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Aumento de Resisténcia e Secrecéo de Insulina em Pacientes com Hepatite C
Crdnica sem Tratamento Prévio e sem Diabetes
ADRIANA FORNARI, MARCELLO CASACCIA BERTOLUCI

RESUMO

Objetivo:

O objetivo do presente estudo é avaliar a resisténcia e a secre¢do de insulina
em pacientes HCV positivos sem diagnostico de diabetes e sem cirrose em
comparagao a voluntarios saudaveis. Os objetivos secundarios sdo analisar fatores
virais que possam estar associados com resisténcia a insulina, como gendtipo viral,
fibrose e grau de esteatose hepatica.

Material e métodos:

Neste estudo transversal com amostra de conveniéncia, 39 pacientes HCV
positivos e 13 individuos HCV negativos foram avaliados quanto aos niveis de
glicose, insulina e peptideo-C em jejum e apos 75 g de glicose oral. As amostras
basais foram avaliadas para HOMA-RI, HOMA-peptideo-C e HOMA-%B. Os
critérios de exclusdo foram cirrose clinica, neoplasia, co-infeccao pelo HIV,
tratamento prévio para HCV, glicemias prévias acima 126mg/dL, IMC > 35 ou o uso
de drogas que poderiam alterar a resisténcia ou a secrec¢ao de insulina.

Resultados:

HOMA-RI foi maior no grupo positivo do que no negativo, respectivamente:
mediana e percentis interquartilicos 2,4 (1,5-5,0) e 1,4 (0,7-2,3): p = 0,007; HOMA-
peptideo-C e HOMA-%[ nao diferiram entre os grupos. Entretanto, a insulina sérica
em jejum foi maior no grupo positivo do que no negativo, respectivamente: mediana
e percentis interquartilicos 2,0 (6,8-17,8) e 6,5 (3,4-10,9), p = 0,009. A média do
peptideo-C nao diferiu entre os grupos. Os niveis de glicose, insulina e peptideo-C e
os resultados do HOMA-RI, HOMA-%B e HOMA-peptideo-C n&o apresentaram
diferenca entre os gendtipos 1 e 3. Os gendtipos também foram semelhantes
quanto ao grau de atividade histolégica e esteatose; o gendtipo 3 apresentou maior
grau de fibrose comparado ao G1 (5/16 x 4/10), p = 0,019. A PCR-US mostrou
associagao positiva com os niveis de triglicerideos (0,574, p = 0,001) entre os

pacientes HCV positivos.
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Conclusoes:

Pacientes com hepatite C crénica sem cirrose tém maior resisténcia a
insulina e maior secrecdo de insulina em jejum que individuos HCV negativos. A
resisténcia insulinica, mais que a deficiéncia de secrec¢ao de insulina, parece ser
determinante para o aumento da prevaléncia de diabetes entre pacientes HCV
positivos. O gendtipo ndo parece desenvolver um papel importante na resisténcia
insulinica quando os pacientes sdo pareados para componentes da sindrome

metabdlica e grau de esteatose.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus, Hepatite C, Resisténcia insulinica.
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Increased Insulin Resistance and Insulin Secretion in non-Diabetic Patients
with Naive-Treatment Chronic Hepatitis C
ADRIANA FORNARI, MARCELLO CASACCIA BERTOLUCI

ABSTRACT

Objective:

The aim of the present study is to assess insulin resistance and insulin
secretion in HCV-positive patients without diabetes diagnosis and without cirrhosis
and to compare to healthy volunteers. Secondary objectives are to analyze factors
that could be associated with insulin resistance, like viral genotype, and degree of
hepatic fibrosis and steatosis.

Research design and methods:

In a cross-sectional study by sample of convenience, 39 HCV positive and 13
HCV negative subjects were assessed for glucose, insulin and C-peptide in fasting
state and after oral 75g glucose tolerance. Fasting samples were than evaluated for
HOMA-IR, HOMA-C-peptide and HOMA-%B. Excluding criteria were clinical
cirrhosis, neoplasia, HIV co-infection, previous treatment for HCV, fasting plasma
glucose levels equal or above 126mg/dL, BMI above 35 and drugs that could
change insulin secretion or insulin resistance.

Results:

HOMA-IR was higher in HCV positive than in HCV negative group,
respectively: median and interquartile ranges 2.4 (1.5-5.0) vs. 1.4 (0.7-2.3): p=0.007;
HOMA-C-peptide and HOMA-%[ did not differ between groups. However, fasting
serum insulin was higher in HCV positive than in HCV negative patients,
respectively: median serum and interquartile ranges 2 (6.8-17.8) vs. 6.5 (3.4-10.9), p
= 0.009. Mean fasting C-peptide did not differ between groups. The increase of
glucose, insulin and C-peptide at fasting state and after the glucose tolerance test
were all similar. Results of HOMA-IR, HOMA-B% and HOMA-C-peptide were not
difference between genotypes 1 and 3. Genotypes 1 and 3 were also similar in
relation to the degree of histological steatosis and hepatitis activity. Genotype 3
presented higher degree of fibrosis compared to genotype 1 (5/16 vs. 4/10),
p=0.019. C-reactive protein showed positive correlation with the levels of

triglycerides (0.574, p = 0.001) among all HCV positive patients.
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Conclusions:

Patients with chronic HCV hepatitis without cirrhosis present higher insulin
resistance and fasting insulin secretion than HCV negative subjects. Insulin-
resistance, rather than insulin deficiency, maybe an important determinant of
increased prevalence of diabetes among HCV positive patients. Type of genotype
does not seem to play an important role in insulin resistance when patients are well

matched for components of metabolic syndrome and degree of steatosis.

Key words: Diabetes Mellitus, Hepatitis C virus, Insulin Resistance
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1 INTRODUCAO

Recentes evidéncias sugerem que a hepatite cronica pelo virus C (HCV) esta
associada com um aumento no risco de desenvolvimento de Diabetes Mellitus tipo 2
(DM2). A prevaléncia de DM2 é maior em pacientes HCV positivos em comparagao
a populacdo em geral ou a pacientes que apresentam outras doengas hepaticas
crbnicas, independente da presenca de cirrose [2]. Além disso, a soroposividade
para o HCV na populagdo com DM2 também é maior [3].

Entretanto, a patogénese dessa associacdo nao € completamente
compreendida. A resisténcia a insulina e/ou redugdo na sua secregao parecem ter
alguma influéncia no desenvolvimento de alteracbes no metabolismo da glicose em
pacientes HCV positivos. A presenca de cirrose, esteato-hepatite, sindrome
metabdlica ou uso de drogas que alteram a resisténcia ou a secreg¢ao de insulina
também podem influenciar os resultados dos estudos, tornando mais confusa essa
relagao.

As evidéncias vao desde estudos transversais ou de caso-controle
demonstrando aumento da prevaléncia de diabetes em pacientes HCV positivos [1,
2, 4-6] até estudos longitudinais tentando analisar o desenvolvimento de diabetes
durante o seguimento de pacientes com hepatite C [7, 8].

A resisténcia a insulina (RI) exerce um papel primario no desenvolvimento
de diabetes tipo 2. Diversos estudos longitudinais demonstram qua a Rl é o melhor
preditor para o desenvolvimento de diabetes, precedendo seu inicio em 10 a 20
anos, em média [3, 9, 10]. Os fatores envolvidos no desenvolvimento de Rl também
tém sido associados com hepatite C e demonstrados através de métodos de
medida de resisténcia insulinica, como o HOMA-RI ou clamp euglicémico-
hiperinsulinémico [11].

Pacientes com DM2 e hepatite C crénica também tém aumento de Rl e
hiperinsulinemia em jejum em relagéo a pacientes com DM2 sem hepatite C, como
demonstrado em estudo recente realizado no HCPA. Nesse estudo, o aumento da
RI ndo pode ser atribuido a fatores como sindrome metabdlica, uma vez que os
pacientes foram pareados para diversos fatores de risco relacionados a resisténcia

insulinica [12].
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A disfungado das células B também tem sido observada em alguns estudos,
demonstrando que pacientes com hepatite C crénica podem apresentar também
piora da secrecdo de insulina. Narita et al comprovaram diminuicdo da secreg¢ao
aguda de insulina em pacientes HCV positivos através do indice insulinogénico [13].
Caronia et al também sugerem hiporresponsividade na secreg¢do de insulina de
primeira fase, sugerindo disfungcdo concomitante de células B [14]. A possivel
etiologia pode ser desde a presenga do virus infectando a célula B até fatores
genéticos, mas permanece indeterminada [15, 16].

Em vista da forte associagao entre infeccao pelo HCV e desenvolvimento de
diabetes, faz-se importante determinar através de quais mecanismos a infeccao
pelo HCV pode predispor ao desenvolvimento de Diabetes Mellitus.

O objetivo deste estudo € avaliar medidas de resisténcia e secregao de
insulina em pacientes HCV positivos sem cirrose e sem diagnéstico de Diabetes
Mellitus em comparagdo a voluntarios saudaveis. Os objetivos secundarios sao
analisar fatores virais que possam estar associados com o grau de resisténcia
insulinica, como gendtipo, severidade da fibrose hepatica, grau de atividade e nivel

de esteatose hepatica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 HEPATITE PELO VIRUS C
2.1.1 Epidemiologia

A infeccdo pelo virus da hepatite C € a maior causa de doenca hepatica
cronica, afetando aproximadamente 3% da populagdo mundial, ou seja, cerca de
170 milhdes de pessoas [17]. E atualmente a principal causa de transplante
hepatico em paises desenvolvidos e é responsavel por 60% das hepatopatias
cronicas.

Nos Estados Unidos a prevaléncia de anticorpos anti-HCV é de 1,8%,
correspondendo a uma estimativa de 3,9 milhdes de pessoas infectadas [18]. A
prevaléncia tem permanecido constante, embora o pico da idade de infeccédo tenha
aumentado [19]. A maior incidéncia de infeccdo por HCV ocorre entre as idades de
20 e 39 anos e a maior taxa de prevaléncia ocorre entre as idades de 30 a 49 anos
[18].

A incidéncia de novos casos de hepatite C tem diminuido em funcdo da
triagem sorolégica para transfusdo de hemoderivados desde 1990 [20].
Recentemente, apds a introducdo de mais um teste além do anti-HCV, o Teste de
Amplificagdo Nucléica (NAT), que detecta material genético do virus, o risco de
contagio por transfusao diminuiu para proximo de zero [21]. Em usuarios de drogas
injetaveis a incidéncia também diminuiu significativamente, por razées ainda
desconhecidas [20].

No Brasil, em doadores de sangue, a incidéncia da hepatite C é de cerca de
1,2%, com diferengas regionais (Portaria SAS-MS n° 863 de 4.11.02). Na regiao sul,

a incidéncia é de 0,7%.

2.1.2 Historia natural

O HCV é transmitido pelo sangue através de uso de drogas e exposi¢cao
ocupacional [20]. Na fase aguda, o periodo médio de incubacéo € de 7 a 8
semanas. A hepatite C é uma doenca inicialmente silenciosa na maioria dos
individuos infectados, mas podem ocorrer sintomas similares aos de outras formas
de hepatites virais agudas, incluindo mal-estar, ndusea e dor no quadrante superior
direito [22].
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O HCV afeta principalmente o figado, mas diversos tecidos podem estar
envolvidos, resultando em um amplo espectro de manifestagdes extra-hepaticas,
entre elas o Diabetes Mellitus [23, 24]. A maioria das infec¢cbes torna-se cronica,
sendo uma causa comum de hepatite crénica, cirrose e transplante hepatico nos
EUA. O espectro da doenga varia amplamente. Diversos estudos sugerem que 3 a
20% dos pacientes cronicamente infectados irdo desenvolver cirrose em um periodo
de 20 anos [20]. A idade na época da infecgcado, o uso de alcool e a presencga de co-
infeccbes, como pelo virus da hepatite B (HBV) e da imunodeficiéncia adquirida
(HIV), aceleram a evolugao para doenga hepatica avangada [20].

O HCV é classificado dentro de seis principais gendétipos. Os genétipos nao
parecem influenciar na apresentagcao ou na severidade da doenga, mas tém sido
identificados como o principal preditor de resposta a terapia antiviral com interferon
[25].

Para se avaliar a prevaléncia dos gendétipos do HCV em Porto Alegre, o
plasma de 100 pacientes HCV positivos foi avaliado. Trés genotipos (1, 2 e 3) foram
demonstrados, sendo a maior prevaléncia o HCV tipo 1 (565%), seguido pelo tipo 3
(37%) e tipo 2 (8%). Em contraste com a maioria dos estudos publicados a respeito
da regiao sul do Brasil, houve uma prevaléncia alta de gendtipo 3 [26].

Mais recentemente, Silva et al realizaram um estudo envolvendo 1544
pacientes que viviam em estados da regido sul do Brasil. Este estudo foi o maior ja
realizado nessa regido e demonstrou, através de PCR (Reacdo de Cadeia da
Polimerase), uma prevaléncia de 53.9% de gendtipo 1, 5.4% de gendtipo 2 e 40.7%
de gendtipo 3. Essas frequéncias foram similares as previamente encontradas,

indicando auséncia de modificacdes substanciais na ultima década [27].
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2.2 ALTERACOES NO METABOLISMO DA GLICOSE E SINDROME
METABOLICA

Diabetes € uma condigéo primariamente definida por hiperglicemia resultante
de uma deficiéncia relativa ou absoluta da secrecdo de insulina pelas células 3
pancreaticas, associada ou ndo a resisténcia a agao da insulina. Ele é associado
com reducgao da qualidade e da expectativa de vida, significativa morbidade devido
a complicagbes microvasculares (retinopatia, nefropartia e neuropatia) e aumento
do risco de complicagbes macrovasculares (doenga cardiaca isquémica, acidente
vascular cerebral e doenga vascular periférica) [28, 29].

A IDF estima que mais do que 245 milhdes de pessoas ao redor do mundo
tenham diabetes. Acredita-se que dentro de 20 anos essa populagao ira aumentar
para 380 milhdes. A cada ano mais de 7 milhdes de pessoas desenvolvem diabetes
[30].

A vasta maioria dos casos corresponde a duas categorias etiopatogénicas. O
diabetes tipo 1, que causa deficiéncia absoluta de insulina por destruigdo auto-
imune das células [} pancreaticas, corresponde a 5-10% dos casos. O diabetes tipo
2, que é causado por uma combinacdo de resisténcia a acdo da insulina e
inadequada resposta compensatoria de insulina, corresponde a 90-95% dos casos
existentes de DM [29].

No quadro evolutivo para o DM, podem ocorrer estagios intermediarios
denominados tolerancia a glicose diminuida (ITG) e glicemia de jejum alterada
(GJA). Nessas categorias, o grau de hiperglicemia ja é suficiente para causar
alteragdes funcionais e patologicas em varios tecidos alvo, mas sem sintomas
clinicos. Essas alteracbes podem estar presentes por um longo periodo antes do
diagndstico de diabetes e podem ser detectadas por uma medida de glicose
plasmatica em jejum ou apds um teste oral de tolerancia a glicose (TTG-75g) [29]. A
presenca de uma dessas condi¢cbes estabelece maior risco de progressdo nao so
para o desenvolvimento do diabetes, mas também de doencas cardiovasculares.

O diagnéstico das alteragdes no metabolismo da glicose pode ser feito

através da glicemia de jejum ou do TTG-75g, de acordo com a tabela abaixo [29]:
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Critérios para o diagnéstico de diabetes [29]:

Normal PreDM DM
Glicemia de jejum (mg/dl) <100 100-125 (GJA) 126 ou +*
Glicemia 2h ap6s 759 de glicose <140 140-199 (ITG) 200 ou +
oral (mg/dL)
Glicemia casual + sintomas 200 ou +

* ApoOs 8h de jejum

A sindrome metabdlica (SM) consiste em uma constelagdo de fatores que
implicam em risco elevado para doengas cardiovasculares, tais como obesidade
abdominal, resisténcia insulinica, intolerancia a glicose ou diabetes tipo 2,
dislipidemia e hipertensdo arterial. A presengca de trés ou mais dessas
manifestacbes caracteriza a sindrome metabdlica ou sindrome de resisténcia
insulinica. Os critérios utilizados para definir a SM podem variar de acordo com
diferentes definigdes, sendo as mais utilizadas as do National Cholesterol Education
Program Adult Treatment Panel Ill (NCEP ATP lll), da World Health Organization
(WHO) e da International Diabetes Federation (IDF) [31, 32].
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2.3 RESISTENCIA A INSULINA
2.3.1 Vias de sinalizagao da insulina

A insulina presente na circulagdo liga-se ao seu receptor especifico nos
orgaos-alvo, uma proteina com atividade quinase intrinseca composta por 2
subunidades alfa e 2 subunidades beta, que atua como uma enzima alostérica na
qual a subunidade alfa inibe a atividade tirosina quinase da subunidade beta. Uma
vez ativado, o receptor de insulina fosforila varios substratos protéicos em tirosina
(figura 1), que recrutam moléculas sinalizadoras intracelulares, como os substratos
do receptor da insulina (IRS) [33]. Essas e outras proteinas adaptadoras iniciam
uma complexa cascata de reacdes de fosforilagao e desfosforilacdo que ira resultar
em extensivos efeitos metabdlicos e mitogénicos [34].

A fosfatidilinositol-3° quinase (PI3K) é importante na regulagdo da
mitogénese, na diferenciagdo celular e no transporte de glicose estimulado pela
insulina. A ativagao da via da (PI3K) estimula a translocagao de transportadores de
glicose (GLUT4) dos depositos intracelulares para a superficie celular, evento
crucial para que haja captacdo de glicose no musculo esquelético e no tecido
adiposo [35] e seu armazenamento como glicogénio, além do bloqueio da
glicogendlise e da gliconeogénese [36].

Os acidos graxos que chegam ao figado sdo provenientes de trés fontes
principais: da dieta, absorvidos ao longo do intestino delgado e carreados como
quilomicrons através da veia porta; da hidrélise da gordura dos tecidos adiposos
periféricos através da agdo de uma lipase insulina-sensivel; da transformagao de
aminoacidos e hidratos de carbono no interior do figado [37].

Uma vez nos hepatécitos, esses acidos graxos poderdo sofrer dois tipos de
transformacado: [(-oxidacdo ao nivel das mitocdndrias e dos peroxissomas, para
fornecimento de energia, com formagao de gas carbdnico, agua e corpos cetbnicos,
ou esterificagdo para formar triglicérides, os quais irdo compor as lipoproteinas de
muito baixa densidade (VLDL) juntamente com o colesterol, fosfolipides e
apolipoproteinas. Em condigdes normais, o figado ndo acumula gordura no interior
do hepatécito, pois o VLDL formado € secretado para a corrente sanguinea (figura
2) [37].
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2.3.2 Resisténcia insulinica

A resisténcia a insulina (RI) é definida como uma resposta bioldgica
subnormal a wuma determinada concentracdo desse hormdnio. Estudos
epidemiologicos demonstram que individuos que apresentam RI tém chance maior
de desenvolver DM2, além de alguns tipos de dislipidemia, hipertensao arterial,
esteato-hepatite ndo alcodlica , doengas neurodegenerativas e algumas neoplasias,
como mama, pancreas e colon [38]. Ela é o maior achado da sindrome metabdlica e
surge como consequéncia da inabilidade da insulina em induzir seu efeito no
metabolismo da glicose, requerendo uma quantidade anormalmente elevada de
insulina para prevenir a hiperglicemia. Assim, a resisténcia insulinica depende da
secrecdo de insulina e da sensibilidade a insulina, ou seja, a secregdo aumenta
quando a sensibilidade diminui. No curso do DM2, observamos precocemente o
aumento da concentracao de insulina, bem como em pacientes que nao s&o obesos
ou diabéticos, mas apresentam outros componentes da sindrome metabdlica [36].

A RI é caracterizada por alteragdbes em diversos pontos da via de
transmissao do sinal da insulina, com redugao da concentragdo e da atividade
quinase do receptor de insulina, da concentracido e da fosforilacdo dos IRS-1 e 2,
da atividade da PI3K, da translocag¢ao dos transportadores de glicose e da atividade
das enzimas intracelulares [34]. Isso pode ocorrer em paralelo a manutencédo da
ativagdo normal da via mitogénica, representada pela MAP quinase [39].

Fatores genéticos e adquiridos podem influenciar a sensibilidade a insulina. A
sindrome de resisténcia a insulina e o diabetes tipo 2 sdo poligénicos e podem
envolver polimorfismos em varios genes que codificam as proteinas envolvidas nas
vias de sinalizacdo da insulina, na secre¢do de insulina e no metabolismo
intermediario [40].

O tecido adiposo desempenha papel fundamental na resisténcia a insulina.
Neste tecido, a RI causa inibicado da lipase lipoprotéica insulino-sensivel, o que
aumenta o influxo de acidos graxos para a circulagéo e dai para o figado. Nele,
como a [(-oxidagao e a liberagcédo de triglicéride na forma de VLDL estéo inibidas
pela hiperinsulinemia, esses acidos graxos em excesso serdo convertidos em
triglicérides que se acumulardo no figado, levando ao quadro de esteatose hepatica

relacionada a sindrome de resisténcia insulinica [37].
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A presenca de niveis elevados de AGL circulantes, provenientes da lipdlise,
também esta associada a redugao na fosforilagdo insulino-estimulada do IRS-1 em
tirosina e na sua associacdo com a PI3K [41] . A conseqUéncia € a inibicao da
captacédo de glicose, da sintese de glicogénio e também da maior producgao
hepatica de glicose.

Diversos estudos clinicos e epidemiolégicos demonstraram que, na
obesidade e no DM2, varios tecidos sensiveis a insulina, particularmente o adiposo,
exibem um estado de inflamagé&o crénica de baixo grau. A expressao aberrante de
uma citocina inflamatéria na obesidade, o TNF-a, contribui para o desenvolvimento
da RI e pode representar uma das ligagdes entre inflamacgao, obesidade e RI [42].

O TNF-a causa resisténcia a insulina, ativando o fator de transcricdo celular
(JNK), que promove a fosforilagdo em serina do IRS-1 [43]. O JNK atua sobre NF-
kB, o que leva a resposta inflamatéria, apoptose, sintese de fatores de
crescimento, moléculas de adesao. A ativacdo do IRS-1 em serina ativa o MAPK,
diminuindo a captagdo da glicose pelo GLUT4. Ocorre ativagdo da NF-kB que
promove o aumento intracelular de citocinas pré-inflamatérias e fatores de

crescimento [44].
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2.3.3 Resisténcia a insulina e o figado

O termo doenca hepatica gordurosa né&o-alcodlica (DHGNA) tem sido
adotado para classificar um espectro de desordens hepaticas gordurosas
metabdlicas, particularmente quando a histologia € indefinida [45].

Casos de doencga hepatica gordurosa com inflamagao, parecendo esteato-
hepatite mas ocorrendo em nao-etilistas, ja foram descritos ha 30 anos atras.
Desde o inicio da caracterizagdo da DHGNA, sua associacdo com Rl ja era
sugerida, sendo cada vez mais frequente a demonstracdo da sua importancia no
estabelecimento e progressao da doenga [37].

Além de levar a esteatose, a Rl esta associada as formas mais avancadas da
DHGNA. Os individuos com esteatohepatite n&o-alcodlica (EHNA), a qual
caracteriza-se por esteatose hepatica, hepatite lobular e niveis de alanina
aminotransferase (ALT) elevados, apresentam niveis de resisténcia insulinica
superiores aos observados nos pacientes com formas menos avangadas da doenca
[37, 46].

A DHGNA geralmente é assintomatica, mas pode causar sintomas nao
especificos e que nao parecem estar relacionados a severidade da doenca. Testes
hepaticos também nao discriminam entre esteatose, EHNA e cirrose. Na avaliagao
conjunta da DHGNA estdo incluidos perfil lipidico e glicose em jejum ou teste de
tolerancia a glicose. A dosagem da insulina sérica também pode ter valor no
diagndstico, pois a maioria dos casos de DHGNA ja apresenta altos niveis de
insulina ao diagndstico. Os niveis de peptideo-C também refletem maior secrecao
de insulina pancreatica [45].

Exames de imagem podem demonstrar dados sugestivos de esteatose, como
aumento de ecogenicidade hepatica a ultrassonografia ou aumento da
radioluscéncia a tomografia computadoriza. Entretanto, nenhum exame de imagem
pode distinguir entre EHNA e esteatose. O unico exame que pode confirmar a
presenca ou auséncia de EHNA em uma pessoa com achados de DHGNA ¢é a
bidpsia hepatica, a qual é considerada o “padrao ouro” para avaliar a severidade da
fibrose [45].

Estudos em humanos tém demonstrado que defeitos mitocondriais podem
ser a causa primaria de esteatose por causar prejuizo na B-oxidagdo dos acidos

graxos [47]. Tais defeitos possivelmente tém base genética e sdo desencadeados
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por fatores ambientais, como acidos graxos saturados. Uma vez instalada, a
esteatose pode causar resisténcia insulinica hepatica. Inversamente, a patogénese
da EHNA parece estar relacionada com a presenca de RI periférica e ela esta
usualmente associada com outros achados da sindrome metabdlica. A resisténcia
insulinica poderia aumentar a injuria celular e a inflamagédo nos hepatdcitos, que
acontece quando sua capacidade de armazenar gordura é excedida, ocorrendo
lipotoxicidade dos acidos graxos [45]. Assim, a esteatose parece ser o “primeiro
impacto” para o desenvolvimento da EHNA, mas o “segundo impacto”, que é a
presenca de RI periférica, € necessario para causar dano celular e inflamacao.

Na hepatite C crénica a esteatose é freqlientemente encontrada e tem sido
atribuida maior gravidade a doenga hepatica na sua presenga. Sua prevaléncia
pode variar de 30 a 70%, sendo mais frequente em pacientes com gendtipo 3. Nos
portadores desse gendétipo, a presenga de esteatose esta associada a carga viral
mais elevada e tende a regredir com a erradicacao viral. Esses fatos sugerem que
em tais casos a esteatose decorra da acéao citopatica direta do virus. Nos pacientes
com gendtipo ndo-3, ao contrario, a esteatose tende a persistir apos o tratamento e
esta mais associada a fatores relacionados ao hospedeiro, como alcoolismo,
hipotireoidismo e, principalmente, com caracteristicas de sindrome metabdlica, tais
como obesidade central, hipertrigliceridemia, hipertensao arterial, redugdo do HDL

colesterol e diabetes ou intolerancia a glicose [36, 37].

2.3.4 Avaliagao de resisténcia e secregao de insulina
Ha diversos métodos para se avaliar a RI, porém, a maioria € dificil de se
realizar na pratica clinica :
- clamp de glicose (clamp euglicémico hiperinsulinémico);
- teste de tolerancia endovenosa a glicose (modelo minimo de Bergman);
- teste de tolerancia oral a glicose (TTG-75g);
- teste de tolerancia a insulina (KITT);
- Matsuda

- Homeostasis model assessment (HOMA)

A medida do clamp euglicémico hiperinsulinémico é o “padrédo ouro” na

avaliagcao da resisténcia a insulina. Permite examinar a sensibilidade tecidual a
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insulina, tanto no musculo como no figado, bem como examinar a resposta da
célula beta a glicose em situagdes de constancia de glicemia e insulinemia. O clamp
euglicémico hiperinsulinémico permite a mensuragao da captagéo total de glicose
em resposta a uma hiperinsulinemia fixa [38].

A determinagao da sensibilidade a insulina pelo clamp é baseada no conceito
de que, mantendo-se constantes os niveis de hiperinsulinemia, a quantidade de
glicose consumida pelos tecidos seria igual a quantidade de glicose infundida
durante um teste no qual a glicemia € mantida dentro de limites constantes e
normais. O teste pressupde a completa supressao da produgéo hepatica de glicose,
que também pode ser quantificada independentemente pela infusdo concomitante
de glicose marcada radiativamente. Em fungdo de sua dificil e cara aplicagao
pratica, cada vez mais surgem medidas estimadas de resisténcia a insulina,
validadas a partir da sua determinacao [38, 48].

Stern et al. realizaram um estudo com dados do clamp euglicémico,
considerado método padrao-ouro, em diferentes populagdes. Foram avaliados 2321
resultados de clamp, sendo 2138 em individuos nao-diabéticos. Isso permitiu a
definicdo de critérios clinicamente viaveis de R, utilizando o IMC e o HOMA-RI ou
os niveis de lipides séricos e histéria familiar de DM [38].

O método mais amplamente utilizado é o indice Homeostasis Model
Assessment- insulin resistance (HOMA-RI). E um método simples, que s6 utiliza as
dosagens basais de insulina e glicose. E calculado através da férmula glicemia de
jejum (mmol/l = mg/dl / 18) x insulinemia de jejum (uU/ml) / 22,5 [49] . O estudo
BRAMS (Brazilian Metabolic Syndrome Study), que avaliou 372 pessoas sem
diabetes, obteve o valor de referéncia de 1,66 + 0,81 para o HOMA-RI. De acordo
com esse estudo, valores acima de 2,71 devem ser considerados anormais [50], ou
seja, em pacientes obesos ou com sindrome metabdlica espera-se encontrar
valores elevados para o HOMA-RI.

O HOMA também é utilizado para se avaliar a funcdo das células 3
através da férmula 20 x insulinemia de jejum (uU/ml) / glicemia de jejum (mmol/l) —
3,5. Entretanto, os dados sobre a funcédo da célula B ndo podem ser avaliados
isoladamente, pois pode-se concluir erroneamente que um individuo magro, com

diminuicdo da secrecao de insulina por apresentar alta sensibilidade a insulina,
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apresenta faléncia de secregao pancreatica. Assim, a fungao da célula B sempre

deve ser interpretada juntamente com a medida da sensibilidade a insulina [49].
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2.4 ASSOCIACAO ENTRE HEPATITE C E DIABETES MELLITUS
2.4.1 Prevaléncia de DM em individuos infectados pelo HCV

Estudos recentes tém demonstrado uma forte associacéo entre infecgéo pelo
virus da hepatite C e diabetes mellitus tipo 2. A prevaléncia varia desde 4,9% a
34,6% [1, 4, 5]. Apesar dessa alta prevaléncia de DM2, o mesmo nao ocorre com o
DM tipo 1 [2, 51]. A frequéncia da associacédo entre hepatite C e DM2 também é
mais alta do que a observada em pacientes com outras doencas hepaticas cronicas,
como hepatite B [6, 52], doenca hepatica alcodlica, cirrose biliar primaria [2] e do
que na populagao geral.

Nao esta ainda muito bem definida qual a relagdo temporal da infecgao pelo
HCV com o desenvolvimento de diabetes [53]. Em 73% dos casos, a infecgéo pelo
HCV precede o diagndstico de DM, como relatado por Knobler et al [1]. Ha diversos
relatos de surgimento de diabetes em torno de 10 a 20 anos apds a provavel causa
de infecgao pelo HCV, como transfusdo de sangue prévia.

Em um estudo de coorte em Taiwan, 4958 pessoas com 40 anos de idade ou
mais foram acompanhadas durante sete anos. Desses, 3486 pessoas eram
soronegativas, 812 eram anti-HCV positivo, 116 eram co-infectadas pelos virus da
hepatite B e C e 544 apresentavam hepatite B. A incidéncia cumulativa de diabetes
foi significativamente maior em pessoas HCV positivas ou co-infectadas, com
sobrepeso ou obesidade e idade mais avangada. Quanto mais jovem a pessoa com
infeccao pelo HCV, maior é o risco de ela vir a desenvolver diabetes. Assim, os
autores sugerem que o rastreamento para DM deveria ser mais precoce em
pessoas HCV positivas [7].

A relacdo entre hepatite C e DM2 foi estudada no nosso meio por Cheinquer
et al em 140 pacientes HCV positivos, tendo sido observados 12% de casos de
DM2. No grupo com diabetes, 93% apresentaram cirrose comparativamente a 47%
dos pacientes sem diabetes. A associagao hepatite C e diabetes neste estudo foi
um achado particularmente associado a presencga de cirrose e a idade acima de 50
anos. Neste estudo ndo foi avaliada a prevaléncia de pacientes com tolerancia
diminuida a glicose ou com glicose de jejum alterada, o que, teoricamente, poderia
estar associado a uma fase mais precoce da doencga hepatica [54].

Em funcdo da alta prevaléncia de DM ou intolerancia a glicose em pacientes

HCV positivos, sugere-se que eles sejam considerados grupo de risco para o
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desenvolvimento de diabetes. De acordo com os critérios diagnosticos
recomendados pelo Expert Commitee on the Diagnosis and Classification of
Diabetes, o rastreamento deve ser feito com a glicemia de jejum [29]. Entretanto,
para alguns grupos de alto risco, recomenda-se realizar o TTG-75¢g para se fazer o
diagndstico. Em um estudo realizado com 50 pacientes HCV negativos e 50
pacientes HCV positivos, controlados para sexo, idade e indice de massa corporea
(IMC), ambos os grupos foram submetidos ao TTG-75g. Os resultados
demonstraram 18% de novos casos de diabetes e 30% de intolerancia a glicose,
achados significativamente mais elevados que em pacientes HCV negativos (quatro
e 18%, respectivamente), sugerindo ser o TTG-75g o melhor exame para

rastreamento de DM em pacientes HCV positivos [55].

2.4.2 Prevaléncia de anticorpos anti-HCV na populacdo com DM2

Recentemente, diversos relatos de uma alta prevaléncia de hepatite C em
pacientes com diabetes tipo 2 tém sido publicados, a maioria nas populacdes
ocidentais. Isso sugere que o diabetes pode ser considerado um fator de risco para
se adquirir infecgao pelo HCV e, possivelmente, tenha uma relagao etiolégica com o
HCV. Pacientes com DM apresentam maior indice de infecg¢ao por virus C do que a
populacao geral [2]. A prevaléncia de anticorpos anti-HCV na populacdo com DM2
varia entre 1,78 e 12,1% [56, 57].

A consequéncia clinica dessa alta prevaléncia de infecgcao pelo HCV na
populacdo com DM2 & que elevagdes meédias nos niveis de transaminases séricas
nao devem ser automaticamente atribuidas a doenga hepatica gordurosa; assim,
todos os pacientes com DM2 e funcao hepatica anormal devem ser testados quanto
a infeccéo pelo HCV [56].

A maior prevaléncia de HCV na populagdo com diabetes também nao esta
relacionada com os principais fatores de risco associados a soropositividade para o
HCV [56, 58]. Também ndo se observa maior prevaléncia de infecgdo pelo virus da
hepatite B, que apresenta os mesmos fatores epidemioldgicos de transmissao que o
HCV, na presencga de DM [57].

Entretanto, ha relatos que demonstram nao haver maior prevaléncia de HCV
na populacdo com DM2 [59, 60] Em estudo realizado na Grécia, a prevaléncia de

HCV em pacientes com DM2 foi de apenas 1,65% [60]. Em outro estudo, 90
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pacientes com diabetes foram comparados com 90 pacientes sem diabetes quanto
a prevaléncia de DM2. Os resultados demonstraram que nenhum dos pacientes
com diabetes apresentou teste positivo para HCV, enquanto 1,1% do grupo controle
apresentou anti-HCV positivo [59].

No Brasil, um estudo de caso-controle foi conduzido para comparar 206
pacientes com DM2 com 206 pacientes sem alteragdes no metabolismo da glicose.
Todos os pacientes consultavam no hospital da Universidade Federal do Mato
Grosso, em Cuiaba, e foram entrevistados entre abril e outubro de 2005. Nao houve
diferenca na prevaléncia de anti-HCV entre os grupos: trés diabéticos (1,4%) foram
confirmados positivos pra hepatite C, enquanto entre os controles somente dois
(1%) foram confirmados [61]. Assim, estudos multicéntricos se fazem necessarios

para estimar melhor essa prevaléncia e esclarecer essa associacao [60, 62].

2.4.3 Prevaléncia de anticorpos anti-HCV na populagdo com DM1

Embora a literatura seja escassa para a essa associagdo, a prevaléncia de
anti-HCV em individuos com DM1 nao excede o indice de prevaléncia esperado
para a populagéo geral, em contraste com o DM2. Em um estudo realizado na lItalia
com 187 criancas e adolescentes com DM1, todos foram testados para anticorpos
anti-HCV e nenhum foi positivo, indicando que essa infecgéo € rara entre pacientes
com DM1 e sugerindo que o virus ndo desenvolve nenhum papel na patogénese da

doenca [51].

2.4 4 Principais mecanismos patogénicos

Apesar de haver diversos estudos revisando essa associagao
epidemioldgica, os mecanismos patogénicos envolvidos com o desenvolvimento de
DM em pacientes com infecgao pelo HCV nao sao bem conhecidos, embora ambos
resisténcia insulinica e piora na secrecdo de insulina tém sido considerados por
desenvolverem um importante papel no surgimento do DM [13, 14].

A presenca de fatores de risco adicionais, como obesidade, idade ou cirrose
torna complexo o estabelecimento de uma relagdo causa-efeito e uma definigdo da
patogénese dessa associagdo. Porém, a questdo central gira em torno da
capacidade do virus em promover resisténcia insulinica ou de reduzir a capacidade

de secrecdo de insulina da célula beta pancreatica.
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A RI tem sido demonstrada estar associada com hepatite C em diversos
estudos [3, 55, 63]. Os principais fatores envolvidos sao resisténcia insulinica
hepatica e muscular. Os acidos graxos livres promovem fosforilagdo do substrato do
receptor de insulina-1 em serina nos miécitos que apresentam depdsitos de
gordura, inibindo a fosfatidilinositol-3’ quinase e bloqueando a translocagdo de
GLUT-4. Assim, a captagcdo de glicose fica prejudicada nessas células. Nos
hepatocitos, ocorre diminuicdo da sintese de glicogénio, com liberagdo de glicose
para a circulagao [36].

As hipoteses para o desenvolvimento de Rl em pacientes com hepatite
cronica pelo HCV variam. Acredita-se que possa ser causada pelo préprio dano
hepatico e que possa estar relacionada com o grau de fibrose [64]. A fibrose
hepatica tem sido considerada responsavel pelo desenvolvimento de resisténcia
insulinica e diabetes tipo 2 em pacientes com doenca hepatica cronica.

Konrad et al analisaram a tolerancia a glicose utilizando o “minimal modeling”
para avaliar a secrecéo de insulina de primeira e segunda fase entre pacientes HCV
positivos e negativos. Também avaliaram sua relagdo com o grau de fibrose
hepatica. Os pacientes HCV positivos eram mais resistentes a insulina, a qual
apresentava relagdo com o estagio de fibrose [65]. A Rl também pode contribuir
para a progressao da fibrose na hepatite C cronica [3].

Entretanto, Hui et al analisaram 260 pacientes HCV positivos quanto ao
HOMA-RI em relagdo a controles saudaveis, mesmo em estagios 0 ou 1 de fibrose
hepatica. Esse estudo concluiu que o virus C pode induzir resisténcia insulinica
independentemente da severidade da doenca hepatica [3].

A esteatose hepatica € mais frequentemente associada com HCV que HBV e
ocorre em mais que 50% dos pacientes com hepatite C cronica [66], especialmente
associada ao gendtipo 3 [67]. A esteatose pode diminuir a acdo da insulina no
figado, favorecendo a producdo hepatica de glicose [68, 69], aléem de também
favorecer o desenvolvimento de fibrose hepatica [64].

A presenca de esteatose e esteato-hepatite também pode contribuir para a
inflamacao hepatica e confundir a avaliagdo de resisténcia insulinica. Estudos
sugerem que existem mecanismos diferentes para o desenvolvimento de esteatose

de acordo com o gendtipo viral. No gendtipo 3, a esteatose € consequéncia de
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lesdo citopatica direta do virus, induzindo reagao inflamatéria, enquanto no gendtipo
1 ela esta associada com a presenca de sindrome metabdlica [70].

A propria resisténcia insulinica € fator de risco para desenvolvimento de
esteatose moderada a severa. Isso tem relevancia clinica, uma vez que ela esta
associada com a evolucao da fibrose e hipo-responsividade a terapia anti-viral [66].

Diversos relatos também tém demonstrado um aumento nos niveis séricos
de TNF-a ou de seus receptores em pacientes infectados pelo HCV [71-73]. O
aumento na expressao de receptores de superficie de TNF-a (TNFR1 e TNFR2),
principalmente relacionados com o dano hepatocelular e o grau de inflamagao
hepatica, confirmam essa relagao. [73]. Esse aumento na produ¢ao de TNF- a pode
ser responsavel pela fosforilagdo em serina do IRS-1 e 2, prejudicando a
sinalizagao intracelular da insulina e bloqueando a translocacdo de GLUT-4. Além
disso, a exagerada producédo de TNF- a em pacientes com hepatite C cronica tem
sido relacionada com mais altos niveis de fibrose e piora da resposta a terapia
antiviral com interferon- a por ser uma citocina pro-inflamatéria e pro-fibrogénica.
Porém, os niveis de TNF- a correlacionam-se com os niveis de insulina em jejum e
indices de resisténcia insulinica, como o HOMA-RI, independente do estagio da
fibrose [74].

A deficiéncia de secregcdo de insulina também pode estar envolvida no
desenvolvimento de DM em pacientes HCV positivos. A disfungdo da célula f em
pacientes HCV positivos tem sido observada em alguns casos, que demonstraram
niveis mais baixos de HOMA-% [3 [14]. Narita et al avaliaram 131 pacientes com
hepatite C quanto a medidas de resisténcia e secregao de insulina. Foi encontrado
um alto indice de intolerancia a glicose (27,5%) apds o TTG-75g. Os pacientes com
intolerancia a glicose apresentaram n&o somente niveis mais elevados de HOMA-RI
como também medidas de secrecdo de insulina (indice insulinogénico e Delta-
Peptideo C 30) mais baixas que em pacientes com tolerancia normal a glicose [13].
Nesse estudo, foi demonstrado que os niveis basais de secrecdo estavam normais;
porém, a secrecao de primeira fase é que pareceu estar diminuida [13].

Entretanto, outros estudos demonstram aumento do HOMA-% B na hepatite
C crénica [63]. Em estudo recente, Oliveira et al avaliaram 15 pacientes HCV
positivos e 15 negativos pareados por sexo, idade e IMC quanto a medidas de

resisténcia e secrecdo de insulina. Todos os pacientes apresentavam DM2. Os
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achados demonstraram que pacientes com DM2 e HCV tém aumento de Rl em
relacdo a pacientes com DM2 sem hepatite C. Nesse estudo, o aumento da Rl nao
pode ser atribuido a fatores como sindrome metabdlica, uma vez que os pacientes
foram pareados para diversos fatores de risco relacionados a resisténcia insulinica
[12]. Também foram encontrados valores médios mais elevados para HOMA-% 3.
Nesse estudo, os pacientes estavam usando sulfoniluréia, o que pode ter
influenciado a secrecao de insulina pelas células B [12]. Em outro estudo realizado
com 92 pacientes infectados pelo HCV, tanto HOMA-RI quanto HOMA-%[ estavam
elevados, principalmente quando associados com cirrose [63].

Ha diversas possiveis causas para se tentar explicar essa disfungao, como
fatores genéticos ou virais [13]. Em pacientes com hepatite C crénica que
receberam peginterferon e ribavirina, a resisténcia insulinica, medida pelo HOMA-
RI, diminuiu durante ou ao final da terapia. Ja os n&o-respondedores nao
apresentaram modificagdo em relacdo aos valores basais. Tais dados suportam a
hipotese de que existe uma conexdo entre a replicacdo viral e a resisténcia
insulinica, bem como que o HOMA diminui apds a erradicagao viral [75, 76].

De acordo com dados disponiveis na literatura, a infecgao pelo HCV parece
estar fortemente associada com outras desordens imunoldgicas [24, 77, 78]. Assim,
também poderia estar associado com destruicdo auto-imune das células beta
pancreaticas, levando ao diabetes. O gatilho para o processo auto-imune poderia
ser a semelhanga molecular de algumas por¢des de aminoacidos do HCV com
anticorpos anti-GAD (acido glutdmico-decarboxilase), um dos principais antigenos
das ilhotas pancreaticas [79]. Entretanto, a presenca de anti-GAD em pacientes
HCV positivos ndo parece ser um achado frequente [80], nem mesmo entre
pacientes que apresentam diabetes [57].

A prevaléncia de anticorpos contra outros antigenos das células beta
pancreaticas também ndo estava aumentada em um estudo que comparou
pacientes HCV positivos com e sem diabetes com controles pareados por sexo e
idade [81]. Assim, os dados disponiveis nao parecem apresentar evidéncias
significativas da associagao entre HCV e auto-imunidade contra as células beta.

Embora o HCV seja um virus hepatotropico, sua presengca tem sido
identificada em diferentes tecidos extra-pancreaticos, como rins, pulmoes, testiculos

e também no pancreas [82].
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Em um estudo recente, Masini et al demonstraram a presenca de infecgao
pelo HCV nas células beta pancreaticas de humanos. Eles sugerem que a presencga
do virus nas ilhotas exerce uma agao citopatica que causa alteragdes morfoldgicas
e funcionais nas células. Essa acao pode explicar, em parte, a associacdo entre

HCV e diabetes, especialmente em individuos predispostos [15].
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2.5 OUTROS MECANISMOS PATOGENICOS DE RESISTENCIA INSULINICA
2.5.1 Cirrose

A hiperinsulinemia na cirrose hepatica pode estar relacionada com a
diminuicdo da degradacdo de insulina como resultado da disfungdo hepatica.
Quando pacientes com cirrose e infectados pelo HCV s&o avaliados, a prevaléncia
de diabetes tipo 2 é mais alta que a relatada em pacientes com hepatite cronica,
variando de 19,6 a 50% [55, 57, 83, 84]. Entretanto, as diferencas entre pacientes
anti-HCV positivos e negativos ndo estao presentes. Embora pacientes com cirrose
de outra etiologia que ndo doencga hepatica colestatica tenham mais alta prevaléncia
de diabetes que pacientes com hepatite crénica, ndo ha diferenga significativa entre
cirréticos com ou sem infecgao pelo HCV [55, 83, 84].

A prevaléncia de DM ou intolerancia a glicose (IGT) também é mais alta em
pacientes com doenga hepatica em estagio mais avangado que naqueles com
alteragbes histologicas em estagio inicial [8, 85]. Assim, a doenga hepatica
avangada parece ser um fator diabetogénico independente da infeccéo pelo HCV
[83, 86].

2.5.2 Pés-transplante

DM pods-transplante (DMPT) é uma condicdo meédica comum que vem
apresentando significativo aumento no transcorrer da ultima década [87]. Diversos
fatores de risco tém sido associados com seu desenvolvimento, como 0s proprios
fatores de risco para DM apresentados pelo receptor , o uso de agentes
imunossupressores [88] ou a presenca do HCV [89].

A prevaléncia de DMPT em pacientes em pds-transplante hepatico infectados
pelo HCV varia de 40 a 64%, a qual é significativamente mais alta que a prevaléncia
relatada em pacientes transplantados por outras causas de faléncia hepatica [90]. A
presenca do HCV também parece ser um fator de risco independente para o
desenvolvimento de diabetes apds transplante. Mesmo pacientes sem diabetes ja
demonstram aumento em medidas de resisténcia insulinica, como o HOMA-IR,
conforme demonstrado por Delgado-Borrego et al em estudo transversal com
pacientes em pos-transplante hepatico que comparou 39 pacientes HCV positivos
com 60 HCV negativos. Nesse estudo, a infecgao pelo HCV foi associada com um
aumento de 35% na RI [91].
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Em pacientes que realizaram transplante renal, a infecgao pelo HCV também
tem sido identificada como fator de risco independente para o desenvolvimento de
DMPT [92]. Esses dados reforcam a hipdtese de que o HCV esta relacionado com o
desenvolvimento de diabetes e que essa associagdo pode contribuir
substancialmente com o pior progndstico apresentado por pacientes HCV positivos

apos transplante de figado ou rim [93].

2.5.3 Gendtipos

A relacao entre diabetes tipo 2 e HCV permanece controversa. Ha relatos de
que nao existe diferenca na distribuicao de diferentes gendtipos do virus da hepatite
C entre pacientes com e sem diabetes [83]. Também nao foi considerado fator
associado com desenvolvimento de DM ou resisténcia a insulina em pacientes com
HCV, de acordo com Petit et al [58].

Ja em um estudo de caso-controle de 45 pacientes HCV positivos sem
cirrose, 15 (33%) apresentaram critérios diagndsticos para diabetes. Quando os
pacientes com e sem diabetes foram comparados, encontrou-se que histéria familiar
positiva para diabetes, gendtipo 1b e dano hepatico mais severo estavam
significativamente associados com DM [1].

Entretanto, existem diferengas entre os mecanismos com que os diferentes
gendtipos virais podem induzir resisténcia insulinica. O gendétipo 3, por ser mais
esteatogénico [70], pode colaborar para a progressdao da fibrose e o
desenvolvimento de resisténcia insulinica [67]. O gendtipo 1 depende mais da
presenca de fatores de risco para sindrome metabdlica para desenvolver esteatose
[70] e resisténcia insulinica. Este estd associado com evolugdo da fibrose pela
presenca de esteatose, hiperleptinemia, aumento de TNF-a e diminuicdo da
expressao de receptores PPAR-gama [36].

A resposta a terapia anti-viral também difere entre os genodtipos. Em
pacientes com genaétipo 1, a resisténcia a insulina diminui a resposta sustentada ao
interferon e aumenta o risco de esteatose e progressao da fibrose [94]. Entretanto, o

impacto em outros genoétipos parece ser menos importante.
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2.5.4 Sobrecarga de ferro

O aumento dos niveis séricos de ferritina estd associado com resisténcia
insulinica e aumento do risco de diabetes tipo 2 [95, 96]. Como pacientes HCV
positivos também apresentam maiores niveis de ferritina sérica, postula-se que as
reservas aumentadas de ferro apresentem ligacdo entre HCV e diabetes [97, 98].

O provavel mecanismo seria que os depodsitos hepaticos de ferro poderiam
interferir na capacidade da insulina em suprimir a produg&o hepatica de glicose [99].
Como a maioria dos estudos apresenta diversos fatores de confusao, fica dificil
avaliar qual a real relagcao da ferritina nessa associacdo. Quando esses fatores séo
levados em consideragcdo, apenas os pacientes HCV positivos com diabetes
apresentam maiores niveis de ferritina, sugerindo que apenas o DM esteja

relacionado com o aumento dos seus niveis [58, 100].
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3 JUSTIFICATIVA

Considerando que tanto a Hepatite C quanto alteragcbes no metabolismo da
glicose sdo patologias altamente prevalentes em nosso meio e que sua associagao
pode piorar o prognostico de ambas, existe a necessidade de se avangar mais na
compreensao dos mecanismos que regulam essa associagao para que possamos
intervir precocemente.

O rastreamento de alteragdes no metabolismo da glicose em pacientes HCV
positivos, como realizado no presente estudo, pode colaborar para a prevengao do
desenvolvimento de Diabetes Mellitus nessa populacdo, bem como minimizar o

dano hepatico, que € mais severo em pacientes com pior controle glicémico.
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4 OBJETIVOS

Objetivo geral:
1. Avaliar a resisténcia e a secrecdo de insulina em pacientes HCV positivos sem

diagndstico de diabetes e sem cirrose em comparagéo a voluntarios saudaveis.

Objetivos secundarios:

1. Analisar fatores virais que possam estar associados com resisténcia a insulina,
como genatipo viral.

2. Avaliar se os graus de fibrose e esteatose hepaticas estdo associados com maior

resisténcia insulinica.
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Abstract

Objective:

The aim of the present study was to assess insulin resistance and insulin
secretion in HCV-positive patients without diabetes diagnosis and without cirrhosis
and to compare them to the ones of healthy volunteers. Secondary objectives were
to analyze factors that could be associated with insulin resistance, like viral genotype
and degree of hepatic fibrosis and steatosis.

Research design and methods:

In a cross-sectional study by sample of convenience, 39 HCV positive and 13
HCV negative subjects were assessed for glucose, insulin and C-peptide in fasting
state and after oral 75g glucose tolerance. Fasting samples were than evaluated for
HOMA-IR, HOMA-C-peptide and HOMA-%B. Excluding criteria were clinical
cirrhosis, neoplasia, HIV co-infection, previous treatment for HCV, fasting plasma
glucose levels equal or above 126mg/dL, BMI above 35 and drugs that could
change insulin secretion or insulin resistance.

Results:

HOMA-IR was higher in the HCV-positive than in the HCV-negative group,
respectively: median and interquartile ranges 2.4 (1.5-5.0) vs. 1.4 (0.7-2.3): p=0.007;
HOMA-C-peptide and HOMA-%[B did not differ between the groups. However,
fasting serum insulin was higher in HCV-positive than in HCV-negative patients,
respectively: median serum and interquartile ranges 2 (6.8-17.8) vs. 6.5 (3.4-10.9), p
= 0.009; mean fasting C-peptide did not differ between the groups. The increase of
glucose, insulin and C-peptide in fasting state and after the glucose tolerance test
were all similar. Results of HOMA-IR, HOMA-% and HOMA-C-peptide were not
different between genotypes 1 and 3, which were also similar in relation to the
degree of histological steatosis and hepatitis activity. Genotype 3 presented a higher
degree of fibrosis compared to genotype 1 (5/16 vs. 4/10), p=0.019. C-reactive
protein presented a positive correlation with the levels of triglycerides (0.574, p =
0.001) among all HCV-positive patients.

Conclusions:

Patients with chronic HCV without cirrhosis present higher insulin resistance
and fasting insulin secretion than HCV negative subjects. Insulin resistance, rather

than insulin deficiency may be an important agent of increased prevalence of
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diabetes among HCV-positive patients. Type of genotype does not seem to play an
important role in insulin resistance when patients are well matched for components

of metabolic syndrome and degree of steatosis.

Key words: Diabetes Mellitus, Hepatitis C virus, Insulin Resistance.

Abbreviations used on this paper: HCV: hepatitis C virus; DM2: type 2
diabetes mellitus; BMI: body mass index; HOMA: homeostasis model assessment;
IR: insulin resistance; OGTT: oral glucose tolerance test; CRP: ultra-sensitive C-
reactive protein; HCPA: Hospital de Clinicas de Porto Alegre; IFG: impaired fasting
glucose; IGT: impaired glucose tolerance; G1: genotype 1; G3: genotype 3; IDF:

International Diabetes Federation.



53

Introduction

Recent evidence suggests that chronic hepatitis C virus (HCV) infection is
associated with an increased risk of type 2 diabetes development. Type 2 diabetes
is more frequent among patients with chronic C hepatitis when they are compared to
those with other liver diseases and to the general population, regardless of whether
cirrhosis is present or not. Moreover, the HCV seropositivity among patients with
DM2 is higher than in general population [1-3]. However, the pathogenesis of this
association is not completely understood. In view of the strong association between
HCV infection and the development of diabetes mellitus, it is important to determine
if HCV infection can predispose the development of diabetes.

Insulin resistance and insulin deficiency have both been proposed to explain
the association of type 2 DM and chronic C hepatitis [4-8]. The presence of cirrhosis,
steatohepatitis, metabolic syndrome and the use of many drugs have frequently
caused confusion over the analysis of the presence of insulin resistance in chronic
hepatitis C patients. In a recent work of our group, we demonstrated that patients
with type 2 diabetes and chronic hepatitis C, compared to patients with type 2
diabetes without hepatitis C, present increased insulin resistance and
hyperinsulinemia at fasting state. This increment was independent of determinants
of insulin resistance because patients were paired by age, BMI, abdominal
circumference, frequency of metabolic syndrome, serum lipid profile, HbA1c and use
of oral anti-diabetic agents[9].

The B-cell dysfunction has also been observed in some patients with chronic
C hepatitis [5, 7, 10]. Possible etiology for impaired insulin secretory function in
these patients has been associated with the presence of the HCV virus infecting the
pancreas, but the real etiology is still unknown [5, 11]. Nonetheless, some studies
also demonstrate that HOMA-%[ and fasting C-peptide levels are not consistently
decreased in HCV-positive patients with glucose intolerance, leaving the question
open. [5].

It remains to be clarified if insulin resistance or deficiency is present before
the beginning of type 2 diabetes in patients with chronic hepatitis C, as well as what

are the potential risk factors that would impact in the course of diabetes.
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Materials and Methods

Case selection

In this cross-sectional study were selected by convenience sampling 39
patients HCV positive and 13 HCV negative subjects. The flux of the sampling is
represented in Figure 1. Initially, we performed a review of medical records of
patients attending the Internal Medicine outpatient unit of Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA), who were tested for HCV since January 2000 to December
2005.

The criteria for inclusion in the group under study were patients aged between
20 and 70 years, BMI <35, fasting blood glucose <126 mg/dL without using
medication for DM, serology confirmed positive for HCV and no prior treatment or
clinic cirrhosis. For the control group, we selected patients who had anti-HCV
negative, aged between 20 and 70 years, BMI <35 and fasting blood glucose <100
mg/dL without medication for DM. None of the patients that were included in the
study used to ingest alcohol. We excluded patients with clinic cirrhosis (clinical
ascites or jaundice, hyperbilirubinemia, hypoalbuminemia, platelet count <150.000,
prothrombin time <70%), neoplasm, co-infection with HIV or HBV, patients in
treatment for HCV, exceeding prior fasting blood glucose> 126 mg/dL, BMI> 35 or
use of drugs to change the insulin resistance or secretion.

Twenty-six HCV positive patients and 36 HCV negative were qualified and
invited to participate in the study through telephone contact. Among the positives, 4
patients did not accepted to participate in the study, 9 were not found, 1 mentioned
already present DM, 1 had already done prior treatment for HCV, 1 had HIV co-
infection and 2 had clinic cirrhosis. Also, were included in the study 32 patients who
had inclusion criteria, selected during consultations at the ambulatory of Internal
Medicine (6 patients), at the ambulatory of Gastroenterology (19 patients) or in
particular office (7 patients), totalizing 40 patients.

Twenty-nine patients were submitted to liver biopsy during the study period.
One patient was excluded due to cirrhosis by histopathological examination and
glucose level after OGTT> 200 mg/dL. The final sample of patients had 39 of them
included in the study.

In the control group, 3 patients did not accepted to participate in the study, 24
have not been located, 2 had DM and 2 had BMI> 35. Two patients with fasting
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glucose> 100 mg/dL were excluded. Ten healthy volunteers outside the HCPA with
confirmed negative anti-HCV were included in the study, totalizing 13 control

subjects.

Clinical Assessment

Patients and controls subjects were attended in the Research Laboratory of
HCPA after 12 hours overnight fasting. A consent form was read and signed by the
patients and control subjects. After that, a questionnaire was performed to confirm
that the patients did not have any exclusion criteria. Alcohol intake and family history
were assessed on interviews. The physical examination included weight, height,
waist circumference and arterial blood pressure measurement; the BMI was
calculated by the equation [weight (Kg)/ height* (m)]; the waist circumference was
measured on the navel level; metabolic syndrome was classified using up IDF and
NCEP-ATP lll criteria [12]; the venous blood samples in fasting and 2 hours after
759 of oral glucose were collected for laboratory analysis.

When the exams were ready, we called the patients to inform them of the
results. The research project and the questionnaire were approved by the Research
Ethics Committee of the HCPA.

Laboratory Assessment

All patients and control group subjects were submitted to HCV antibody test
by ELISA lll immunoassay. The positive cases were also confirmed with qualitative
polymerase chain reaction (PCR).

After overnight fasting, baseline samples were drawn for determination of
plasma glucose, insulin, C-peptide, serum total cholesterol, HDL cholesterol,
triglycerides, alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST) and
ultra-sensitive C-reactive protein (CRP). Plasma glucose, insulin and C-peptide were
also drawn after glucose overload. The methods, equipments and reference values
are described in appendix 1.

The insulin resistance was determined by the homeostasis model

assessment (HOMA) method by using the following equations [13, 14]:

HOMA-IR = fasting glucose (mmol/L) x fasting insulin (uU/mL)/22,5
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HOMA-C-peptide = fasting glucose (mmol/L) x fasting C-peptide (ng/mL)/22,5

The insulin secretion was determined by HOMA-%[3 [14], using the following
equation:
HOMA-%p =(20 x fasting insulin (uU/mL)/[fasting glucose (mmol/L) — 3,5]

Histopathology

The maijority of the patients were submitted to a hepatic biopsy. Data of 29
patients who underwent liver biopsy were taken through medical register review. The
coloration used in the anatomopathological examination was hematoxiline eosine.
We quantified liver fibrosis using METAVIR criteria. The METAVIR fibrosis criteria
counted: FO, no fibrosis; F1, discrete; F2, moderate; F3, serious; and F4, cirrhosis.

The degree of necroinflammatory activity was scored by METAVIR as follows:
A0, no activity; A1, minimal; A2, moderate; and A3, serious. Steatosis was staged by
review of 19 liver tissue specimen at the Patology Service of HCPA that were
counted and classified into 5 classes according to the proportion of affected
hepatocytes: class 0, absent; class 1, < 5%; class 2, 5 — 33%; class 3, 33 — 66%;
and class 4, > 66%.

Statistical analysis

The sample size was calculated from a pilot sample. In order to obtain an
80% statistical power with a 0.05% alpha, the estimated number had 18 patients in
each group. We detected a difference, larger than we expected, between the groups
regarding insulin resistance with 13 HCV negative. Then, we continued to collect
data from HCV positive patients trying to observe different genotype-specific or
related to the degree of histopathological changes.

Data were analyzed in SPSS version 14.0 program and presented as means
t+ standard deviation (SD) or median and interquartile ranges in parentheses.
Categorical variables were compared by chi-square test or Fischer's exact test;
continuous variables between positive and negative groups were analyzed by
Student’s t-test and genotypes 1, 2 and 3 were performed using one-way ANOVA.

Nonparametric tests of Mann-Whitney or Kruskal-Wallis were used according to the
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distribution pattern of the data of each variable. Correlation coefficients were
calculated by Spearman or Pearson rank correlation analysis. All statistical tests

performed were two-sided and the level of significance was 0.05.

Results

Clinical characteristics and laboratory baseline of positive and negative
groups were demonstrated in Table 1. The groups were similar regarding gender,
family history of DM2, BMI, waist circumference, systolic and diastolic blood
pressure, total cholesterol, HDL and triglycerides. The age tended to be higher in the
positive group. We did not noticed a significant difference between the groups
relating to the presence of metabolic syndrome, according to the criteria of the IDF
and NCEP ATP-Ill. As expected, we found significant differences between the
groups concerning levels of ALT and AST. The levels of ultra-sensitive C-reactive
protein were higher in the positive group (2.71 + 4.59) than in the negative group
(0.61 £ 0.26), p = 0.05.

Only one patient in the positive group was deleted by diagnosis of DM after
oral glucose tolerance test (OGTT) was completed. Among the patients that were
included, 9 had fasting blood glucose between 100 and 126 mg/dL, and five
patients, all of which were in fasting glucose < 100mg/dL, had blood glucose 2 hours
after the OGTT between 140 and 200 mg/dL. One patient presented changes both in
fasting and after 75g of glucose loading, totalizing 15 patients (38.5%) which
impaired fasting glucose (IFG) or impaired glucose tolerance (IGT).

To assess the influence of HCV infection in IR, we analyzed measures of
insulin resistance and secretion between positive and negative groups (Table 2).
Serum levels of fasting glucose were higher among HCV-positive than in HCV-
negative patients, and the mean + SD were, respectively, 85.1 + 6.9 and 92.8 +
13.9, p = 0.007. The basal insulin was also higher in the positive group than in the
control group, and median and interquartiles ranges between groups were 11.2 (6.8-
17.8) and 6.5 (3.4-10.9), respectively, p = 0.009. C-peptide baseline presented a
tendency to be higher in the positive group (2.4 + 1.4) than in the negative group
(1.8 £1.5).

The mean HOMA-IR value was higher in HCV-positive patients (p = 0.007).

The median and interquartiles ranges of positive and negative groups were,
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respectively, 2.4 (1.5-5.0) and 1.4 (0.7-2.3). We have not found a significant
difference in reference to HOMA-% B and HOMA-C-peptide between groups (Table
2). The growth of glucose levels, insulin and C-peptide 2 hours after the intake of
75g of glucose did not differ significantly between groups, as it is shown in Table 3.

On the isolated analysis of the positive group were included 19 patients with
genotype 1 (G1) and 12 patients with genotype 3 (G3), and those with genotype 2
on the basis of the small size of the sample were excluded. The results, as it is
shown in Table 4, display that G1 and G3 presented similarity concerning sex, age,
family history of DM2, presence of metabolic syndrome, alcohol intake, BMI, waist
circumference, systolic and diastolic blood pressure, total cholesterol, HDL and
triglycerides, ALT, AST and CRP (see Table 4). When measures of insulin
resistance and secretion of patients with G1 compared to those with G3 were
analyzed, differences in baseline levels of glucose, insulin and C-peptide or in the
results of HOMA-IR, HOMA-3% and HOMA-C-peptide (see Table 2) were not found.

Among the HCV-positive patients, 29 underwent liver biopsy. The degree of
activity (A) and the stage of fibrosis (F) were described by METAVIR classification.
The score of activity of patients with genotype 1 was of 13/16 of them A 0-1 and 3/16
A 2-3; and in those with genotype 3 was of 9/10 patients A 0-1 and 1/10 of them A2-
3. The stage of fibrosis in genotype 1 patients was of 11/16 F 0-1 and 5/16 F 2-3; in
genotype 3 patients was of 6/10 of them F 0-1 and 4/10 F 2-3, p = 0.019. The results
concerning nineteen liver tissue specimen that were reviewed in the service of
Pathology were: steatosis degree in genotype 1 patients was of 10/11 in class 0-1
and 1/11 in class 2-3; in genotype 3, 4/5 patients were in class 0-1 and 1/5 in class
2-3. There was no difference between genotypes (see Table 5).

The CRP showed positive association with the levels of triglycerides (0.574, p
= 0.001) among HCV patients. This correlation presented no difference between
genotypes 1 and 3. Any other association with other variables of the metabolic
syndrome such as glucose, BMI, waist circumference, HDL or systolic and diastolic

blood pressure was not found (see Figure 2).

Discussion
In this study, 39 untreated HCV-infected patients without a history of diabetes

or cirrhosis were compared to 13 healthy individuals with respect to insulin
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resistance and secretion. Patients were matched by BMI and were similar for sex,
family history of DM, metabolic syndrome, alcohol intake and anthropometric
predictors of IR, namely, waist circumference and arterial blood pressure, although a
tendency in older inviduals in the HCV-positive group was seen; a higher degree of
insulin resistance by HOMA-IR as well as higher fasting insulin secretion in HCV-
positive patients was noticed.

In the present study, the finding of 38,5% HCV-positive patients with some
glucose abnormalities (impaired fasting glucose (IFG) and/or impaired glucose
tolerance (IGT)) was higher than it is usually found in literature (30%) [16]. In five
cases (14,3%), altered OTTG presented normal fasting glucose levels, suggesting
that it should be adopted as a primary screening test for diabetes in HCV-infected

patients with chronic C hepatitis. [16].

Insulin resistance is the major feature of the metabolic syndrome and it is
determined by insulin sensitivity. In chronic hepatitis C, insulin resistance and type 2
diabetes mellitus are more often seen than in healthy controls or chronic hepatitis B
subjects [5, 6, 10, 17]. HOMA B-cell and HOMA-IR have been widely used in several
studies to demonstrate this association [4, 8, 9]. Mechanisms in which HCV can
induce insulin resistance are not completely known, but they seem to have a relation
with several factors, such as: age, metabolic syndrome, viral genotype, fibrosis
stage, cirrhosis, drugs that could change insulin resistance or other hepatobiliary
diseases [4, 16].

The presence of risk factors for metabolic syndrome such as BMI, waist
circumference, low HDL, high triglycerides or high blood pressure can confuse the
results. Our study groups were matched for metabolic syndrome criteria according to
IDF and NCEP ATP-Ill, demonstrating that the increase in HOMA-IR could not be
attributed to the presence of metabolic syndrome.

The temporal relationship between HCV infection and insulin resistance has
been demonstrated in some community cohort studies [18]. Prospective longitudinal
studies show that the likely cause of HCV infection precedes DM in average by 10 to
20 years. The risk of developing diabetes for people with HCV infection increases
with age; therefore, the younger the patient is infected, higher is the risk of

developing diabetes[18]. In the present study, age was not statistically different
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between groups, but HCV-positive patients tended to be older than HCV-negative
ones. This may have had some influence on our results, if a longer exposure to the
virus would happen. Although the duration of HCV infection was not determined, this
finding did not seem to have had a great impact, because the age difference
between the groups was too small in the setting of two chronic diseases.

The degree of liver fibrosis is an independent precedent for diabetes [19]. The
risk of diabetes is known to be increased in patients with advanced liver cirrhosis
due to any cause, including hepatitis C [20]. Cirrhotic patients also have a high
prevalence of DM and impaired fasting glucose; mechanisms to explain this
association are not clear, but hyperinsulinemia and peripheral insulin resistance
contribute to the development of DM in these patients [10].

Mechanisms in which insulin resistance develops in HCV-infected patients is
diverse and may vary depending on the HCV genotype; in patients infected with
genotype 1, insulin resistance usually causes fibrosis through the presence of
steatosis, hyperleptinemia, increased TNF-alpha production and impaired
expression of PPARg [21]. In genotype 3 subjects, the mechanism is developed by
cytopathic lesion induced by virus. Then, hepatic fibrosis correlates with insulin
resistance better in genotype 3 than in genotype 1, because G3 requires a higher
degree of fibrosis to develop the same metabolic changes that G1 in lower stages
[4].

In the present study, cirrhosis was excluded through clinical examination,
laboratory findings and through liver biopsy, although 10 patients were not subjected
to liver biopsy. When fibrosis on the biopsies of HCV positive group were studied,
using METAVIR criteria, there was a slight increased frequency of moderate fibrosis
in HCV Genotype 3 patients than in HCV Genotype 1 patients which was not
captured by the ISHAK criteria, but advanced fibrosis were not included on the
analysis. Interestingly, on the 2 cases excluded for advanced cirrhosis (F4) detected
by biopsy, HOMA-RI was not increased. By this way, we can conclude that the
presence of cirrhosis is unlikely to impact the rise of insulin resistance found in HCV-
positive patients.

The presence of steatosis and steatohepatitis is a major factor which
deserves especial attention, for it can contribute to liver inflammation and cirrhosis

and also confuse the evaluation of insulin resistance. There are conflicting data
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regarding the relationship between hepatitis C virus genotypes and insulin
resistance. Studies suggest that in HCV virus genotype 3 patients, steatosis is a
consequence of cytopathic lesion induced by the virus and its inflammatory reaction,
whereas in HCV genotype 1 patients, which are not steatogenic per se, when
steatosis occurs it is probably related to the metabolic syndrome, in which free fatty
acids are accumulated in the hepatocyte, that is regulated by insulin action.

The etiology of hepatic steatosis is different between patients genotype 3
and those with non-genotype 3 [4, 22, 23]. Two main types are described: (1)“viral
steatosis” induced by the virus, especially in genotype 3, which probably inhibits the
“Microsomal Triglyceride Transfer Protein”, leading to triglyceride accumulation
within hepatocytes [24]; (2) “metabolic steatosis”, which is a feature of the metabolic
syndrome and insulin resistance that induces intrahepatic triglyceride accumulation
due to excess flux of free fatty acids from increased adipose tissue lipolysis [24, 25].

In the present study, differences between insulin resistance or insulin
secretion in genotypes 1 and 3 were not found. Previous studies have shown
increased insulin resistance in patients infected by HCV genotype 1 [21, 26]. It could
be argued that the samples studied were small. However, there was no tendency
which indicated that increasing the samples would change results. Indeed, when the
biopsies were analyzed, neither HCV genotype 1 nor HCV genotype 3 sub-groups
were different concerning the presence of steatosis, which was moderate in only 1
patient of each group. So, we can say that our genotype 1 patients were relatively
free from steatosis, which can explain why increased HOMA-IR was not found in that
group. It is more likely that, when both groups were matched for components of
metabolic syndrome, the impact of these variables were attenuated simetrically.

Another important concern in the present study was the potential presence of
drugs causing insulin resistance. No patient in our study made use of drugs that
could alter the secretion of insulin or its resistance, because their use was exclusion
criteria. Besides, the patients had never used interferon before. Alcohol intake was
similar between groups, but it was not quantified.

A number of studies showed that a high concentration of ultra-sensitive C-
reactive protein is an independent risk factor for the development of a cardiovascular
disease in a healthy person. It is generally accepted the relation between CRP and

inflammation, which plays an important role in the pathogenesis of atherosclerosis
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[27]. The pathogenesis of IR in chronic hepatitis C virus infection remains
undetermined, although studies to asses its relationship with inflammatory activity
have been developed to try explaining this question [17, 28, 29]. According to the
literature, the CRP levels are higher in HCV-positive patients, and it can be
associated with a higher degree of inflammatory activity in these patients, but we
don’t know if that is a cause or a consequence of insulin resistance.

The higher levels of CRP also presented an association with serum
triglycerides. It is believed that the inflammation is associated with the metabolic
context. We hoped that this relationship might have been influenced by G1 due to its
greater association with metabolic syndrome, but we did not find differences
between G1 and G3.

Although insulin resistance is a major problem in HCV-positive patients with
glucose intolerance, there is a function for B-cell dysfunction in the etiology of
glucose intolerance [5]. There are many probable causes for impaired insulin
secretory function in these patients, including genetic [11] and viral factors. During
the acute phase of viral hepatitis, an additional impairment of B-cell function can
occur by viral influence, while in advanced stages of liver fibrosis the B-cell
dysfunction does not seem to be important [5].

The B-cell dysfunction in HCV-positive patients has been observed in some
cases [7, 10] and presented by lower levels of HOMA-%p. In this study, the HOMA-
%B and C-peptide levels were similar in positive and negative groups, showing that
the baseline secretion was preserved. In the same manner, the increase of glucose,
insulin and C-peptide levels after glucose intaking was similar in both groups,
showing that the 2 hours secretion was also preserved. It can be concluded that the
insulin secretion was normal, but there are studies showing that the problem
happens in the early phase insulin secretion, which is impaired in these patients.
Narita et al, using the insulinogenic index, a marker of early insulin secretion, proved
that the acute insulin response was reduced in HCV-positive patients [5].

However, there are evidences showing that HOMA-%[ and C-peptide are not
consistently decreased in HCV-positive patients and not even in patients with
glucose intolerance. Other studies have found increase of HOMA-%[ and baseline
C-peptide associated with HCV infection [8, 9]. In HCV-positive patients and DM,

mean HOMA-%[ and baseline C-peptide were increased when compared to HCV-
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negative patients and DM, but, in this case, the patients were using sulfonylurea, a
drug that could change insulin secretion [9].

Recent evidences suggested that insulin resistance by HCV might be
reversible after interferon-a treatment in non-diabetic patients because the clearance
of HCV improves insulin resistance, beta-cell function, and hepatic insulin receptor
substrate (IRS) 1/2 expression [30]. Furthermore, viral clearance is associated with
the resolution of hepatic steatosis in genotype 3 patients [31]. The management of
obesity and metabolic syndrome in patients with chronic hepatitis C may be
important to improve the efficacy of antiviral therapy [31]. Thus, early recognition and
treatment of both conditions can prevent hepatic damage as far as the development
of DM [32].

Conclusions

This study shows that non-diabetic and untreated HCV-positive patients
without cirrhosis are more insulin resistant than healthy subjects paired for BMI,
while their insulin secretion is preserved and increased.

Insulin resistance, rather than insulin deficiency, may be an important
determinant of the increasing prevalence of diabetes among HCV-positive patients.
Differences in genotypes do not seem to play an important role in insulin resistance

when patients are well matched for BMI and when there is presence of steatosis.
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Appendix 1. Reference values

- Fasting glucose: 60 to 100 mg/dL, IFG: between 100 — 126 mg/dL, enzymatic
method, equipment: Modular - Roche

- Fasting Serum Insulin: 2.6 to 24.9 y U/mL, chemiluminescence, equipment: E 170-
Roche

- Fasting C-peptide: 1.1 to 5.0 ng/mL, chemiluminescence, equipment: Immulite -
DPC

- Total cholesterol: <200 mg/dL (normal), 200 -239 mg/dL (neighbouring),> 240
mg/dL (high), enzymatic method, equipment: Modular - Roche

- HDL cholesterol: > 60 mg/dL (low risk), 35 to 60 mg/dL (moderate risk), <35 mg/dL
(high risk), enzymatic method, equipment: Modular - Roche

- Triglycerides: <150 mg/dL (normal), 150-200 mg/dL (neighbouring), 201-499 mg/dL
(high),> 500 mg / dL ( very high), enzymatic method, equipment: Modular - Roche

- AST (Aspartate aminotransferase): 15 to 40 U/L, kinetic UV, equipment: Modular -
Roche

- ALT (Alanine aminotransferase): 10 to 40 U/L, kinetic UV, equipment: Modular -
Roche

- Ultra-sensitive C-reactive protein: <1.0 mg/L (low risk), 1.0 mg/L to 3.0 mg/L
(moderate risk),> 3.0 mg/L (high risk), nephelometry, equipment: Nefeldmetro

- OGTT: normal: 120 min <140mg/dL, IGT: 120 min between 140-200 mg/dL,
enzymatic UV — Hexokinase, equipment: Modular - Roche

- HOMA-IR: 1,66 £ 0,81
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Table 1. Clinical and biochemical baseline characteristic of the patients. Data are
presented as mean = SD, except for gender, family history, alcohol consumption and
the presence of metabolic syndrome, in which frequency was used. BMI: body mass

index; AST: aspartate aminotransferase ALT: alanine aminotransferase; CRP: ultra-

sensitive C-reactive protein.

Characteristic HCV- HCV- P
negative positive
n=13 n=39
Age (years) 43,8+14,9 51,9+12,3 0,057
Gender (M/F) 6/7 11/28 0,309
Family history of DM2 713 16/39 0,525
Metabolic syndrome IDF 3/13 14/39 0,253
Metabolic syndrome NCEP-ATP IlI 1/13 10/39 0,253
Alcohol intake 0 6/39 0,317
BMI (Kg/m?) 26,1+3,8 26,814 .4 0,616
Waist circumference (cm) 89,4+9.6 92,5+11,9 0,398
Systolic blood pressure (mmHg) 119,2+19,9 126,7+21,8 0,282
Diastolic blood presure (mmHg) 77,3£12,7 82,2+12,6 0,234
Fasting plasma glucose (mg/dL) 85,116,9 92,9+121 0,007
HDL cholesterol (mg/dL) 56,5+21,8 59,6+229 0,685
Total colesterol (mg/dL) 179,5+48,0 175,2+40,7 0,763
Triglycerides (mg/dL) 87,8+31,3 104,5+49,8 0,270
ALT (U/L) 28,4+18,1 71,4151,8 0,000
AST (U/L) 30,4+11,2 68,6+48,1 0,000
CRP (mg/L) 0,6+0,3 2,746 0,050
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Table 2. Measurements of insulin resistance and insulin secretion. Data are
mean * SD for glucose and C-peptide and are mean and interquartile ranges for

insulin and HOMA.

Characteristic ~ HCV-negative HCV-positive
Genotypes
G1 G2 G3 Full group
Glucose (mg/dL) 85,1+6,9 93,6+10,9 80,0+13,4 94,1+13,9 92,8+12,1 *
(n=13) (n=19) (n=3) (n=12) (n=39)
Insulin (MU/mL) 6,5(3,4-10,9) 9,5(6,7-15,6) 10,3(5,9-43,3) 10,5(7,2-18,1) 11,2(6,8-17,8) *
(n=13) (n=19) (n=3) (n=12) (n=39)
C-peptide 1,8£1,5 2,7£1,5 1,0£ 0,1 25+14 24114
(ng/mL) (n=13) (n=15) (n=2) (n=12) (n=34)
HOMA-IR 1,4(0,7-2,3) * 2,0 (1,5-3,9) 1,8(1,1-10,2) 2,1(1,5-4,9) 2,4(1,5-5,0) *
(n=13) (n=19) (n=3) (n=12) (n=39)
HOMA-%3 97,3 101,7 481,2 147,0 154,2
(55,9-183,0) (71,3-185,2)  (169,4-687,3) (106,3-184,3)  (95,6-185,6)
(n=13) (n=19) (n=3) (n=12) (n=39)
HOMA-C-peptide 0,4+0,3 0,6+0,3 0,240,0 0,610,4 0,6+0,3
(n=13) (n=16) (n=2) (n=12) (n=35)

*P < 0,001 is related to HCV negative group.
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Table 3. Results of oral glucose tolerance test

Caracteristic HCV-negative HCV-positive p*
Basal 120° A Basal 120° A

Plasma glucose 87,1+7,2 108,2+35,3 21,1+28,1 92,5+11,9 117,1£26,7 24,6£14,7 0,75
(mg/dL) (n=9) (n=9) (n=9) (n=35) (n=35) (n=35) 6
Plasma insulin 6,4+2,4 33,1+21,5 26,7+19,0 15,2+12,1 51,5+39,4  36,3+27,3 0,56
(MU/mL) (n=5) (n=5) (n=5) (n=16) (n=16) (n=16) 7
C-peptideo 2,3+1,7 8,618,3 6,216,6 2,3+1,4 8,529 6,1+1,4 0,95
(ng/mL) (n=8) (n=8) (n=8) (n=27) (n=27) (n=27) 2

*P value was related to the comparison between T test and delta (A) in both groups.
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Table 4. Clinical and biochemical baseline characteristic of genotypes 1 and 3. Data
are presented as mean = SD, except for gender, family history, alcohol consumption
and the presence of metabolic syndrome, in which frequency was used. BMI: body

mass index; AST: aspartate aminotransferase ALT: alanine aminotransferase; CRP:

ultra-sensitive C-reactive protein.

Characteristic Genotype 1 Genotype 3 P
n=19 n=12

Age (years) 54,3+10,8 50,2+14,0 0,408
Gender (M/F) 4/15 4/8 0,676
Family history of DM2 8/19 3/12 0,567
Metabolic syndrome IDF 7/19 5/12 1,000
Metabolic syndrome NCEP-ATP IlI 4/19 4/12 0,676
Alcohol intake 3/19 2/12 1,000
BMI (Kg/m?) 26,2+3,9 27,2449 0,553
Waist circumference (cm) 91,3+11,6 93,0+12,2 0,707
Systolic blood pressure (mmHg) 124,2+16,8 130,0+£28,6 0,482
Diastolic blood pressure (mmHg) 79,7+10,33 84,2+15,0 0,383
HDL cholesterol (mg/dL) 64,4126,6 56,1£19,7 0,342
Total cholesterol (mg/dL) 183,1+31,5 175,5+47,3 0,633
Triglycerides (mg/dL) 99,31£38,8 96,1+52,6 0,857
ALT (U/L) 66,31+45,1 71,3154,6 0,806
AST (U/L) 60,2+33,6 83,7167,9 0,304
CRP (mg/L) 2,3t5,5 3,1+3,2 0,722
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Table 5. Analysis of liver biopsies of the HCV-positive patients according to genotype.
Data are presented in frequency. The degree of activity METAVIR is divided into O to 1:
absent - minimum, 2 to 3: moderate - serious. The stage of fibrosis METAVIR is divided
into 0 to 1: absent - discreet, 2 to 3: moderate - serious. The degree of steatosis is divided
into 0 -1: absent a <5%, 2 to 3: 2-33% to 33-66%.

Characteristic HCV-positive P
Genotype 1 Genotype 3
0-1 2-3 0-1 2-3
Activity METAVIR 13/16 3/16 9/10 1710 0,700
Fibrosis METAVIR 11/16 5/16 6/10 4/10 0,019
Fibrosis ISHAK 6/14 8/14 57 2/7 0,145

Steatosis 10/11 1711 4/5 1/5 0,813




Figure 2. Association between ultra-sensitive C-reactive protein
triglycerides in HCV-positive patients.
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7 CONSIDERACAOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Apesar da extensiva literatura sobre os mecanismos que regulam a
associacao de Hepatite C e DM, os resultados ainda n&o s&o conclusivos. Além
disso, ha poucos estudos revisando as implicagdes clinicas dessa associacéao.

Avaliacbdes sobre quanto o tratamento da Hepatite C pode melhorar o
quadro metabdlico apds o clearance viral podem ser importantes na prevencao
de alteragdes no metabolismo da glicose nesses pacientes.

Da mesma forma, o tratamento da resisténcia insulinica pode ser
potencialmente util na melhora da eficacia a terapia anti-viral, principalmente

em genotipos mais resistentes, como o gendtipo 1.



8 ANEXO
8.1 Entrevista
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Medidas de resisténcia e secrecdo de insulina

FIPE 05-131
PROTOCOLO DE ENTREVISTA
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CRITERIOS DE EXCLUSAO:

( ) CIRROSE

( ) TRATAMENTO ATUAL P/ HEPATITE C
( ) TRATAMENTO ANTI-VIRAL P/ HIV

( ) QUIMIOTERAPIA NOS ULTIMOS 24 MESES
( ) GLICEMIAS PREVIAS > 126 mg/dI
( ) 1ICC DESCOMPENSADA

( ) NEOPLASIA CONHECIDA ( ) GESTACAO
NOME: SEXO: ()M ()F HCV POSITIVO ( )
ENDERECO: IDADE: HCV NEGATIVO ()
CIDADE: TELEFONE: HCPA N°:
DIABETES? ( )SIM ( )NAO ( ) NAO SABE
MEDICACAO P/ DM? ( )SIM ( )NAO ( ) NAO SABE
(METFORMINA, GLIBENCLAMIDA, GLITAZONAS, INSULINA)
FAMILIARES EM 1° GRAU C/ DM? ( )SIM ( YNAO ( ) NAO SABE
DIABETES GESTACIONAL PREVIO? (SE APLICAVEL) | ( )SIM ( YNAO ( ) NAO SABE
MEDICACOES EM USO? ( ) CORTICOIDE ( ) ANTIRETROVIRAIS ( )LITIO
( ) CARBAMAZEPINA ( ) CICLOSPORINA
USO DE ALCOOL? ( )SIM ( )NAO ( ) NAO SABE
FEBRE OU INFECCAO NAS ULTIMAS 24h? ( )SIM ( )NAO ( ) NAO SABE
Medidas de resisténcia e secrecdo de insulina
FIPE 05-131
PROTOCOLO DE EXAMES
PESO ALTURA IMC TESTE C/ DATA BASAL 60’ 120’
A oA T oA 759 HORA HORA | HORA
GLICOSE
DATA HORA | PNSULINA
OLTIMA PEPTIDEO C
REFEICAO HOMA r
DATA | RESULTADO DATA RESULTADO
ANTI-HCV
TGO/TGP/GGT /o (ELISA)
COLESTEROL /A PCR
TOTAL/HDL / LDL -
- GENOTIPO
TRIGLICERIDEOS BIOPSIA
FERRITINA
PROTEINA C o
REATIVA US PECAN
Hb A1C




8.2 Termo de consentimento esclarecido A e B
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TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO - A

Vocé esta participando de um projeto de pesquisa que visa estudar a
associacao de Hepatite C com diabetes. Por razées ndo conhecidas a Hepatite
C é mais frequente em pacientes com diabetes, e este estudo visa tentar
determinar os mecanismos pelos quais isto ocorre.

Se vocé foi selecionado para participar € porque vocé consulta no HCPA
e ja realizou teste para Hepatite C, o qual foi positivo.

A participacdo é simples. Vocé respondera a um questionario durante
uma entrevista médica especial, quando também sera examinado para ver sua
pressao arterial, peso, altura e cintura abdominal. Posteriormente, ira se
submeter a duas coletas de sangue, uma em jejum de 12 horas e outra 2
horas apds ingerir 75g de glicose. Este teste é feito para detecgédo de diabetes
€ ndo causa nenhum risco a sua saude. As coletas sao através da veia do
braco, o que pode lhe causar um pequeno desconforto pela picada da agulha.
O material utilizado € descartavel, portanto, ndo ha nenhum risco de
transmissao de doengas.

Os dados coletados sao confidenciais e seu nome néo sera divulgado
em nenhum momento deste estudo.

A responsabilidade deste projeto € do Professor Dr. Marcello Bertoluci,
que desde ja coloca-se a disposicédo para tirar todas as duvidas na zona 16,
entre 14 e 16h, diariamente, ou pelo telefone 21018246.

U e estou ciente
das caracteristicas deste estudo e estou de pleno acordo em participar, por
livre e espontanea vontade. Estou ciente que deverei realizar duas coletas de
sangue, uma em jejum de 12h e outra apos ingerir 75g de glicose, e que terei
que responder ao questionario.

Porto Alegre, ........ de..oiiiiiiien, de ..cooooeeennne.
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TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO - B

Estamos desenvolvendo um estudo no ambulatério de Medicina Interna,
na Zona 16, regularmente frequentado pelo senhor (a), e necessitamos a
presenca de voluntarios para controle comparativo.

Vocé foi selecionado para participar porque vocé consulta no
ambulatério de Medicina Interna e também por apresentar idade entre 30 e 60
anos, nao ter hepatite C e néo ser diabético.

A participacdo é simples. Vocé respondera a um questionario durante
uma consulta médica especial, quando também sera examinado para ver sua
pressao arterial, peso, altura e cintura abdominal. Posteriormente ira submeter-
se a duas coletas de sangue, uma em jejum e a outra apos ingerir 75g de
glicose. Este teste é realizado para detecgao de diabetes e ndo causa nenhum
risco a sua saude. As coletas sdo através da veia do braco, o que pode lhe
causar um pequeno desconforto pela picada da agulha. O material utilizado é
descartavel, portanto, ndo ha nenhum risco de transmissao de doencas.

Os dados coletados sao confidenciais e seu nome nao sera divulgado
em nenhum momento deste estudo.

A responsabilidade deste projeto € do Professor Dr. Marcello Bertoluci,
que desde ja coloca-se a disposi¢cao para tirar todas as duvidas diariamente,
entre 14 e 16h, na zona 16 ou pelo telefone 21018246.

U e estou ciente
das caracteristicas deste estudo e estou de pleno acordo em participar, por
livre e espontanea vontade. Estou ciente que deverei realizar duas coletas de
sangue, e que terei que participar da consulta agendada.

Porto Alegre, ........ (o [ T de........
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