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RESUMO:

A associagdo entre o virus da hepatite C, sindrome metabdlica (SM) e
resisténcia insulinica (RI) tem sido demonstrada em diversos estudos. Porém, a
presenca de diabetes melito (T2DM), obesidade, cirrose e consumo regular de
alcool sdo fatores que influenciam esta relacdo. Também o papel da

adiponectina nesse cenario ainda é motivo de discussao.

Objetivos: Avaliar a presenca de Rl e SM em uma amostra bem
selecionada de pacientes portadores de HCV e comparar a individuos néo
expostos ao virus. Aferir os niveis séricos de adiponectina e calcular o indice
HOMA-AD nessa amostra. Correlacionar HOMA-AD e HOMA-IR e avaliar a

influéncia do gendtipo, carga viral e fibrose na RI.

Populacédo e Métodos: Foram avaliados pacientes com HCV, idade < 60
anos, ndo diabéticos, ndo obesos, ndo cirréticos, com consumo de &lcool <40
g/dia e comparados a individuos recrutados em banco de sangue. Portadores
de outras hepatopatias, doenca cardiovascular grave, neoplasias,
imunossuprimidos, pacientes com insuficiéncia renal cronica, uso de drogas
hipolipemiantes e gravidas foram excluidos. SM foi definida pelos critérios da

ATP lll e IDF e RI foi estimada por HOMA-IR e HOMA-AD.

Resultados: Foram incluidos 101 individuos, 81 com HCV e 20 ndo HCV.
Os dois grupos foram similares em relagdo a género, raca, IMC, circunferéncia
abdominal, glicemia de jejum e triglicerideos. Os pacientes com HCV
apresentavam média de idade mais elevada (p=0,02). A mediana do HOMA-IR
foi significativamente maior no grupo HCV - 1,93 (1,50-3,09) x 1,37 (0,92-2,25)

com p=0,005, bem como a presenca de RI, definida como HOMA-IR>2,71, com



prevaléncia de 33% no grupo HCV x 5% nos nao expostos (p=0,024). N&o foi
encontrada diferenca na prevaléncia de SM entre os grupos. Os niveis de
adiponectina foram maiores no grupo HCV (p=0,009). N&o foi encontrada
diferenca no HOMA-AD entre os grupos (p=0,393), e houve correlacdo entre o
HOMA-IR e HOMA-AD - coeficiente de Spearman 0,632, p=0,002. Quanto as
comparacdes dentro do grupo HCV, pacientes com carga viral (CV) elevada
apresentaram indice HOMA-IR maiores (p=0,022), enquanto os com fibrose
leve x moderada ou com genotipo 3 x ndo 3 ndo demonstraram diferenca com

relacdo a RI.

Conclusdo: Mesmo quando excluidos fatores de risco com potencial
influéncia na Rl e SM, a prevaléncia de RI é significativamente superior em
pacientes portadores de HCV. Os niveis séricos de adiponectina foram maiores
em individuos HCV, enquanto que o indice HOMA-AD foi similar em ambos os
grupos. Houve forte correlacgo HOMA-IR e HOMA-AD. Novos estudos séo
necessarios antes que se possa recomendar o uso de HOMA-AD nesta

populacao.



ABSTRACT:

The association between hepatitis C virus, metabolic syndrome (MS) and
insulin resistance (IR) has been demonstrated in several studies. However, the
presence of diabetes mellitus (T2DM), obesity, cirrhosis, and regular alcohol
consumption are factors that influence this relationship. Also the role of
adiponectin in this scenario IS still controversial.

Objectives: To evaluate the presence of IR and MS in a carefully
selected sample of patients with HCV and to compare them to subjects not
exposed to the virus. Measure serum levels of adiponectin and calculate the
HOMA-AD index in this sample. Correlate HOMA-AD vs HOMA-IR and evaluate

the influence of genotype, viral load and fibrosis in RI.

Population and Methods: We evaluated patients with HCV, aged <60
years, non-diabetic, non-obese, non cirrhotic, with alcohol consumption <40 g /
day and compared them with individuals recruited from the blood bank. Patients
with other liver diseases, severe cardiovascular disease, cancer,
immunosuppressed, chronic renal failure, use of lipid-lowering drugs and
pregnant women were excluded. MS was defined by the criteria the ATP Ill and

IDF and IR was estimated by HOMA-IR and HOMA-AD.

Results: We included 101 subjects, 81 with HCV and 20 non-HCV. The
two groups were similar regarding gender, race, BMI, waist circumference,
fasting glucose and triglycerides. Patients with HCV had a higher mean age (p
= 0.02). Median HOMA-IR was significantly higher in HCV group - 1,93 (1,50-
3,09) vs 1,37 (0,92-2,25) with p value = 0,005. As the presence of RI, defined

as HOMA-IR> 2.71, with a prevalence of 33% x 5% (p =0,024). The prevalence



of MS was similar within the groups. Adiponectin levels were higher in HCV (p =
0.009). No difference was found in HOMA-AD between the groups (p = 0.393),
and there were correlation between the HOMA-IR and HOMA-AD - Spearman
coefficient 0.632, p = 0.002. In the comparisons within the group HCV, patients
with high viral load (CV) showed higher HOMA-IR (p = 0.022), while those with
moderate vs mild fibrosis or with genotype 3 vs non 3 found no difference within
the HOMA-IR index.

Conclusion: Even when excluding risk factors with potential influence on
the IR and MS, the prevalence of IR was significantly higher in patients with
HCV. Serum levels of adiponectin were higher in HCV patients, whereas
HOMA-AD was similar in both groups. There was a strong correlation between
HOMA-IR and HOMA-AD. Further studies are needed before we can

recommend the use of HOMA-AD in this population.



1. INTRODUCAO:
1.1. Resisténcia Insulinica e Sindrome Metabdlica:

O estado de resisténcia insulinica (RI) € caracterizado pela falha da
insulina em manter efeito satisfatorio sobre o0 metabolismo da glicose, devido a
reduzida capacidade na captacdo desse substrato energético pelos tecidos
sensiveis a insulina. Na tentativa de compensar tal quadro, niveis

suprafisioldgicos de insulina sdo secretados pelas células B pancreaticas®.

A acdo da insulina inicia com a ligacdo da mesma ao receptor na
superficie da célula alvo, que € composto por duas subunidades, a e (3. Esta
ligacao promove a ativagao da unidade [, induzindo a fosforilagdo do receptor,
que entdo ativa outros substratos, inicialmente, os substratos do receptor de
insulina 1 e 2 (IRS-1 e IRS-2). A sinalizacdo entdo € propagada por uma rede
de fosforilacdo que termina com a translocacdo do transportador de glicose
Glucose Transporter 4 (GLUT-4) citoplasméatico para a membrana celular, o

que permite o influxo de glicose para o ambiente intracelular!, ver figura 1.

Figura 1. Rotas de acdo da insulina para permitir o influxo de glicose ao

ambiente intracelular.
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A hiperinsulinemia é o principal fator para o desenvolvimento da
sindrome metabdlica (SM)?. O estado de hiperinsulinemia leva a aumento da
lipdlise, e consequentemente maior oferta de acidos graxos ao figado,
excedendo sua capacidade de oxidagao. Esta concentragdo aumentada de
acidos graxos livres promove ativacdo dos mecanismos de morte celular e
fiborogénese criando um estado pré-apoptotico, com desestabilizacdo de
lisossomos e lesdo mitocondrial, induzindo alteracdo em diversos tecidos, entre

eles o proprio figado, rins e endotélio®.

A associagcado de fatores de risco, incluindo obesidade central, baixos
indices de HDL - colesterol, hipertrigliceridemia, hipertensao arterial sistémica e
alteracdo nos niveis glicémicos compdem o quadro de SM. H& ainda discusséo
sobre a caracterizacdo da SM como uma entidade nosolégica independente ou
uma constelacdo de fatores de risco. Sua presengca aumenta 0 risco do
desenvolvimento de doencas cardiopulmonares, metabdlicas, digestivas,

hepaticas e, inclusive, algumas neoplasias*®.

A prevaléncia dessa patologia apresenta relacdo diretamente
proporcional a idade, e vem aumentando de modo exponencial nos ultimos
anos devido a verdadeira epidemia de obesidade. Cerca de 27% da populagéo
americana entre 20 e 74 anos preenche critérios para SM®. Dados brasileiros
derivados de estudo populacional realizado em Vitéria, ES, demonstram

prevaléncia de 25,4% dessa condicéo’.

Existem diferentes definicbes para SM, o que leva a dificuldades na
interpretacdo dos estudos acerca deste assunto. As duas definicdes mais

utilizadas sdo as propostas pela International Diabetes Foundation (IDF)® e



pela National Cholesterol Education Program / Adult Treatment Panel

(NCEP/ATP 1I)°.

Pelos critérios da IDF, a obesidade central € elemento essencial para a
caracterizagdo da SM, com diferentes pontos de corte para afericdo da
circunferéncia abdominal (CA) de acordo com o género. Além da CA, devem
estar presentes mais dois critérios. Ja pelas recomendacdes da ATP I, o
preenchimento de trés critérios, independente da presenca ou nao de

obesidade central, fazem o diagnéstico de SM.

1.1.2. Avaliacdo da Resisténcia Insulinica:

O método utilizado na maioria dos estudos para afericdo da Rl € o
HOMA-IR, modelo matematico descrito inicialmente em 1985, que avalia a Rl
através dos niveis basais de glicose e insulina. Apresenta boa correlacdo com
o clamp hiperinsulinémico euglicémico, método considerado padrdo para

avaliar RI*°.

Ha grande discusséo sobre quais séo os niveis considerados normais do
HOMA-IR, ou seja, a partir de que valor ha resisténcia insulinica. Marchesini e
colaboradores sugerem ponto de corte de 3 para considerarmos a presenca de
RI. Estudo de Geloneze e colaboradores, realizado em populacéo brasileira,
identificou como ponto de corte valor de HOMA-IR 2,71, representando o
percentil 90 da populacdo estudada, sugerindo que valores acima deste nivel

signifiquem RI*2.



1.2. Hepatite C Cronica:
1.2.1. Aspectos Gerais:

O virus da hepatite C (HCV) pertence ao género Hepacivirus, da familia
Flaviridae, e tem o0 genoma constituido por uma fita simples de RNA. Ha uma
grande variedade na sequéncia genémica do HCV, que pode ser dividida em
seis grupos principais, chamados genoétipos, com diversos subgrupos. No
Brasil, 0s genétipos mais frequentes séo o 1, 2 e 32> A cronificacéo da

hepatite C ocorre em torno de 80% dos individuos infectados™.

A hepatite C crbnica é a doenca hepética mais prevalente no mundo,
sendo responsavel por 8.000 a 13.000 mortes por ano. Nos Estados Unidos,
estima-se que o anticorpo contra o virus da hepatite C (anti-HCV) esteja
presente em 1,6% da populacdo, enquanto o RNA do HCV tem uma
prevaléncia de 1,3%*. Ndo ha dados precisos sobre a prevaléncia da hepatite

C crénica no Brasil, mas estima-se que seja entre 1-29341°,

A transmissao do HCV ocorre principalmente por exposicdo parenteral
ao virus. As principais fontes de contagio sdo o uso de drogas endovenosas e
transfusdes de sangue, especialmente as realizadas antes de 1992, quando foi
instituida a triagem do anticorpo anti-HCV nos bancos de sangue. Outras
maneiras de contagio sdo a transmissdo perinatal, exposi¢cdo a tatuagens ou
body piercings, risco ocupacional, pacientes em hemodialise e promiscuidade
sexual. O risco de transmissdo sexual é extremamente baixo®, porém ha
relatos recentes de surtos hepatite C aguda em determinadas populacoes,

como homossexuais masculinos com atividade sexual de alto risco'’.



Surpreendentemente, a prevaléncia de HCV é elevada em alcoolistas sem

outro fator de risco aparente®®.
1.2.2. Hepatite C crénica e complicac6es metabdlicas:

O figado é um o6rgao essencialmente metabdlico, e tem importante papel
na regulacdo do sistema enddcrino, atuando no metabolismo de carboidratos,
lipidios, proteinas e hormonios. Nao surpreende, portanto, que hepatopatias
influenciem no desenvolvimento de diversas doencas enddcrinas. Um exemplo
€ a infeccéo crbnica pelo HCV, associada a maior prevaléncia de intolerancia a
glicose (ITG) e diabetes melito (DM), através de mecanismos que envolvem

aumento da Rl e disfungao de células B pancreaticas™®.

A prevaléncia de DM é cerca de 2 a 3 vezes maior em pacientes
portadores de hepatite C cronica quando comparados a individuos sadios ou
portadores de hepatite B. Um possivel mecanismo esta no fato de que o HCV,
especialmente o gendtipo 3, por efeito citopatico direto, induz esteatose
hepatica. Nestes pacientes niveis elevados de ferritina e TNF a acrescentariam
estimulo maior a lesé@o celular. Evidéncias clinicas atestam esta relagdo, pois
estudos demonstram melhora na resisténcia insulinica e na esteatose apos

tratamento bem-sucedido do HCV, com resposta viroldgica sustentada (RVS)%.

Estudos em animais e em espécimes de bidpsia sugerem que 0s
mecanismos para a inducdo da resisténcia insulinica secundaria ao HCV
ocorram através da inibicdo da sinalizacdo do IRS-1 e IRS-2 via citocinas pro-

inflamatérias, particularmente TNFa, impedindo a ativagdo do GLUT-4%122,

Trabalho realizado em nosso meio demonstrou associacao entre HCV e

Rl em pacientes nao cirréticos, ndo diabéticos, com IMC abaixo de 34 quando



comparados a controles. Este mesmo estudo sugere haver uma possivel
influéncia do gendtipo 3 na génese da RI hepéatica®®. Moucari e colaboradores
estudaram 600 pacientes, 500 com hepatite C cronica e 100 com hepatite B
crdnica, e concluiram que a RI é caracteristica especifica da infec¢cao cronica
pelo virus C, estando associada aos genoétipos 1 e 4, carga viral elevada e

fibrose avancada®*.

A RVS difere de acordo com os genétipos do HCV, sendo maior nos
pacientes com genotipo 2, intermediéria no gendtipo 3 e menor no genotipo 1.
Dentre os pacientes com genétipo 3 e alta carga viral, que costumam ter mais
esteatose, observa-se menor RVS, pois h&d maior recidiva pds-tratamento. De
fato, a esteatose influencia na resposta imune inata ao virus C, reduzindo a
expressao dos genes de resposta ao interferon. Isto diminui o estado antiviral,
e condiciona menor resposta terapéutica. Esse fato vem sendo demonstrado
em recentes estudos, onde a presenca de Rl e esteatose esta relacionada com
menores taxas de resposta ao tratamento, bem como a progressado mais rapida

de fibrose hepética 2242728,

Recente ensaio clinico avaliou o uso de metformina para manejo da RI
em pacientes com HCV gendtipo 1 durante o tratamento utilizando interferon
peguilado e ribavirina. Nao foi demonstrada diferenca entre o grupo intervencao
e controle em termos de RVS, porém, na analise do subgrupo de mulheres,

essa diferenca pode ser observada®.
1.2.3 Adipocinas e hepatite C cronica:

As adipocinas, citocinas originadas do tecido adiposo, sdo moléculas

altamente ativas que desempenham importante papel em nivel local e



sisttmico. O tecido adiposo ectopico (gordura visceral, epicardica e
mediastinal) representa um tecido disfuncional, mais propenso a inflamacéo,
que contribui de maneira significativa para a patogénese dos disturbios
metabdlicos presentes na obesidade, principalmente pela maior producdo de
citocinas inflamatérias. No contexto das hepatopatias, o tecido adiposo visceral
apresenta papel fundamental, pois a liberagdo de citocinas nesse sitio chega

facilmente ao figado através da circulagéo portal®.

As representantes de maior relevancia das adipocinas sao a leptina e
adiponectina, expressadas principalmente no tecido adiposo subcutaneo. A
primeira tem papel na regulacdo do gasto energético, ingestdo alimentar e
adiposidade. Apresenta papel crucial na manutencédo do peso. As alteracbes
dindmicas na leptina plasmética funcionam como sensor do balango energético
e influenciam as vias da regulacdo e consumo de energia. Muitos dos efeitos
da leptina sdo mediados por sua relacdo com a insulina®’. Além destes
mecanismos, a leptina também € responsavel pela ativacdo de células
estreladas hepaticas e secrec¢do de citocinas inflamatorias, acelerando desta
forma o processo fibrogénico. Ja a adiponectina promove a apoptose e limita a
ativacdo das células estreladas. Exerce efeito de sensibilizacdo a acao da
insulina no figado, musculo esquelético e tecido adiposo, apresentando efeito
hepatoprotetor e antifibrogénico, além de estimular o metabolismo lipidico,
retardando a evolucdo da Doengca Hepatica Gordurosa Nao Alcodlica
(DHGNA). Ha evidéncias de uma relacdo diretamente proporcional entre os
niveis de leptina e RI, enquanto que com a adiponectina, isso parece ocorrer

de forma inversa®>.



A adiponectina é uma proteina de 30 Kilodaltons (kDa), abundante na
circulacdo, que apresenta-se na concentracdo de 3-30 pug/ml em individuos
saudaveis. Atua através da ligacdo com dois receptores, AdipoR1, presente
principalmente no musculo esquelético, e AdipoR2, com grande expressao

hepatica®>3*,

A adiponectina esta diminuida de forma significativa em individuos com
obesidade central e em estados de resisténcia insulinica, como diabetes melito
tipo 2 (T2DM) e aterosclerose. Em modelos experimentais de NASH, a
administracdo de adiponectina reduz o grau de necroinflamacao e esteatose,

principalmente pela inibicdo do TNFa®.

Alguns estudos tém investigado o papel das adipocinas na hepatite C
cronica, tentando estabelecer uma ligacdo entre infeccdo viral, esteatose e
distarbios metabdlicos. A relacédo entre HCV e adiponectinemia, porém, ainda &
controversa. Se alguns sugerem que niveis séricos de adiponectina sao iguais

ou maiores em pacientes com hepatite C cronica®>36:37:38:39.4041.42

, por outro
lado, niveis séricos diminuidos tém sido encontrados por outros
33,43,44,45 . ~ z . ~
autores . No Brasil, ndo ha estudos que tenham avaliado a relacdo entre

adiponectinemia e hepatite C crénica.

Palmer e colaboradores demonstraram que niveis elevados de
adiponectina estdo associados a presenca de resposta imune celular contra o
virus C, indicando possivel papel desta citocina na regulacdo imunoldgica na

hepatite C cronica®.



1.2.4. Avaliagcdo de Resisténcia Insulinica considerando a influéncia

da Adiponectina:

Um novo indice para avaliacdo de RIl, o HOMA-AD, determinado pelo
produto da insulina e glicose de jejum dividido pela adiponectina foi testado por
Matsuisa e colaboradores em populacdo oriental com diferentes niveis de
glicemia (euglicémicos, disglicémicos e pacientes com T2DM). Esse indice
demonstrou boa correlagdo com a sensibilidade a insulina, aferida pelo clamp
hiperinsulinémico euglicémico, e, em pacientes com niveis de glicose elevados,
apresentou melhor desempenho que o HOMA-IR*. Os autores sugerem que
esse modelo seja testado em outras etnias, j& que h& variacdo na RI e niveis
de adiponectina nas diferentes populagbes, e o estudo incluiu apenas
japoneses. O HOMA — AD ainda néo foi testado em populacdo com hepatite C

cronica, tanto no Brasil, como no exterior.



2. JUSTIFICATIVA:

Pacientes com HCV parecem ter maior prevaléncia de DM, Rl e SM
quando comparados a populacdo em geral, o que tem sido demonstrado
através de estudos em diversos paises, e isto pode exercer influéncia negativa
sobre a evolucdo e controle da infeccédo pelo HCV. As adipocinas, dado seu
papel central na homeostase da glicose e dos lipidios, devem exercer influéncia
nessa relacdo. No entanto, o comportamento das adipocinas neste cenario
ainda ndo estd completamente esclarecido. Nos trabalhos até entéo realizados,
via de regra, ndo ha uma selecdo cuidadosa de pacientes, nao sendo
controlados fatores de risco potencialmente confundidores dos resultados, tais
como obesidade, DM, consumo de alcool, cirrose e mesmo uso de

medicacoes.

Avaliar em uma populacdo adequadamente selecionada de pacientes
portadores de HCV, em comparacdo a individuos ndo expostos ao virus, a
prevaléncia de SM e RI, e, especialmente a adiponectinemia, pode auxiliar no
manejo da infec¢do viral. A estimativa da resisténcia insulinica por HOMA-IR,
por outro lado, € amplamente difundida, mas nao isenta de criticas. Desta
forma, ha espaco para a avaliacdo de outros métodos de afericdo desta
condicdo metabdlica — no caso, 0o HOMA-AD. Até o momento, ndo ha estudos
que tenham comparado HOMA-IR e HOMA-AD em portadores de infecgao pelo

HCV.



3. OBJETIVOS:

3.1. Objetivo principal:

Avaliar a prevaléncia de resisténcia insulinica e sindrome metabdlica em
uma amostra selecionada de pacientes portadores de HCV, sem tratamento
prévio ou atual, cirrose, diabetes melito, consumo de alcool excessivo (>40g ao

dia) e/ou obesidade.

3.2 Objetivos especificos:

3.2.1. Comparar a prevaléncia de resisténcia insulinica, através do
indice HOMA -IR, e de sindrome metabdlica, pelos critérios da IDF e ATP Ill,
em pacientes ndo-tratados, portadores de hepatite C crbénica e individuos néo

expostos ao virus da hepatite C.

3.2.2. Avaliar a correlacdo sindrome metabdlica e resisténcia insulinica

em pacientes portadores de hepatite C cronica e individuos ndo expostos.

3.2.3. Comparar os niveis de adiponectina em pacientes com hepatite C

cronica e individuos ndo expostos ao virus.

3.2.4. Determinar o indice HOMA-AD em pacientes portadores de

infecgé@o por hepatite C e individuos ndo expostos.

3.2.5. Avaliar a correlagédo entre HOMA-IR e HOMA-AD em pacientes

portadores de hepatite C cronica e individuos nédo expostos.



4. POPULACAO E METODOS:
4.1. Delineamento do Estudo:

Foi realizado um estudo transversal no periodo de julho de 2008 a
dezembro de 2009, em pacientes ambulatoriais do Hospital de Clinicas de

Porto Alegre (HCPA).
4.2. Critérios de Incluséao:

Foram incluidos consecutivamente pacientes provenientes do
Ambulatério de Gastroenterologia — Hepatites (GHE) do HCPA, com idade
entre 18 e 60 anos, portadores de infecgéo cronica pelo HCV, confirmada por
ELISA Ill e HCV-RNA-PCR, virgens de tratamento, independente dos niveis de

aminotransferases e do genotipo.

O grupo néo exposto foi formado por doadores de sangue recrutados no
Banco de Sangue do HCPA, apresentando sorologias para hepatite B e C,
além de exame anti-HIV negativo, apds a leitura do Termo de Esclarecimento
Livre-Esclarecido (TCLE — ver Anexo 1) e a concordancia com a participacao

no projeto.
4.2. Critérios de Excluséao:

Foram excluidos os pacientes com evidéncias clinicas, laboratoriais
e/ou anatomopatolégicas de doenca hepatica ndo associada ao HCV, bem
como os portadores de cirrose, doenga pancreatica, doenga cardiovascular
grave e insuficiéncia renal crbnica em hemodialise. Também foram excluidos
individuos obesos (IMC > 30), aqueles com consumo excessivo atual de alcool

(>40g /dia), os portadores de DM, e ainda, os usuarios de corticoides, outros



imunossupressores ou agentes hipolipemiantes. Foram ainda excluidos os
portadores de doenca maligna atual, aqueles com infecgbes em atividade, e os

transplantados de 6rgaos, bem como as gestantes.

Para doar sangue no banco de sangue do HCPA os pacientes devem ter
entre 18 e 60 anos, pesar mais de 50 Kg, gozar de boa saude, apresentar
documento com foto, ndo estar em jejum, respeitar intervalo de 3 meses pds
parto normal ou 6 meses pos cesarea. Os empecilhos para doacdo de sangue
sdo gravidez ou amamentacdo, uso de drogas, estado gripal, historia de
doenca de Chagas ou hepatite ap6s os 10 anos de idade, diabetes melito,
hipertensao arterial sistémica grave, comportamento sexual de risco e uso de

alcool 4 horas antes do momento da doacao.

4.3. Varidveis em estudo

As seguintes variaveis foram avaliadas: idade, sexo, cor, antropometria,
presenca de SM pelos critérios ATP Il e IDF, RI (aferida através do indice
HOMA-IR e HOMA-AD), niveis séricos de adiponectina, genotipagem, carga

viral do HCV e grau de fibrose na biopsia hepatica.

4.4. Procedimentos

Os seguintes procedimentos foram realizados nos dois grupos em

estudo:

4.4.1. Antropometria

A medida da CA foi aferida com o uso de uma fita métrica nao extensivel

no ponto médio entre a crista iliaca antero-superior e a ultima costela, com o



paciente em pé, bracos posicionados ao longo do corpo, na fase expiratoria da

respiracao.

Foram aferidos peso e altura para célculo do indice de massa corporal
(IMC). O IMC foi calculado, de acordo com a férmula proposta pelo comité da
FAO/OMS em 1985, a partir do peso (em kg) dividido pelo quadrado da altura

em metros.

4.4.2. Diagnostico de Diabetes Melito

A avaliagdo da homeostase da glicose foi feita através dos resultados
dos testes de glicemia (ap6s 12 horas de jejum) e teste oral de tolerancia a
glicose (TOTG) 2 horas apés administracao de 75 gramas de glicose, seguindo

dados da OMS. Ver tabela 1.

A dosagem da glicemia foi realizada pelo método colorimétrico

enzimaético.

Nos pacientes sem disponibilidade de TOTG, foram analisadas duas

medidas de glicose em jejum para exclusao de DM.



Tabela 1. Critérios Diagnosticos para Diabetes Melito

Glicemia de jejum Glicemia p6s TOTG 2h
Diabetes =126 mg/dl =200 mg/dl
Tolerancia diminuida a <126 mg/dl 140-199 mg/dl
glicose
Intolerante de jejum 101-125 mg/dl < 140 mg/dl
Normal <100 mg/dl < 140 mg/dl

4.4.3. Diagno6stico de Sindrome Metabdlica

Para avaliar presenca da Sindrome Metabdlica foram utilizados os

critérios propostos pela IDF e ATP lll, descritos abaixo:

De acordo com os critérios da IDF € obrigatéria a presenca de
obesidade central, caracterizada como CA > 94 cm para homens e > 80 cm
para mulheres, além de dois dos seguintes critérios: triglicerideos >150 mg/dL
ou tratamento para hipertrigliceridemia, HDL colesterol <40 mg/dL para
homens, <50 mg/dL para mulheres ou tratamento para HDL baixo, pressao
arterial sistélica >130 mmHg, presséao arterial diastélica >85 mmHg, ou uso de
anti-hipertensivos, glicemia de jejum >100 mg/dL, ou diagnostico prévio de

T2DM.

Os critérios atuais da ATP Ill definem a SM pela presenca de trés dos
cinco critérios: obesidade central, definida como circunferéncia abdominal >

102 cm para homens e > 88 cm para mulheres, triglicerideos 2150 mg/dL ou



tratamento para hipertrigliceridemia, HDL colesterol <40 mg/dL para homens e
<50 mg/dL para mulheres, ou tratamento farmacoldgico para HDL baixo,
pressdo arterial 2130/85 mmHg ou tratamento anti-hipertensivo, glicemia de

jejum 2100 mg/dL, ou uso de medicag¢des para DM.
4.4.5. Avaliacdo do HOMA-IR e HOMA-AD:

A insulina sérica foi dosada através do meéetodo de
eletroquimioluminescéncia (aparelho Modular E-170 - Roche), em mU/ml, apos
jejum de 12 horas, para calculo posterior do indice HOMA-IR e HOMA-AD,
utilizado para estimar resisténcia insulinica periférica. Foi estabelecido o
diagndstico de RI quando o HOMA-IR> 2,71. O HOMA-IR foi determinado pelo
produto da insulina (mU/mL) e da glicemia (mg/dL), dividido por 405. Ja o
HOMA-AD foi obtido pelo produto da insulina (mU/mL) e da glicemia (mg/dL),

dividido pela adiponectina (mcg/ml).
4.6. Dosagem de Adiponectina no soro:

A adiponectinemia foi avaliada pelo método imunoenzimatico (ELISA)

através de kits comerciais (Adiponectin ELISA Kit, HU BioSource™).

4.4.7. Grau de fibrose hepética:

Todos os portadores de HCV foram submetidos a pungdo biopsia
hepatica, de acordo com a rotina do ambulatério GHE, independente do nivel
de transaminases. Para classificacdo da fibrose, foram utilizados os critérios de
METAVIR, que estratifica os graus de fibrose em: grau 0 como auséncia de
fibrose, grau I como fibrose periportal, grau 1l como septos porta-veia centro

lobular, grau Ill como septos porta-porta, grau IV como cirrose.



Para os propdsitos do estudo, os graus de fibrose foram subdivididos em
fibrose leve, para os pacientes com FO e F1, e fibrose moderada, para

pacientes com F2 e F3.

4.4.8. Carga viral:

A carga viral do HCV foi avaliada pelo método de PCR em tempo real.

4.4.9. Genotipagem:

Os gendtipos foram avaliados pelo método PCR e andlise dos

fragmentos apos digestdo com enzimas de restricdo (método RFLP).

4 5. Anélise Estatistica:

Os dados foram descritos como média +/- desvio-padrdo para variaveis
com distribuicdo normal e, mediana e intervalo interquartilico para variaveis
assimétricas. Para os testes paramétricos foi utilizado teste T de Student, para
0s nao paramétricos, U Mann-Withney, conforme a distribuicdo da variavel
(normal ou ndo) e homogeneidade da variancia. Variaveis categéricas foram
comparadas por teste de Qui-quadrado ou teste exato de Fisher. As
correlagcdes entre variaveis foram aferidas pelo coeficiente de Pearson ou
Spearman, dependendo da distribuicdo da variavel (normal ou ndo). O nivel de

significAncia adotado foi de 5%.



4.6. Aspectos Eticos:

O presente estudo foi aprovado pelo CEP — HCPA e esta inscrito sob o

numero 07-468.

Todos os individuos foram informados dos propdsitos do estudo, e,
incluidos apenas 0s que consentirem por escrito em participar do mesmo

(anexol).
4.8. Financiamento:

O presente estudo foi financiado pelo Fundo de Incentivo a Pesquisa e
Eventos do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, com custo total de R$

2.540,00 (dois mil quinhentos e quarenta reais).



5. RESULTADOS:

Inicialmente, 112 pacientes com diagndstico de hepatite C crbnica
preencheram os critérios de inclusdo do estudo. No seguimento ambulatorial,
foram excluidos 31 individuos. Destes, 17 por ndo retornarem para a coleta de
exames, 12 por diagnéstico de cirrose a bidpsia hepética, um paciente em que
foi diagnosticada a presenca de anti - HIV, e uma com neoplasia de colo
uterino. Portanto, foram incluidos 81 pacientes no grupo HCV para a analise
final. Também foram avaliados 20 doadores de sangue, ndo expostos ao virus

HCV, que preencheram os critérios do estudo.

Em relacdo as caracteristicas dos pacientes com HCV avaliados, a
meédia de idade foi de 46,3 anos (+ 8,63), 40 eram homens (49,4%) e 73 de cor
branca (90,1%). A média do IMC foi de 24,55 (+ 2,78) e a da CA foi de 89,70
cm (£ 8,46). Em relacdo ao gendtipo, 60 apresentavam genotipo 1 (75%), 3

genatipo 2 (3,7%) e 17 gendtipo 3 (21,3%).

Quanto a fibrose hepética, 57 pacientes - 70,4% - apresentavam grau
leve (METAVIR FO/F1) e 24 individuos -29,6%- fibrose moderada (METAVIR

F2/F3). A média da carga viral foi 2.531.307,27 Ul/ml.

Quanto as caracteristicas gerais dos 20 individuos ndo expostos ao virus
da hepatite C, seis eram homens (30%), dezoito de cor branca (90%), com
meédia de idade de 39,1 anos (+ 11,35). Apresentavam média de IMC 24,99 (+

2,52), e média da CA de 91,17 cm (+ 6,42).

A média da glicemia em jejum dos casos foi de 93,01 mg/dL (+ 9,77).

Nos individuos do grupo comparacao, a meédia da glicemia foi de 88,95 mg/dL



(= 10,78), p=0,106. J& a média dos niveis de insulina dos casos foi de 10,60

puUl/mL (£ 6,90) e 6,93 pUI/mL (+ 3,31) no grupo comparacao, p=0,023.

As caracteristicas gerais da populacédo estudada sdo demonstradas na
tabela 2:



Tabela 2: Caracteristicas demograficas da amostra estudada:

Variavel HCV N&o HCV P
(n 81) (n 20)
Idade em anos (média) 46,33 (£ 8,63) 39,1 (+11,35) 0,02
Sexo masculino (n) 40 (49,4%) 6 (30%) NS
Cor (branca) 73 (90,1%) 18 (90%) NS
Hipertensos 9 (11,5%) 3 (15%) NS
IMC (média) 24,55 (+ 2,78) 24,99 (+ 2,52) NS
CA em cm (média) 89,70(+ 8,46) 91,17 (+6,42) NS
Triglicerideos em mg/dl (mediana) 95,5 (62,75- 113,0 (70,0- NS
119,5) 161,5)
Colesterol Total em mg/dl (média) 165,2 (+33,98) 198,9 (+ NS
40,49)
HDL em mg/dl (média) 52,64 (+ 59,3 (x17,96) NS
15,93)
Glicemia em mg/dl (média) 93,01 (+9,77) 88,95 (+ NS
10,78)
Insulina em pUl/mL (média) 10,60 (+6,90) 6,92 (+3,31) 0,023

Com relacéo a resisténcia insulinica, aferida pelo HOMA-IR, a mediana

nos casos foi de 1,93 com intevalo interquartilico de 1,50 - 3,09. Ja4 nos

individuos ndo expostos, a mediana do HOMA-IR foi 1,37 e 0 respectivo



intervalo entre 0,92 - 2,25, demonstrando diferenca estatisticamente

significativa, com p=0.005.

Considerando o ponto de corte proposto para RI, através do HOMA-IR >
2,71, a prevaléncia de RI nos pacientes HCV foi de 33% (n = 27), enquanto que

nos doadores de sangue, apenas um individuo apresentava Rl (5%) p=0,024.

Com relacéo a SM, pelos critérios da ATP lll, a prevaléncia nos casos foi
de 17,1% e nos controles 15%, com p=0,999. Também né&o ocorreu diferenca
guando analisada a presenca de SM pelos critérios IDF, com 18,9% nos casos

e 15% nos controles, p=0,999.

Foi calculado o indice de concordancia kappa entre critérios IDF e ATP
lll, com valor de 0,89; p<0,0001. Portanto, com o objetivo de facilitar a
organizacdo dos dados, utilizamos os critérios do IDF como padréo no restante

dos resultados.

Nos pacientes com HCV e SM a mediana do HOMA-IR foi de 3,65 e
intervalo interquartilico entre 2,60 e 5,28. Ja nos pacientes HCV sem SM a
mediana do HOMA-AD foi de 1,88, com intervalo interquartil entre 1,51 e 2,76,

p<0,001.

Em comparacdo aos casos e grupo ndo exposto, ambos sem SM, a
mediana do HOMA-IR e intervalo interquartil foi de 1,88 (1,48-2,77) e 1,27

(0,89-1,93), respectivamente, com p=0,004.

Foi possivel determinar os niveis séricos de adiponectina em 21
pacientes HCV, com mediana de 17,005 ug/ml e intervalo interquartilico entre

8,93 e 32,52. Ja nos 10 individuos nédo expostos, a mediana da adiponectina foi



7,60 pg/ml, com intervalo interquartilico entre 3,16 e 13,57, demonstrando

diferenca estatisticamente significativa, com p=0,009.

Com relacdo ao HOMA-AD, os casos apresentaram mediana e intervalo
interquartilico de 56,7 (23,03 - 115,57), enquanto que nos controles 60,35 (50,1

—183,5), com p=0,393.

Quando avaliamos o grupo HCV, com relacdo a RI e caracteristicas da
infeccdo viral, o indice HOMA-IR em pacientes com fibrose moderada nao foi
diferente do que nos com fibrose leve, 2,83 (1,57- 3,87) x 1,88 (1,50-2,70) —
p=0,053, porém houve forte tendéncia a significancia estatistica. Quando
comparados em relacdo a carga viral, pacientes com HCV-RNA >400.000
Ul/mL apresentaram indice de HOMA-IR mais elevado em relacdo a carga viral
baixa: 2,13(1,69-3,52) x 1,51(1,09-2,22) — p=0,022. Na comparacdo entre 0s
gendtipos 3 e ndo 3, ocorreu diferenca estatisticamente significativa com
relacdo a RI. Nos pacientes com gendtipo 3, o HOMA-IR foi 1,96 (1,53-3,09),

enquanto que nos com genotipo nado 3, 1,74 (1,39-3,31), p=0,514.

A correlacdo entre o HOMA-IR e HOMA-AD foi verificada através do
método de Spearman, e apresentou indice de 0,632 com p=0,002, no grupo
HCV; 0,806 com p=0,005, considerando apenas 0s ndo expostos ao HCV, e
0,588 com p<0,0001 em todos os individuos, demonstrando haver correlagéo

entre as medidas do HOMA-IR e HOMA-AD.



Tabela 3: Resisténcia insulinica e sindrome metabdlica em portadores

de HCV e individuos nédo expostos:

HCV Intervalo Nao Intervalo P
o HCV .
n=81 Interquartilico Interquartilico
n=20

HOMA-IR 1,93 1,50 - 3,09 1,37 0,92 -2,25 0,005
RI(HOMA- 27 (3%) 01 (5%) 0,024
IR>2,71)
SM ATP I 13 3 (15%) NS

(17,1%)
SM IDF 14 3 (15%) NS

(18,9%)

Tabela 4: Adiponectina e HOMA-AD em pacientes portadores de HCV e

individuos ndo expostos:

HCV Intervalo N&do HCV Intervalo p
n=21 Interquartilico n=10 Interquartilico
Adiponectina 17,00 8,93 - 32,52 7,60 3,16 - 13,57 0,009

HOMA-AD 56,7 23,03-115,57 60,35 50,1 -183,5 NS

Tabela 5: HOMA-IR em pacientes HCV+ com fibrose leve x fibrose

moderada

Fibrose Intervalo Fibrose Intervalo P
leve n Interquartil moderada Interquartil
=57 n=24

HOMA-IR 1,88 1,50-2,70 2,83 1,57 - 3,87 0,053




Tabela 6: HOMA-RI em pacientes HCV+ com CV>400.000 x

CV<400.000

CVv>400.000 Intervalo CV<400.000 Intervalo P

n =43 Interquartil n =16 Interquartil
HOMA-IR 2,13 1,69 — 3,52 1,51 1,09-2,22 0,022

Tabela 7: HOMA-IR em pacientes com G3 x GN3

Gendétipo 3  Intervalo Gendtipo ndo 3  Intervalo P

n=17 Interquartil n =63 Interquartil

HOMA-IR 1,74 139-3,31 1,96 1,53-3,09 0,514




6. DISCUSSAO:

6.1. Com relacdo ao desenho do estudo:

O presente estudo teve como objetivo avaliar as relacdes entre Rl, SM e
niveis séricos de adiponectina em pacientes com hepatite C cronica,
comparados a individuos ndo expostos ao HCV, restringidos os fatores de
confusdo tradicionalmente associados a essas complicacdes. A tentativa de
controlar tais fatores de confuséo visou avaliar a influéncia apenas do HCV no

desenvolvimento de resisténcia insulinica e sindrome metabdlica.

A idade limite dos individuos incluidos foi 60 anos, devido ao fato de que
a SM e os disturbios do metabolismo da glicose apresentam maior prevaléncia
em faixas etarias mais elevadas. Da mesma forma, os obesos foram excluidos.
Como o figado € ¢6rgdo central no metabolismo da glicose e cirréticos
apresentam alteracdes da glicemia independente do HCV, estes também néao
participaram do estudo. Da mesma forma, consumo excessivo de alcool e uso

de hipolipemiantes foram considerados critérios de exclusao.

O método mais difundido na avaliagdo da Rl é o HOMA-IR, sendo
ferramenta amplamente validada, de facil execucdo, boa confiabilidade e
reprodutibilidade, especialmente em pacientes com glicemia de jejum normal,
como os individuos aqui estudados. Apesar do clamp hiperinsulinémico
euglicémico ser o método padrdo na afericdo da RI, apresenta custo elevado,
dificuldades técnicas na execucao e pouca reprodutibilidade na pratica clinica

diaria, o que contribuiu para a escolha do HOMA-IR.

Embora o HOMA-IR apresente maior facilidade de uso, raramente tem

distribuicdo gaussiana, devendo ser utilizado com medidas de disperséo



adequadas, além de sofrer influéncia do IMC e perder sua sensibilidade em
pacientes diabéticos'®. Importante estudo recentemente publicado sobre o
tema (Vanni e colaboradores) aplicou o clamp hiperinsulinémico euglicémico. A
opcdo no estudo em discussao de avaliar Rl pelo método HOMA-IR deve ser
considerada uma limitacdo parcial, ja que os principais empecilhos para o
calculo do HOMA-IR sé&o a hiperglicemia e sobrepeso, caracteristicas excluidas

nesta amostra.

Dentre os critérios de SM, optou-se por fazer a analise utilizando tanto
0s propostos pela ATP IIl, como pelo IDF. Pelo fato dos critérios IDF serem
mais sensiveis em relagcdo a circunferéncia abdominal, a hipétese era de que
pudesse ocorrer diferenca no diagnostico de SM nos individuos estudados por
um critério ou pelo outro, o que de fato ndo ocorreu. Foi observada
concordancia entre os critérios, aferida através do indice kappa, portanto,
optou-se pela utilizacdo dos critérios IDF para avaliacdo de SM nos restante do

estudo.

O grupo controle foi formado por individuos oriundos do banco de
sangue do HCPA. Essa escolha pode sofrer criticas, pois doadores de sangue
podem né&o representar fielmente a populacdo em geral. Por outro lado,
proporcionou acesso a uma populagcdo com sorologias virais negativas, o que
garantiu a auséncia de hepatites virais, bem como outras doencas infecto-

contagiosas.

A adipocina avaliada neste estudo foi a adiponectina, uma vez que
apresenta efeito hepatoprotetor por diminuir ativacdo de células estreladas,

estimular o metabolismo lipidico, apoptose, e, principalmente por apresentar



efeito de sensibilizacdo a insulina no figado, entre outros sitios. Estudos tém
avaliado os niveis de adiponectina em pacientes HCV, com resultados ainda
conflitantes. Especula-se, que, como ocorre em pacientes com NASH, os niveis
séricos de adiponectina possam estar diminuidos em portadores dessa

hepatopatia.
6.2. Com relacado aos resultados:

Quanto as caracteristicas gerais dos individuos estudados, observou-se
diferenca em relacdo a idade entre os portadores de HCV e 0s ndo expostos, o
que pode representar viés, ja que individuos mais velhos apresentam maior
tendéncia a disturbios no metabolismo da glicose. Quanto a prevaléncia de R,
ocorreu diferenca estatisticamente significativa quando comparamos 0s
individuos HCV ao grupo ndo exposto. Essa diferenca permaneceu quando
comparados 0s pacientes com hepatite C crbnica e individuos ndo expostos ao
virus, ambos sem SM. E interessante observar que mesmo controlando fatores
de risco como obesidade, DM, cirrose e uso de medicacdes, a prevaléncia de

RI foi elevada, sugerindo importante papel do virus C em sua génese.

Dentre os estudos que se debrucaram sobre o tema Rl em portadores
de hepatite C cronica, destacam-se o de Vanni e colaboradores®®, que avaliou
0s sitios e mecanismos de Rl em 14 pacientes ndo obesos, ndo diabéticos com
hepatite C cronica, através do clamp hiperinsulinémico euglicémico e
calorimetria indireta, e comparou-os a 7 controles, concluindo que o virus da
hepatite C per se estd associado a RI periférica e hepatica. Tal estudo, apesar
de apresentar apenas 21 pacientes, fez uso de método padréo na afericao da

RI e avaliou as principais citocinas envolvidas nas rotas de acéo da insulina.



Outro trabalho que merece destaque é o de Moucari®*, que avaliou a
associagao entre RI, gendtipos do HCV, carga viral e grau de fibrose hepética.
Para tal, foram recrutados 500 pacientes com hepatite C crénica e 100 com
hepatite B cronica. Nos pacientes HCV, a prevaléncia de SM foi de 12%, taxa
similar aos dados encontrados na populacao francesa, e a de RI, definida como
HOMA-IR acima de 3, foi de 32,4%. Como conclusdo, sugeriu que a RI é fator
especifico do virus C, e esta relacionada a gendtipo 1 e alta carga viral, além

de fibrose avancada.

Em comparacdo aos trabalhos acima citados, o presente estudo
apresenta semelhancas nos objetivos e na selecdo de pacientes, com exclusao
de complicagcbes metabodlicas que possam atuar como viés de confusdo na

relacdo Rl e HCV.

Com relacdo ao estudo de Vanni, no presente trabalho nao foi factivel o
uso do clamp hiperinsulinémico euglicémico, entdo, optou-se por avaliar a Rl
pelo método HOMA-IR, o que é uma limitacdo parcial, jA que os principais
empecilhos para o calculo do HOMA-IR sdo a hiperglicemia e sobrepeso,
caracteristicas excluidas na amostra estudada. Outra diferenca em relacdo ao
estudo em questéo foi a avaliacdo da RI utilizando o método HOMA-AD, o qual
leva em consideragdo os niveis de adiponectina para calculo da RI, citocina
gue pode influenciar o metabolismo da glicose em pacientes portadores de

HCV.

Em comparacdo ao trabalho de Moucari, o desenho é similar, porém
com grande diferenca em relacdo ao numero de pacientes incluidos. Outra

diferenca esta no grupo comparacao, que, no presente estudo foi composto por



individuos sem hepatopatia, enquanto que Moucari usou pacientes com
hepatite B cronica. Também foi avaliada a influéncia da SM, gendétipo, carga
viral e graus de fibrose na Rl em pacientes com hepatite C crénica. Assim
como o trabalho de Moucari, foi encontrada associagdao entre carga viral
elevada e RI. Porém a associacdo entre fibrose elevada e RI nédo foi
estatisticamente significativa, mas apresentou forte tendéncia a significancia, o

gue pode representar erro tipo beta.

A prevaléncia de SM nos pacientes com HCV foi menor do que o

relatado em outros estudos*®>°

. Isso provavelmente ocorreu devido a selecdo
de pacientes, excluindo os fatores de risco para doencas metabdlicas. O
mesmo comportamento ocorreu em relacdo aos individuos ndo expostos ao
virus, com prevaléncia de SM de 15%, ao passo que 0 esperado para nossa

populacdo € uma taxa em torno de 25%. Novamente, os critérios de selecdo do

estudo podem explicar a prevaléncia encontrada na amostra em estudo.

Nos pacientes HCV com SM, comparados aos sem SM, observou-se
diferenca estatisticamente significativa entre as medianas do HOMA-IR,
sugerindo que ha influéncia de fatores metabdlicos além do préprio virus na
génese da Rl em pacientes HCV. Porém, quando comparamos apenas 0S
pacientes HCV sem SM ao grupo comparagdo sem SM, permaneceu a
diferenca em termos de Rl em favor do grupo exposto, sugerindo influéncia

isolada do virus na génese de RI.

Alguns estudos avaliaram a relacdo entre adiponectinemia e HCV, os

principais, com suas caracteristicas quanto a amostra e resultados estédo

resumidos na tabela 9.



Tabela 9: Caracteristicas dos estudos que avaliaram adiponectinemia e HCV:

Autor n Grupo Amostra Resultados Resultados Resultados Resultados Resultados
Revista/Ano (Hcv) Controle (Cirrose, DM, HCV x cont HCV x cont HCV x cont Adiponectina HCV x cont
dlcool, obesidade) SM HOMA-RI Adiponectina em HCV HOMA-AD
Liu etal 95 Nao Nao cirréticos Nao N&o avaliado Nao avaliado Diminuida em Nao
J Hepatol /2005 27% diabéticos avaliado Genotipo 2 avaliado
15% obesos
Ndo alcoolistas
Sato et al 52 Nao N&o descreve Nao Ndo avaliado N&o avaliado Igual a populgdo Nao
J Clin Gastroenterol /2005 avaliado geral avaliado
Lu etal 11 21 Nao cirréticos Nao N&o avaliado Sem diferenga Igual aos Nao
Liver International / 2005 10 N3o diabéticos avaliado controles avaliado
HBV Obesos?
Alcoolistas?
Durante-Mangoni et al 161 Nao 20% cirréticos Nao Ndo avaliado N&o avaliado Igual a populagdo Nido
Aliment Pharm Ther / 2006 N3o diabéticos avaliado geral avaliado
Obesos?
Nao alcoolistas
Zografos et al 83 43 Nao descreve Nao N&o avaliado Nao avaliado N&o avaliado Nado
Am J Gastroent / 2008 avaliado avaliado
Aksoz et al 30 30 Nao cirréticos Nao Maior no Sem diferenga Igual aos Nido
Turk J Gasdtroenterol / 2008 N&o diabéticos avaliado grupo HCV controles avaliado
N&o obesos
Nao alcoolistas
Hung et al 81 40 Cirréticos (34% Nado Maior no Maior no grupo Elevada Nao
Liver Int / 2009 F3/F4) avaliado grupo HCV HCV avaliado
Néo diabéticos
Obesos?
Nao alcoolistas
Tanaka et al 30 30 HBV Nao cirréticos Nao Sem diferenga Sem diferenga Igual aos Nido
Liver Int / 2008 N3&o diabéticos avaliado controles avaliado
N&o obesos
Nao alcoolistas
Cuaetal 154 75 N3o cirréticos Nado Maior no Sem diferenca Igual aos Nao
Hepatology / 2007 N&o diabéticos avaliado grupo HCV controles avaliado
Obesos?
Nao alcoolistas
Grigorescu et al 152 Nao Cirréticos 8,5% Nao N&o avaliado N&o avaliado Igual a populagdo Nido
Journal of Gast Liver Dis N&o diabéticos avaliado geral avaliado
/2008 Obesos?
Nao alcoolistas
Tiftikci 51 24 N&o cirréticos Nado N&o avaliado Sem diferenca Igual aos Nao
Arch Med Res / 2009 Diabéticos? avaliado controles avaliado
Obesos?
Alcoolistas?
Hsu et al 500 100 HBV Cirréticos? Ndo N3o avaliado Maior no grupo Elevada Nido
Hepatol Int /2008 N&o diabéticos avaliado HCV avaliado
Obesos?
Nao alcoolistas
Presente estudo 21 10 N&o cirréticos Sem Maior no Maior no grupo Elevada Sem
2010 N&o diabéticos diferenga grupo HCV HCV diferenca
N&o obesos

Nao alcoolistas

Tais estudos ndo séo isentos de criticas, pois parte ndo apresentava
grupo controle, e, em alguns, ndo foram excluidos pacientes com fatores de
confusdo que claramente podem influenciar nos resultados, como diabetes
melito, obesidade e cirrose. Em alguns dos trabalhos que avaliaram
adiponectinemia entre portadores de HCV e controles, o0s niveis de
adiponectina foram iguais ou maiores em relagdo ao grupo controle, sugerindo

que a resisténcia insulinica associada ao virus da hepatite C seja consequéncia


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tiftikci%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract

de um efeito viral independente da adiponectinemia na sensibilidade tecidual a

insulina®*.

Por outro lado, niveis séricos diminuidos tém sido encontrados em
pacientes com esteatose e HCV*®, bem como em infectados pelo genétipo 3,
que, apbés tratamento com interferon, apresentam elevacdo da
adiponectinemia. Niveis baixos de adiponectina também parecem prever
menores taxas de resposta viroldgica sustentada****. Recente estudo sugere
que niveis reduzidos dessa citocina estdo relacionados a carga viral elevada e

gendtipo 2.

Grigorescu e colaboradores avaliaram RI e adiponectinemia em
pacientes HCV com e sem SM. O indice HOMA-IR foi mais elevado em
pacientes com SM, ja o contrario ocorreu com 0s niveis de adiponectina,
sugerindo uma associac¢ao entre RI e niveis diminuidos de adiponectina com a
presenca de SM em pacientes HCV*. Em comparacdo a este trabalho,
também encontramos diferenca no HOMA-IR de pacientes portadores de HCV
com e sem SM, porém o numero de casos com adiponectina coletada ndo
permitiu o calculo da variacdo dessa citocina em relacdo aos individuos com e

sem essa condicdo metabdlica.

Em concordancia com os resultados observados nos estudos de Hsu® e
Hung®, os niveis séricos de adiponectina nos pacientes HCV foram
significativamente mais elevados que em nao portadores do virus. O estudo de
Hsu pode ser criticado pelo desenho retrospectivo, além de nao excluir
cirroticos e obesos. Porém, como ponto positivo apresentou grande numero de

pacientes recrutados, tendo 210 casos com adiponectina sérica disponivel. Ja



0 estudo de Hung foi realizado de forma prospectiva, avaliando 81 casos e 40
controles. Porém 34% da amostra foi composta por cirréticos, além de nédo

mencionar obesidade como critérios de exclusao.

Outros cinco estudos ndo encontraram diferenca nos niveis séricos de
adiponectina entre portadores de hepatite C e controles. Lu e colaboradores®
avaliaram os niveis de adiponectina em 11 pacientes com HCV, comparados a
controles. N&o foram excluidos obesos e alcoolistas, além do numero de
pacientes ser pequeno. Ensaio realizado na Turquia® avaliou 30 individuos
com HCV e 30 controles em relagdo a parametros metabdlicos, entre eles a
adiponectina, em pacientes controlados para cirrose, DM, consumo excessivo
de &lcool e obesidade. Do mesmo modo, Tanaka e colaboradores® avaliaram
niveis de adiponectina em pacientes HCV bem selecionados, porém o grupo
comparacao foi composto por pacientes com hepatite B cronica, o que pode ser
considerado viés importante. Cua e colaboradores** avaliaram RI e niveis
séricos de adiponectina em 154 casos e 75 controles, demonstrando diferenca
estatisticamente significativa em termos de RI, o que ndo ocorreu com 0s niveis
de adiponectina. Nao h& descricdo de exclusdo de obesos neste estudo.
Tiftkcki et al*® avaliaram 51 casos e 24 controles, ndo encontrando diferenca

nos niveis de adiponectina entre eles.

Em comparacdo ao presente estudo, nem todos os trabalhos
controlaram fatores de risco para doencas metabdlicas e, em outros a
avaliacdo de hepatopatia dos controles ndo contemplava sorologias virais.

Nenhum dos estudos anteriormente citados avaliou a Rl pelo indice HOMA-AD.



Quando considerada a influéncia da adiponectina na afericdo da RI,
avaliada através do HOMA-AD, modelo matematico proposto por Matsuhisa®’,
nao foi observada diferenca entre os pacientes HCV e ndo HCV. A
discrepancia entre os resultados obtidos pelo HOMA-IR e HOMA-AD podem

ser explicados pelo uso da adiponectina no calculo do HOMA-AD.

A correlagdo positiva entre os indices de HOMA-IR e HOMA-AD, ja
demonstrada em estudo prévio, porém em populacdo sem hepatite C cronica,
sugere que esse novo indice acompanha as variacdes do HOMA-IR, podendo
ser considerado para avaliagdo de RIl. Ndo h& outros estudos comparando a
avaliacdo de RI pelos métodos HOMA-IR e HOMA-AD em populacdo com
HCV. O presente estudo sugere que ha forte correlacdo entre tais métodos,

porém, a questdo deve ser testada analisando maior nimero de pacientes.
6.4. Das limitacdes do estudo:

Uma das dificuldades do presente estudo esta no niumero de individuos

no grupo comparacao, o que pode levar a erro beta em determinadas analise.

Outra limitacdo € o numero pequeno de pacientes com determinacao
dos niveis de adiponectina. Tal fato impossibilitou a analise da relacdo SM e

adiponectina.

O numero de pacientes com curva glicémica também é uma limitacdo do
estudo. Para minimizar esse fato, nos pacientes sem curva glicémica
disponivel, foram avaliadas duas glicemias de jejum em momentos distintos.
Nesse contexto, dos 81 casos, 17 apresentavam apenas uma glicemia de jejum
analisada. Ademais, pelos critérios do IDF na definicAdo de SM, ndo é

fundamental a avaliacéo de curva glicémica.



6.5. Aplicabilidade pratica do estudo:

Sabe-se que RI pode ocorrer em pacientes com HCV, e este estudo
reforca esta ideia, em uma populacdo bem selecionada. De fato, os portadores
de HCV, independente de apresentarem ou néo fatores de risco para SM e RI
devem ser avaliados neste sentido. HOMA-IR é o método mais utilizado para o
diagnostico de RI, mas apresenta limitagdes em populacdes com glicemia de
jejum alterada e/ou IMC elevado. Neste cenario, o0 uso de HOMA-AD parece
promissor. No entanto, os resultados deste estudo ndo permitem ainda que

seja recomendado o uso deste método.






7. CONCLUSOES:

Com relacéo aos objetivos do estudo, podemos concluir que:

1. Pacientes com HCV, mesmo com fatores de risco para doencas
metabdlicas controlados, apresentam prevaléncia de resisténcia insulinica

apreciavel.

2. A prevaléncia de resisténcia insulinica foi significativamente maior em

expostos que em nao expostos ao HCV.

3. A prevaléncia de sindrome metabolica, tanto pelos critérios IDF
quanto pelos critérios ATPIII, foi similar entre individuos expostos e nao-

expostos ao HCV.

4. Os niveis de adiponectina foram significativamente mais elevados

nos pacientes portadores de infeccéo crénica pelo virus C, quando comparados

aos individuos nao-expostos.

5. Nao houve diferenca entre os niveis de HOMA-AD nos sujeitos

expostos e Nao-expostos.

6. Houve correlacdo entre os indices para avaliacdo de resisténcia

insulinica, HOMA-IR e HOMA-AD, na populagéo estudada.
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9. ANEXOS:

ANEXO 1:
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Grupo HCV

Projetos de Pesquisa — G.P.P.G: 07-291, 07-405, 07-406, 07-407, 07-408, 07-467, 07-468, 07-
529

Ficha#

Paciente:

Investigadores responsaveis: Alexandre de Araujo / Ana Carolina Costa Braganca / Ana Maria
Sandri / Camila Ripoll Kappel / Leonardo Pérez Zeni / Matheus Truccolo Michalczuk / Stela
Maria Mota / Prof.Dr.Mario Reis Alvares-da-Silva.

OBJETIVOS

Convidamos o(a) senhor(a) para participar de um projeto de pesquisa, do qual fazem parte
varios sub-projetos. O principal objetivo deste projeto é comparar diversas condi¢des clinicas
de pacientes infectados pelos virus da hepatite C (HCV) e da imunodeficiéncia humana (HIV)
com pacientes infectados apenas por HCV (como o sr(a)), apenas por HIV e com pessoas sem
infeccdo por esses virus. Os pacientes infectados por HCV e/ou HIV ndo poderdo estar em
tratamento ou ter tido tratamento prévio. Serdo avaliados o estado nutricional, a prevaléncia
(frequéncia) de resisténcia insulinica e sindrome metabdlica, presenca de substancias no
sangue que indicam inflamacéo, alteracdes oculares, presenca no figado e no sangue de
substancias especificas que indicam a resisténcia a insulina e apoptose (tipo de morte celular).
A avaliacédo desses fatores pode ser muito importante para melhorar, futuramente, o tratamento
dos pacientes com as condigbes supracitadas, diminuir custos hospitalares e melhorar a
evolugao clinica dos pacientes.

PROCEDIMENTOS

As consultas médicas e exames feitos na rotina habitual de atendimento do seu ambulatoério,
para manejo de sua hepatite C continuardo os mesmos. Pedimos a sua permissao para a
utilizagcdo destas informacdes no estudo em questdo, sendo que so utilizaremos os resultados
dos exames, seu nome permanecera confidencial. Além dos exames habituais, o(a) senhor(a)
serd submetido(a) a uma avaliagdo nutricional e uma avaliagdo oftalmologica. Também sera
necessaria uma coleta adicional de sangue para dosagem de adipocinas e endocanabinéides
(substancias que indicam a resisténcia a insulina), CK-18 (indicativa de apoptose), hepcidina
(substancia que indica lesdo hepética). Também aproveitaremos o material retirado na bidpsia
do figado (exame realizado na sua rotina) para proceder a avaliagao tecidual de IRS-1 e IRS-2
(também substancias utilizadas para indicar a resisténcia a insulina).

RISCOS

A avaliagdo nutricional ndo traz riscos. Ha riscos decorrentes da coleta de sangue em veia
periférica — mancha roxa no local e leve dor. O exame oftalmolégico utiliza colirio que dilata a
pupila, podendo provocar borramento da visdo durante algumas horas (4 a 6 horas).

BENEFICIOS

A avaliacdo das caracteristicas ja mencionadas podera trazer informagfes importantes sobre
as modificagdes no organismo trazidas pelos virus HCV e HIV, ajudando para que possamos
utilizar métodos de diagndstico menos agressivos, otimizar o tratamento e melhorar o
prognéstico dos pacientes. Nao haverd nenhum custo extra para o(a) senhor(a).



CONFIDENCIALIDADE

As informacdes geradas por esta pesquisa fardo parte do seu prontudrio hospitalar. Aquelas
informagbes que ndo constarem no seu prontuario serdo mantidas no arquivo dos
pesquisadores e identificadas apenas por um nimero. Os resultados desse estudo poderdo ser
publicados em uma revista ou livro texto da area médica com a finalidade de ensinamento,
porém seu nome nao sera divulgado.

SOLICITAGAO DE INFORMAGCOES ADICIONAIS

O(a) senhor(a) podera solicitar mais informacdes a respeito do estudo a qualquer momento. No
caso de qualquer davida relacionada a esse estudo o contato podera ser feito com Dr. Mario
Reis Alvares-da-Silva através do telefone (51) 9965-2322. Ou pessoalmente no Ambulatério
GHI, na Zona 15 do HCPA, segundas-feiras, das 16-20 horas. O(a) senhor(a) sera
informado(a) sobre novas descobertas que possam influenciar a continuidade da sua
participacdo na pesquisa.

RECUSA OU ABANDONO DO ESTUDO

O(a) senhor(a) esta livre a recusar-se de participar ou abandonar o referido projeto, em
qualquer momento. Este fato nao ira interferir, em absoluto, no seu atendimento habitual no
seu ambulatério de origem.

Eu, , fui informado(a) dos
objetivos e da justificativa desta pesquisa, de forma clara e detalhada, conforme especificados
no termo de consentimento. Recebi informac¢des especificas sobre os procedimentos aos quais
serei submetido(a), bem como da utilizagdo de material biolégico para estudo. Todas as
minhas duavidas foram respondidas com clareza e sei que poderei solicitar novos
esclarecimentos a qualqguer momento. Além disso, terei liberdade de retirar meu consentimento
de participagdo na pesquisa durante o andamento da mesma.

O pesquisador certificou-me de que as
informacdes por mim fornecidas terao carater confidencial.

Fui informado(a) que todos os custos relacionados a exames diagndsticos e tratamento médico
serdo cobertos por verbas proprias do Projeto de Pesquisa.

Declaro ser de livre vontade minha participagdo nesta pesquisa.

Porto Alegre, de de 200__.

Assinatura dos participantes:

PACIENTE

TESTEMUNHA (nos casos especiais)

INVESTIGADOR

COORDENADOR DO PROJETO




ANEXO 2:
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Grupo Controle

Projetos de Pesquisa — G.P.P.G: 07-291, 07-405, 07-406, 07-407, 07-408, 07-467, 07-468, 07-
529

Ficha#

Paciente:

Investigadores responsaveis: Alexandre de Araujo / Ana Carolina Costa Bragancga / Ana Maria
Sandri / Camila Ripoll Kappel / Leonardo Pérez Zeni / Matheus Truccolo Michalczuk / Stela
Maria Mota / Prof.Dr.Mario Reis Alvares-da-Silva.

OBJETIVOS

Convidamos o(a) senhor(a) para participar de um projeto de pesquisa, do qual fazem parte
véarios sub-projetos. O principal objetivo deste projeto € comparar diversas condi¢des clinicas
de pacientes infectados pelos virus da hepatite C (HCV) e da imunodeficiéncia humana (HIV)
com pacientes infectados apenas por HCV, apenas por HIV e com pessoas sem infeccdo por
esses virus (como o Sr (a) ). Os pacientes infectados por HCV e/ou HIV ndo poderao estar em
tratamento ou ter tido tratamento prévio. Serdo avaliados o estado nutricional, a prevaléncia
(frequéncia) de resisténcia insulinica e sindrome metabdlica, presenca de substancias no
sangue que indicam inflamacé&o, alteracdes oculares, presenca no figado e no sangue de
substancias especificas que indicam a resisténcia a insulina e apoptose (tipo de morte celular).
A avaliacédo desses fatores pode ser muito importante para melhorar, futuramente, o tratamento
dos pacientes com as condigbes supracitadas, diminuir custos hospitalares e melhorar a
evolugao clinica dos pacientes.

PROCEDIMENTOS

As consultas médicas e exames feitos na rotina habitual de atendimento do seu ambulatério
continuardo os mesmos. Pedimos a sua permissao para a utilizagdo destas informac¢des no
estudo em questdo, sendo que sé utilizaremos os resultados dos exames, seu nome
permanecerd confidencial. O (a) senhor(a) sera submetido(a) a uma avaliacdo nutricional e
uma avaliacao oftalmolégica. Também sera necessaria uma coleta adicional de sangue para
dosagem de adipocinas e endocanabindides (substancias que indicam a resisténcia a insulina),
CK-18 (indicativa de apoptose), hepcidina (substéncia que indica lesdo hepatica), além de
exames para avaliagdo de glicemia, insulina e perfil lipidico.

RISCOS

A avaliagdo nutricional ndo traz riscos. H4 riscos decorrentes da coleta de sangue em veia
periférica — mancha roxa no local e leve dor. O exame oftalmoldgico utiliza colirio que dilata a
pupila, podendo provocar borramento da visdo durante algumas horas (4 a 6 horas).

BENEFICIOS

A avaliacdo das caracteristicas j& mencionadas podera trazer informa¢cdes importantes sobre
as modificagdes no organismo trazidas pelos virus HCV e HIV, ajudando para que possamos
utilizar métodos de diagnostico menos agressivos, otimizar o tratamento e melhorar o
prognéstico dos pacientes. Nao haverd nenhum custo extra para o(a) senhor(a).

CONFIDENCIALIDADE

As informacdes geradas por esta pesquisa fardo parte do seu prontuario hospitalar. Aquelas
informacdes que ndo constarem no seu prontuario serdo mantidas no arquivo dos
pesquisadores e identificadas apenas por um nimero. Os resultados desse estudo poderdo ser



publicados em uma revista ou livro texto da area médica com a finalidade de ensinamento,
porém seu nome néo sera divulgado.

SOLICITAGCAO DE INFORMACOES ADICIONAIS

O(a) senhor(a) podera solicitar mais informacdes a respeito do estudo a qualquer momento. No
caso de qualquer davida relacionada a esse estudo o contato podera ser feito com Dr. Mario
Reis Alvares-da-Silva através do telefone (51) 9965-2322. Ou pessoalmente no Ambulatorio
GHI, na Zona 15 do HCPA, segundas-feiras, das 16-20 horas. O(a) senhor(a) sera
informado(a) sobre novas descobertas que possam influenciar a continuidade da sua
participacdo na pesquisa.

RECUSA OU ABANDONO DO ESTUDO

O(a) senhor(a) esta livre a recusar-se de participar ou abandonar o referido projeto, em
qualquer momento. Este fato nao ira interferir, em absoluto, no seu atendimento habitual no
seu ambulatério de origem.

Eu, , fui informado(a) dos
objetivos e da justificativa desta pesquisa, de forma clara e detalhada, conforme especificados
no termo de consentimento. Recebi informacgdes especificas sobre os procedimentos aos quais
serei submetido(a), bem como da utilizacdo de material biol6gico para estudo. Todas as
minhas duavidas foram respondidas com clareza e sei que poderei solicitar novos
esclarecimentos a qualquer momento. Além disso, terei liberdade de retirar meu consentimento
de participagdo na pesquisa durante o andamento da mesma.

O pesquisador certificou-me de que as
informacdes por mim fornecidas terdo carater confidencial.

Fui informado(a) que todos os custos relacionados a exames diagndsticos e tratamento médico
serdo cobertos por verbas proprias do Projeto de Pesquisa.

Declaro ser de livre vontade minha participagéo nesta pesquisa.

Porto Alegre, de de 200__.

Assinatura dos participantes:

PACIENTE

TESTEMUNHA (nos casos especiais)

INVESTIGADOR

COORDENADOR DO PROJETO







