1,02-1,14) 0,010
Etilismo moderado/intenso 5,19 (1,34-20,03) 0,017
recente

Hosmer e Lemeshow: 0,24; Nagelkerke R% 0,29.
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TABELA 50
Modelo inicial de regressao logistica para analise multivariada dos fatores preditores de

fibrose hepatica, contendo o marcador inflamatorio CXCL9

Variaveis | Coeficiente de regressiao (valor de p)
2,84 3,20 2,85 2,83 296 291 2,67
CXCLO(ng/mL) o os) - 0,03) (0,05 (0,05  (0,05) (0.03) (0,06)
Idad 1,06 1,03 ] 1,06 1,06 1,05 1,06 1,05
ade (anos) 020)  (0,12) 0,190  (0,14)  (021) (0,12) (0,28)
Presenca de 1,09 1,51 1,25 i 1,09 1,09 2,02 1,42
esteatose 091)  (0,54)  (0,75) 091)  (0,90) (023) (0,62)
P de diabet 1,06 0,97 3,16 1,05 1,01 370 084
resenga G CLADEIES 0.98)  (0.98)  (0.47) (0,99 ) 099  (032) (0,92)
Infeccao pelo 0,59 0,44 0,64 0,85 0,59 ) 0,37 0,54
gen6tipo 1 051) (028  (0,57)  (0,51)  (0,51) (0,14)  (0,43)
A‘;};‘&’iﬂ; geerot 2804 1706 266 28,7 282 29,9 24
hepatica (A>2) (<0,01) (<0,01) (<0,01) (<0,01) (<0,01) (<0,01) (<0,01)
e o 433 38 378 44 432 446 329
recente (0,07) (0,08) (0,10) (0,00) (0,07) (0,07)  (0,08)
- 2log 54,5 62,4 56,2 54,5 54,5 549 735 58,0
verossimilhanc¢a
TABELA 51

Modelo inicial de regressao logistica para andlise multivariada dos fatores preditores de
fibrose hepatica, contendo o marcador inflamatoério CXCL9, depois da retirada das

variaveis “diabetes tipo 27, “esteatose hepatica” e “gendtipo viral 17

Variaveis | Coeficiente de regressio (valor de p)
2,97 3,19 2,88 2,88
CXCLOmgmL) 004 = (003 (003 (0.04)
1,05 1,06 1,08 1,04
Idade (anos) 0.14)  (0,08) T 001 (022)
Atividadenceero- 306 1974 3671 2776
hepition (Aapy (00D (<001 (<0.01) (<0,01)
mod:f':(lil(s);?:tenso 4,56 4,49 3,88 3,90
recente (0,05)  (0,04)  (0,08)  (0,04)
- 2log

s 54,9 64,0 57,2 78,5 58,9
verossimilhanc¢a




125

TABELA 52
Modelo de regressao logistica para analise multivariada dos fatores preditores de fibrose
hepatica, contendo o marcador inflamatorio CXCL9, depois da retirada das variaveis

b

“diabetes tipo 27, “esteatose hepatica”, “gendtipo viral 1” e “idade”

Variaveis | Coeficiente de regressio (valor de p)
CXCL9 (ng/mL) 3,19 (0,03) ((3)’(1)?) 3,07 (0,02)
Atividade necro-inflamatoria 36,71 25,31 ) 31,98
hepatica (A>2) (<0,01)  (<0,01) (<0,01)
Etilismo moderado/intenso 2,61
recente 3,88 (0,08) 3,68 (0,12)
- 2log verossimilhanca 57,2 67,2 86,0 60,4

TABELA 53

Modelo final de regressao logistica para analise multivariada dos fatores preditores de

fibrose hepatica, contendo o marcador inflamatorio CXCL9

Fator OR Valor
(95% 1C) de p

CXCL9 (ng/mL) 3,06 (1,16-8,11) 0,024

Atividade necro-inflamatoria

hepitica (A>2) 31,98 (6,21-164,8) <0,001

Hosmer-Lemeshow: 0,78; Nagelkerke R%: 0,54
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Anexo A - Lista de medicamentos potencialmente hepatotoxicos' utilizada como

referéncia no estudo “Marcadores inflamatdérios como preditores de alteragdes histoldgicas

hepaticas e resposta terapéutica em pacientes com infecgdo cronica pelo HCV”, Belo

Horizonte, 2002-2008.

NN RO =

9

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.

Acido acetilsalicilico 40.
41.
42.
43,
44,
45.
46.
47.
48.

Acido valproico
Alopurinol
Amiodarona
Amitriptilina
Bupropiona
Carbamazepina
Cetoconazol
Clorpromazina
Corticoesteroides
Dapsona
Diazepam
Diclofenaco
Eritromicina
Estatinas
Etionamida
Fenitoina
Fenobarbital
Fluconazol
Fluoxetina
Glibenclamida
Haloperidol
Ibuprofeno
Imipramina
Indometacina
Isoniazida
Itraconazol
Metildopa
Metronidazol
Metrotexate
Naproxeno
Nitrofurantoina
Nortriptilina
Oxacilina
Paracetamol
Paroxetina
Pirazinamida
Piroxicam
Rifampicina

Risperidona
Sertralina
Sulfonamida
Tamoxifeno
Tapazol
Terbinafina
Trazodona
Tropiramato
Venlafaxina

! BROWN, S. J.; DESMOND, P. V. Hepatotoxicity of antimicrobial agents. Semin Liver Dis, v.22, p.157-
167, 2002. CHITURI, S.; GEORGE, J. Hepatotoxicity of commonly used drugs: nonsteroidal anti-
antidiabetic agents, anticonvulsivants, lipid-lowering agents,
psychotropic drugs. Semin Liver Dis, v.22, p.169-183, 2002.

inflammatory drugs, antihypertensive,
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Anexo B - Formularios para coleta de dados utilizados no estudo “Marcadores
inflamatorios como preditores de alteragdes histologicas hepaticas e resposta terapéutica
em pacientes com infecgdo cronica pelo HCV”, Belo Horizonte, 2002-2008.

Formulario 1 — Avaliacio de pacientes a serem incluidos no estudo

Fomnilirio 12 Avaliagdo de pacicntes @ serem incluidos no esudo r

i I:III::-F.E.I.].;\:E.1IDZ LA blemiileetie Tbia o prosnsiimemn Hilume 60 peagulsa o Conige 6 7 1
¥ {3 o i : i . Il i ﬁ']f!lﬂll"hnﬁbl. - I
g s cezibeeifing o i Ly
} | |

AT L = !DEWFIE.’.I;.E.D O FACIENTE LER AR e
HAONE 3 E'FM: BERDY |
2 T anes de satete i I;.M;-rpm,|
| BATA D RASCRUENTO: I| DEapapha; L Esteedn Livik Raga: __Ii
. | | | 1) vcasebciamainted ~zoieve ||| 4 -Banca 2. Vi 'i
~ |! T’ dduinn 8 ggeaiasg 3 Fandaima & Uuira Bkjnerardn |I

1

TELEFQNE Bv CrINTO T Peuandiind pE RESIRENT: -3 [

44 o] -

e i ; ASPECTOS CLIMECDS

“Data de 1% Anti-HCY positivo J i R I o p——
" oy = i 1 S= w1 balimame 8- 5 0 s aie - uatadol
- i
DaaPLR q‘;“” Mkl v e == = :
J; 4 * 3
'DHEEM__J@J_SH{.__"_"'___' e i ST Tt
-—-.l--."I "I._ S5 [

METAVIR: AL1  Fly :|
e a2 B - . CROERIOS DE WCLUSED E =xCLUsin S 1'!
.'m‘e.rl.-'&.'-:- entre. bropsf-a e RCR < 12meses? | _| {(1=-8m 2=Nic 8 —n'ma-:ldail |

|
EHames u?mplemen.ares (1-Fosiiive 2- Megativo 3- Nao realizado 4- |gnorado) . |I

FAM 4 Anti-muscudo lisa || Angi- ml.-:-l:"tndn;. L\ l[
: Hbskg )| Anti-HEc tatal |__| Anti-HI | ] [
EPF {17 amostra) | | EPF(Z'amastra) [__[  EPF(3'amostrakef [ 1
Histéria elinica {1- Sim, atual 2- Sim, pregressa % - Mas o- lgnaradg) = )
Etiifsma {= 5'5'9-"-?-'4=} ||  Emcaso afirmativa, descrevar consuma, a5t ‘
LJ-s" de memcaran I“-Ep;l‘_r_',t.:.gl; |I Fluat? ' # B it
\so de INF antes do POR el e ':
i : — i |
Prasenga-dedRE-£=] - 1o —eer mmee— T — o |
n.SE&hS[U*E«.H’:DEE [i: h t
— — = ] 3 =
Sreenche critérias de inclusio? | Ymion ZMau |

s e -

’v'ltdu:-:u assrsit—rie- . : o ) .

o,
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Formulario 2 — Formulario de complementacio de informacdes utilizado em todos os pacientes
elegiveis para o estudo.

Wi rogistr; | W identificagia: | Data da preanchimento: Homa ta pesquisadoe i
/ ] Cidign do posgulsadar [
IDENTIFICAGAO DO PACIENTE i
HOME: ESCOLARIDADE: SEXO:
o, - || snas de estusa | ]4-m 2-F @4gn
OATA DE MASEBIENTO: | Ocupagao: Esntada Civil: Raga;

! ! I_l T-csada'amasada 2 — salaie I_l 1-Branca 2 - Negmg b1
R == JFwidwo d-outrn 8 <ignorad) 3- Faitdnivg 4-Oulro 9-lgnamda '
ENDERECO RESIDENCIAL (rua, avenida, nimers, apto,); CEF: TELEFOME P/ CONTATD: -

, = L] - .
BAIRRD OU DISTRITO: FUHICIPIC; o

DADOS CLINICO-LABORATORIAIS
Provavel melo de aguisiciio da hopatite Cr (margue com “X* na casela)
|| - Hemotranstusso - uso de droga injetdved 5 — uso de diega inaatdia 4 - Sexoal B Taluagem 8- Ccupsdonal & Ouine
3. lgrarada |
Provével data de aquisicio da hepatita ©: _ J !

Genotipagem - 5
|| .1-Genalips 18 2- Génotipa th 3 Genalipn 2 m‘m _!F;::Fﬂﬁhﬂhw 1)
4- Genaipod 5 - Oulrn e R R
i it
Data de realizagiio: } !
Niamaro da tratos portais:
Metavirz: A || F ||

Descrigio da Bidpsia:

Ultrassonografia; Data de realizagio: ! {

Tamanho do figado: Lobo eaquerdo; | Jom  Lobo direito |___|em MNiorealizada ||

Tentura hepaticy: || (1—hemopénea 2 - sumento da ecogenicidade 3 —heterogénea 9 - ignorada)
Evidéncia de hipertensdo portal: || (4 =sim 2 —nfo 8- grocads)

 Evidéncia de ascits: || (1-sim 2 —n8o 9 —ignerads)

Dosagem da ALT pré-tratamento:

ALTT: Data: ! i ALT4: Data: ! )
ALT2: Data: ! ! ALTS: Data: ! !
ALT3: Data; ! ! ALTE: Data: I !

Comporaments da ALT: |__[ {1 - persstersaments normal 2- sumersa = 1,5 Subsanis 3 — gymerg < 1,55 persistants 4 — aumersa = 1,84
Nuluerita 5 - suimerdo = 1,55 parsisterte 9 - ignosado)

Dosagem de oulies exames bioquimices séricos pré-tratamento: =

Fosfatase alcaling: GGT: Farrilina: /
Bilirmubina total; HO Glicermia:

Pratefna fofal: Alb: Creatinina:

Dosagsm de quimiocinas pri-tratamento (Data: /|| , oL
CCL-2: CHOL-E: i

CCL-3: CHOL-8:

CCL-5: CHCL-10:
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Formulario 3 — Formulario de complementacio de informacdes utilizado para avaliacao
complementar dos pacientes submetidos a tratamento durante o periodo do estudo.

* Formulgrio 3: Inclusfio de pacientes na Fase [ do estudo
ESTUDO FASE I
Indicagio de tratamento: || 1=-Sim 2- Mo

Data infcio do trat b !

Tipo de tratamanta: . '

Interferon || 1- Interferon comvencional  2- Peg-Interderon alfa Za 3- Feg-Inferferon alfa 26

Ribaviring | | 1- Ribraviring 1.250 mg 2- Ribaviring 1,000 mg 3- Ribavirina 750 mg 4- sem ribavirina
PCR quantitativo {3 meses) |__| 1-Posfivo 2- Negativo 3- Mo realizado 4- Ignarada

| PCR gualitativa (final do tratamento) |__| 1-Posilivo 2- Megativo 3- Mao realizadeo 4- Ignorade

PCR qualitative (6 meses apds tratamento) | | 1-Posifive 2- Neggj:i'eu 3= Hio realizado 4- lgnaorado

HE Intercorréncias 3
Houve necessidade de suspensio do ratamento? || 1-Sim 2 Nio  S-lgnorado

Se sim, por qual motlvo: |__| 4- Anemia  2- Meutropenia  3- Plaguetopenia 4 — Cutro Hlgnerado
So outro motive, especifican

¥

Se slm, data da interrupgdo: 1 .I
Houve necessldade de reducio de dose durante o tratamente? || 1-Sim 2- Mo 8-hanorada '
Se stm, por qual motivo: |__| - Anemia  2- Moubopenis  3- Plaquetzpenia 4 —Oulro  9-Ignorado

Se outre motivo, sspecificar;

Se aim, data da modificagia: ! Gual modificacio realizada?

Comentirios sobre intercorréncias diurante o tratamenta:

{ Evolugio das transaminases pos infeio do tratamento)

iﬁ J_ 4 (15 dizs) 4 a0 dias) | 1 {17 semanas)

iit? i/ {24 semanas) I ! {48 semanaz) /| (72 zemanas)

Evolugio des quimiocinas apis inleio do [rntamemg]

CCL-2

Data_ I (12 sem) ! 1 (24sem. [}
P 124 sem.} (4 sem.) [ (72 sem.)

CCL-3

Data l (12 sem.} ! 24 sem. i
S [ | 42 sem.) [ [¥23em.) i

CCL-5

Data [ & (12 sam.) [ [ (2dsem.) (1AW (48 zem.) P {72 sam,)
Dosagem : l

CXCL-8 :

Data I {12 sem.) I {24zem.) f 1 {48 zem) {1 {72 sam.)
Dosagem .

CXCL-9

Diata i {12 sam.) { ! %4 sem, ) 48
T o i (48 gom.) &0 (72 sem.)

CXCL-10

Data P (12sem.) (24 sem. Lo 48
T ] (48 sem.} [ | (72 sem.)
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Formulario de avaliacao do habito de ingestio etilica

Faz uso de bebida alcélica atualmente (sim/ndo)?

Se ndo faz uso atual, ja fez uso de bebida alcoodlica (sim/ndo)?

Caso use ou ja tenha feito uso, idade em que bebeu pela primeira vez: _ anos
Se ja parou, quando parou (més/ano): _ /

Em geral, com que freqii€éncia bebe ou costumava beber pelo menos uma dose de

bebida alcoodlica (anotar por extenso)?

Em geral, quantas doses em cada ocasido (vide figura abaixo)?

Em geral, qual bebida alcoolica?

F....

[P

1 deae oy st hlﬁn-hl. nﬂl. pingat 3-mi




131

Anexo C - Parecer do comité de ética da Universidade Federal de Minas Gerais

Universidsde Federal de Min Gemis
ol e Enfoo o Pangiiiid de OFNTD - COEFP

Parecer n. ETIC 128/06
Interessado: Prof. Dr. Manoel Otavio da Costa Rocha

Departamento de Clinica Médica
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAD

O Comité de Etica em Pesqguisa da UFMG = COEP, aprovou no
dia 15 de junho da 2005, o projelo de pesguisa ntitulado « Avaliagio
dos  Miveis Sericos de Quimiocinas como Preditores de
Alteragbes Histopatolégicas Hepaticas & de Resposta Virologica
Sustentada em Pacientes com Hepatite C Crénica Tratados com
Interferam  Alfa e Ribavirina » bem como o Termo de
Consenbiments Livre @ Esclarecico do refendo projato.

0 relaténio final ou parcial devers ser encaminhado ao COEP um

ano apds o inlcio do projeto,

P N e .
& | -a-\.—r\-'\-":‘ |
Profa. Dra. Marhs Eiéa dé Lima Perez Garcla
Presidente do COEPMUFMG

i Pk dvdads Cadfes, SEI7, Pelala okt Beborks ~ T asder sk DRV - FT TR0 W - AR
{30 34951550 - FAK |31) MO0 T - cepEpmnuimgby




