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RESUMO

Objetivos: verificar a prevaléncia de resisténcia insulinica (RI) em portadores de
hepatite crébnica C ndo diabéticos e analisar o impacto da mesma sobre os parametros
laboratoriais e histolégicos. Sujeitos e métodos: foram incluidos no estudo 82
pacientes e amostras de sangue foram coletadas para determinagédo de glicose, perfil
lipidico, ALT, AST, ferritina, HOMA-IR, carga viral e genoétipo do VHC. HOMA-IR
superior a 2,5 foi considerado resisténcia insulinica. Resultados: RI foi observada em
27% dos pacientes e foi associada a idade, circunferéncia abdominal e indice de massa
corporea. Quando comparado a pacientes sem RI, aqueles com HOMA-IR superior a
2,5 apresentaram graus mais acentuados de fibrose hepatica e atividade necro-
inflamatéria, maiores niveis de aminotransferases e esteatose hepatica mais freqiente.
Conclusdes: E comum a presenca de RI em portadores de hepatite cronica C e esta
tem como resultado a acentuacéo da fibrose hepatica induzida pelo virus da hepatite C.
DESCRITORES: Hepatite cronica C, fibrose hepatica, resisténcia insulinica, HOMA-IR

Palavras chaves: Hepatite crénica C. fibrose hepatica. resisténcia insulinica. HOMA-IR.



ABSTRACT

Objectives: To determine the prevalence of insulin resistance (IR) in patients non-
diabetic with chronic hepatitis C and analyze the impact of insulin resistance on
laboratory and histology parameters. Subjects and methods: The study included 82
patients and blood samples were collected for glucose, lipid profile, CRP, ferritin, ALT,
AST, HOMA-IR, viral load and HCV genotype. HOMA-IR greater than 2.5 were
considered insulin resistance. Results: Insulin resistance was observed in 27% of
patients and was associated with age, waist circumference and body mass index. When
compared with patients without RI those with insulin resistance had more pronounced
stage of hepatic fibrosis and necroinflammatory activity, higher levels of
aminotransferases and liver steatosis more frequently. Conclusions: It is often the
presence of insulin resistance in patients with chronic hepatitis C and this has resulted in
the exacerbation of liver fibrosis induced by HCV.

Keywords: Chronic hepatitis C. liver fibrosis. insulin resistance. HOMA-IR.
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1 INTRODUCAO

1.1 HEPATITE CRONICA C

1.1.1 Consideracoes gerais

A infeccéo crénica pelo virus da hepatite C (VHC) é uma das principais causas
de doenca hepética cronica em todo o mundo. Estima-se que 27% dos casos de
cirrose hepatica e 25% dos casos de carcinoma hepatocelular (CHC) sejam decorrentes
da infeccédo crénica pelo VHC (1). Nos EUA, representa a principal causa de cirrose
hepatica e de indicag&o de transplante hepatico (2).

Em 2004, o Global Burden of hepatitis C Working Group, o6rgédo vinculado a
Organizacao Mundial de Saude (OMS), estimou que 2,2% da populacdo mundial, isto €&,
130 milhdes de pessoas estejam infectadas pelo VHC, com a maior prevaléncia
observada no Egito e a menor na Finlandia (3). Entretanto, taxas de prevaléncia global
variaveis tém sido relatadas nos diversos estudos (4-6). Nos EUA, de acordo com as
estimativas mais recentes 1.6% da populacdo apresentam o anticorpo contra o virus da
hepatite C (anti-HCV) (7). No Brasil, conforme dados da Organizacdo Mundial de Saude
2,5 a 4,9% da populacédo, apresentam o anticorpo contra o virus da hepatite C (8). Em
1998, Focaccia et al., verificaram a presenca do anticorpo anti-HCV em 1,42% de 1049
individuos pesquisados, residentes na cidade de S&o Paulo (9). Investigadores do
Centro de Referéncia em Hepatites Virais do Hospital Universitario da Universidade
Federal de Juiz de Fora (HU-UFJF) realizaram pesquisa espontanea do anti-HCV em
4753 individuos residentes na Zona da Mata Mineira, com idade entre 18 e 70 anos,
encontrando uma prevaléncia de 1,64%, muito semelhante aquela observada no
inquérito da Sociedade Brasileira de Hepatologia (dados nao publicados).

Nos EUA, a incidéncia anual da hepatite C tem caido dramaticamente. Em 1980,

180.000 novos casos de hepatite C aguda foram relatados, enquanto que em 2006,
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somente 19.000 casos foram registrados (7). Entretanto, € possivel que estes nUmeros
sejam subestimados uma vez que a maioria das hepatites agudas, pelo VHC, é
assintomética. A reducdo no numero de casos de hepatite aguda C é resultado,
sobretudo, da pesquisa obrigatéria do anti-HCV em potenciais doadores de sangue e
programas de assisténcia a usuarios de drogas intravenosas.

O conhecimento a respeito da hepatite cronica C tem crescido rapidamente nos
ultimos anos, com a melhor compreensédo dos aspectos ligados a virologia, patogenia e
histéria natural. O virus da hepatite C (VHC) é constituido por um genoma de acido
ribonucleico (RNA) simples, de sentido positivo, que é usado diretamente como mRNA
na sintese protéica. Pertence ao género Hepacivirus da familia Flaviridae, sendo
constituido por cerca de 9600 nucleotideos, apresentando seis genotipos principais e
uma grande variabilidade de subtipos (10, 11). No mundo, a distribuicdo dos genaotipos
€ variavel, mas prevalece o genotipo 1 na maioria dos continentes (12). No Brasil,
predomina o genotipo 1, subtipo 1b, em todas as regides. Embora na regido sul, o
gendtipo 1 também seja o mais prevalente, ha uma freqiéncia mais elevada do
genotipo 3 do que no resto do nosso pais (13).

Até 1991, e no Brasil presumivelmente até 1993, o principal modo de aquisicao
do VHC era a transfusdo de sangue e hemoderivados. Em séries historicas,
aproximadamente 10% dos pacientes submetidos a transfusdo de sangue adquiriram o
VHC (14). Atualmente, com a pesquisa obrigatéria do anti-HCV em doadores de
sangue, o risco de aquisicdo do VHC por hemotransfusdo caiu vertiginosamente, sendo
de 1 para cada 2.000.000 de unidades de sangue transfundidas (15). Com a reducéao
no namero de casos relacionados a transfusdo de sangue, o uso de drogas ilicitas tem
prevaléncia estimada entre 57 a 90%, o que demonstra a elevada transmissibilidade do
VHC por esta via (16). Por outro lado, a transmisséo sexual do VHC é baixa. Em estudo
prospectivo, que seguiu parceiros monogamicos de pacientes infectados pelo VHC, que
nao relatavam praticas sexuais de risco, nenhum caso de infeccdo pelo VHC, com a
mesma seqUéncia genética, foi identificado apdés 10 anos de seguimento (17).
Comparada com a elevada capacidade de transmisséo perinatal do virus da hepatite B
(VHB), o VHC é transmitido de modo ineficiente por esta via, com o risco estimado entre

51 a 6,7%. A transmissdo vertical do VHC é aumentada duas a trés vezes nos
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pacientes coinfectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), como resultado
da maior carga viral do VHC secundéria & imunossupressao causada pelo HIV (18, 19).
Cabe ressaltar que 9 a 27% dos portadores de hepatite cronica C ndo apresentam
modo de aquisicdo conhecido. Estes casos esporadicos, provavelmente resultam da

contaminagao por exposicao percutanea nao reconhecida (16).

1.1.2 Histéria natural

Nos ultimos anos, a histéria natural da hepatite crénica C tem sido melhor
estabelecida. Apés infeccdo aguda pelo VHC, geralmente assintoméatica, com periodo
de incubacédo de 45 dias, a evolugao para infeccao crénica ocorre em 50 a 90% dos
casos (20, 21). O VHC é capaz de desorganizar a resposta imune do hospedeiro em
seus diversos niveis, 0 que justifica a elevada taxa de persisténcia do virus apés a
infeccdo aguda (22).

Uma vez estabelecida a doenca crbnica, esta tem progressao variavel ao longo
do tempo (23). A fibrogénese € um processo complexo e dinamico caracterizado pela
deposicdo de matriz extracelular no parénquima hepatico, secundario a ativacao das
células estrelares hepaticas situadas no espaco de Disse (24). Portadores de hepatite
cronica C apresentam velocidades distintas de progressdo da fibrose hepatica. De
acordo com Poynard et al. (2001) ha trés padrdes de progressao da fibrose hepatica
induzida pelo VHC que séo: os fibrosantes rapidos, os intermediarios e os lentos ou nao
fibrosantes. Os fibrosantes rapidos desenvolvem cirrose hepatica em média 20 anos
apos a infeccao viral, enquanto nos fibrosantes lentos, tal intervalo pode ser até de 50
anos. Portanto, € légico inferir que fatores diversos ligados ao virus, ao hospedeiro ou
ao ambiente influenciariam este processo. Neste classico estudo realizado por Poynard
et al.(2001), variaveis ligadas ao hospedeiro como 0 sexo masculino, a idade superior a
40 anos no momento da infeccao pelo VHC e o consumo de alcool maior que 50 g/dia,
foram associadas, de modo independente, a progresséo da fibrose hepatica induzida

pelo VHC (25). O gendtipo e a carga viral do VHC nao parecem interferir no risco de
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desenvolvimento de cirrose hepatica. Entretanto, outros fatores tais como, a coinfecgéo
com o HIV, com o virus da hepatite B (VHB) podem acelerar a progresséo da fibrose
hepatica induzida pelo VHC (26). Geralmente, na coinfeccdo VHB-VHC h& diminuigcéo
da replicacdo do VHC, embora este permaneca dominante nesta associacao. O dano
hepético resultante da presenca simultdnea de ambos os virus é usualmente pior, com
progressdo mais rapida da fibrose hepética e maior incidéncia de carcinoma
hepatocelular (27). Estd bem estabelecido que portadores de coinfeccdo HCV-HIV
apresentam progressdo mais rapida da fibrose hepatica quando comparados a
individuos infectados somente pelo VHC (26). Recentemente, a presenca de esteatose
hepéatica (EH), resisténcia a insulina (RI) e sindrome metabdlica (SM), condi¢cdes
intimamente relacionadas entre si, também tém sido associadas com a fibrogénese

hepatica em individuos com hepatite crénica C (28, 29).

1.1.3 Hepatite cronica C e sindrome metabdlica

A sindrome metabdlica (SM) pode ser definida como um conjunto de alteracdes
metabolicas que resulta em um estado inflamatdrio crénico decorrente dos niveis
elevados de citocinas circulantes. E caracterizada pela presenca de alteragdes do
metabolismo glicémico, dislipidemia aterogénica (reducéo dos niveis de lipoproteina de
alta densidade do colesterol - HDL), hipertensédo arterial, obesidade central e disfuncao
endotelial. Configura importante fator de risco para o surgimento de doencas
cardiovasculares e diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Tem como mecanismo
fisiopatogénico principal a resisténcia insulinica que é entendida como uma
sensibilidade inadequada de determinados tecidos a quantidades fisiolégicas de

insulina plasmatica circulante (30, 31).

O diagnéstico de sindrome metabdlica pode ser estabelecido de acordo com
diversos critérios. Segundo os estabelecidos pela International Federation of Diabetes
(IDF), American Heart Association (AHA) e National Heart, Lung and Blood Institute, um

individuo é considerado portador de sindrome metabdlica caso apresente trés ou mais
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dos seguintes critérios: presséo arterial sistémica (PAS) > 130 x 85 mmHg, lipoproteina
de alta densidade (HDL) colesterol < 40 mg/dL para homens e < 50 mg/dL para
mulheres, triglicérides > 150 mg/dL, glicemia de jejum > 100 mg/dL, circunferéncia
abdominal > 90 cm em homens e > 80 cm em mulheres (niveis recomendados para a
populacdo da América do Sul e Central segundo a International Diabetes Federation)
(32).

Estima-se que 25% da populacdo adulta mundial apresenta sindrome
metabdlica. Em paises ocidentais, a sindrome metabdlica, definida pelos critérios
diagnésticos propostos pelo Adult Treatment Panel Il (ATPIIl), acomete
aproximadamente 40% da populacdo acima dos 50 anos de idade (33). No Brasil, ha
poucos estudos populacionais verificando a prevaléncia de SM, mas conforme dados
recentemente publicados por Silveira et al. a SM, segundo os critérios ATPIII, foi
detectada em 5,9% de 3.599 habitantes da cidade de Pelotas (34).

Além de representar fator de risco para doencas cardiovasculares e DM2,
estudos recentes tém associado claramente a sindrome metabdlica com a doenca
hepatica gordurosa néo alcodlica (DHGNA), sendo esta considerada a manifestacéao
hepatica da sindrome metabdlica (35, 36). A DHGNA é caracterizada por infiltracdo de
gordura no parénquima hepatico (esteatose), associada ou nao a infiltrado inflamatério,
balonizacdo de hepatdcitos e fibrose hepatica, o que configura histologicamente, a
esteato-hepatite ndo alcodlica (EHNA). Os pacientes com EHNA sdo os que
apresentam maior risco de desenvolvimento de cirrose hepatica e carcinoma
hepatocelular (37, 38). Hoje, a DHGNA representa a principal causa de doenca
hepatica cronica na América do Norte, onde acomete cerca de 30% da populacao (39).

Nos ultimos anos, diversos estudos tém demonstrado que a hepatite crénica C é
associada de modo frequente a transtornos metabdlicos tais como a obesidade,
alteracdes no metabolismo glicémico e predisposicdo ao DM2 (40-42). A esteatose
hepatica, condicdo intimamente relacionada a estas alteracbes metabdlicas, é
frequentemente observada em portadores de hepatite crébnica C. De um modo geral,
estima-se que 40 a 50% dos portadores de hepatite crénica C apresentam algum grau

de infiltracdo gordurosa do parénquima hepatico a andlise histolégica (43, 44).
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A maior frequéncia de esteatose hepética em portadores de hepatite crénica C
pode ser consequéncia de fatores ligados ao hospedeiro (sindrome metabdlica) ou
resultar da agéo direta do VHC. De acordo com Sanyal (2005) a presenca de sindrome
metabdlica foi encontrada em 90% dos pacientes com hepatite crénica C associada
DHGNA e em 35% daqueles com infec¢do cronica pelo VHC isolada (45). Portanto,
parece que a presenca de DHGNA em individuos com hepatite crénica C esta
fortemente relacionada a sindrome metabdlica.

A acao esteatogénica do VHC pode ser consequéncia da acdo citopatica do
préprio virus e parece ser dependente do genétipo, sendo mais relacionada ao tipo 3
(46). Em modelos experimentais, Perlemuter et al., (2000) demonstraram que a proteina
core do VHC inibe a atividade da proteina de transferéncia de triglicérides microssomal,
regulador chave da captacao e secrecao de particulas de lipoproteinas de muito baixa
densidade ricas em triglicérides, o que resulta no acumulo de goticulas de lipidios
intracitoplasmaticos, marcador histolégico da esteatose hepatica (47). Além disto,
outras evidéncias que também ratificam a acao esteatogénica direta do genotipo 3 € a
regressdo da esteatose hepatica com a obtencdo de resposta virolégica sustentada
apos a terapia antiviral e a relagcéo direta entre a carga viral do VHC e intensidade da
esteatose hepatica (48, 49). Por outro lado, em portadores de hepatite crénica C
genodtipo 1 a esteatose hepatica ndo parece resultar da acéo citopatica do virus, mas
provavelmente resulta de alteracdes metabdlicas (obesidade visceral e resisténcia
insulinica) relacionadas ao hospedeiro. Nestes pacientes, a intensidade da esteatose
hepatica ndo se relaciona com a carga viral do VHC e ndo ha melhora da infiltracéo
gordurosa a nivel histoloégico apods erradicacdo viral (50). Portanto, o VHC,
independente do gendtipo, ocasiona o surgimento de esteatose hepatica, mas por

mecanismos distintos.
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1.1.4 Hepatite cronica C e resisténcia insulinica

A resisténcia insulinica € um distirbio metabdlico caracterizado por
hiperinsulinemia e que tem como consequUéncias mais importantes a propensao ao
desenvolvimento de doencgas cardiovasculares e DM2 (31). Entre a populagdo branca
estima-se que 3 a 16% apresentem resisténcia insulinica, enquanto no Japao, somente
2% da populacao sao considerados portadores de resisténcia insulinica (51, 52).

A insulina é um hormdnio anabdlico que tem como acdo primaria a facilitacdo da
captacao da glicose pelos musculos, figado e tecido adiposo. Adicionalmente, a insulina
regula a lipdlise e a producao hepéatica de glicose. A resisténcia insulinica pode entédo
ser compreendida como uma menor resposta destes tecidos a quantidades fisioldgicas
de insulina plasmatica circulante, o que resulta em uma captacdo inadequada de
glicose (31). Pode surgir em decorréncia de transtornos genéticos ou metabdlicos,
sobretudo a obesidade visceral (53).

Para determinacdo da resisténcia insulinica ha diversas técnicas descritas na
literatura, entretanto, ndo ha recomendacédo formal quanto ao melhor método a ser
utilizado na pratica clinica. O HOMA-IR (Homeostasis Metabolic Assesment for Insulin
Resistance) € uma forma indireta de avaliacdo da RI que tem boa correlacdo com a
medicdo da sensibilidade a insulina obtida por técnica de clampeamento euglicémico
/hiperinsulinémico, método considerado padrdo ouro. O HOMA-IR baseia-se nas
dosagens de insulina sérica basal e da glicemia apos jejum de 12 horas. Embora
amplamente utilizado na prética clinica, ndo existe consenso sobre qual nivel de
HOMA-IR representa de forma confiavel a presenca de resisténcia insulinica (54). No
Brasil, em estudo populacional realizado por Geloneze et al., (2009) o nivel de HOMA-
IR igual ou superior a 2,7 foi o que melhor se correlacionou com a presenca de
resisténcia insulinica (55).

E sabido que a cirrose hepética independente do agente causal constitui fator de
risco para o surgimento de DM2. De acordo com Hickman & Macdonald (2007), 96% e

hY

30% dos pacientes com cirrose hepética tém intolerancia a glicose e DM2,
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respectivamente (56). O diabetes mellitus que surge como consequéncia da cirrose
hepética é habitualmente denominado de diabetes hepatdégeno. O figado desempenha
papel importante na manutencdo dos niveis glicémicos normais, uma vez que atua
tanto na gliconeogénese quanto na glicogendlise. Embora o mecanismo ndo seja
totalmente elucidado é provavel que o diabetes hepatdgeno surja como resultado do
aparecimento de resisténcia insulinica, com menor extragédo hepética de insulina ou por
disfuncao das células pancreaticas do tipo beta (57).

De acordo com estudos existentes na literatura, é provavel que especificamente
o VHC induza resisténcia insulinica e predisponha ao desenvolvimento de DM2, mesmo
na auséncia de fibrose hepatica avancada. Hui et al.(2003), demonstraram que
portadores de hepatite cronica C sem fibrose hepéatica significativa apresentaram niveis
maiores de insulina, HOMA-IR e peptideo C quando comparados a individuos sadios
pareados por parametros metabolicos (28). Portadores de hepatite crénica C, que
obtiveram resposta viroldgica sustentada apés terapia antiviral, apresentaram menor
chance de desenvolvimento de DM2 e alteracfes glicémicas, quando comparados aos
nao respondedores (58, 59). Portanto, tais estudos demonstram de modo indireto a
relacéo causa-efeito entre infec¢éo cronica pelo VHC e resisténcia insulinica.

Em 1994, Alisson et al., foram os primeiros a identificar uma possivel associacao
entre o VHC e DM2. Tais autores incluiram no estudo, de forma consecutiva, 100
portadores de cirrose hepética de etiologia variada em fila de transplante hepatico. A
presenca de DM2 foi observada em 50% dos 34 pacientes cuja etiologia do
comprometimento hepatico foi o VHC e em somente 9% daqueles em que a cirrose
hepatica foi causada por outros agentes que ndo o VHC (60). A partir de entdo
diversos estudos buscando verificar a associacdo entre DM2 e VHC foram publicados
(61, 62). Wang et al., (2007) seguiram 4598 individuos entre 1997 e 2003, sendo 812
portadores de hepatite cronica C. Durante o periodo do estudo, 474 novos casos de
DM2 foram diagnosticados. Foi possivel demonstrar, ap6s analise multivariada, que
idade, obesidade ou sobrepeso e infeccdo pelo VHC foram associados de modo
independente ao surgimento do DM2 (42). De acordo com Mehta et al.,, (2000)
portadores de hepatite crénica C com idade superior a 40 anos apresentam risco 3.77

vezes maior de surgimento de DM2 (63). Portanto, parece haver evidéncias suficientes
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gue comprovam a associacdo entre VHC e desenvolvimento de resisténcia insulinica e
DM2.

Embora os mecanismos envolvidos no surgimento da Rl em portadores de
infeccéo cronica pelo VHC ainda nao estejam plenamente esclarecidos, a modificagéo
das vias de sinalizacdo da insulina pelas proteinas virais, o processo inflamatério
cronico resultante da infeccdo pelo VHC, com superproducdo de fator de necrose
tumoral (TNF), que resulta na fosforilagdo de residuos da serina do insulin substrate
receptor -1 (ISR-1), a menor expressdao de genes relacionados ao metabolismo da
glicose e finalmente, a degradacdo de substratos de receptores de insulina sao
justificativas atualmente aventadas (64, 65). Além disso, estudos tém suportado o
conceito de que estados inflamatérios crénicos predispdem ao desenvolvimento de
resisténcia insulinica. A hepatite crénica C € um processo inflamatorio crénico do
figado, no qual hd um aumento de citocinas pro-inflamatorias circulantes, tais como o
fator de necrose tumoral (TNF) e a interleucina 6 (IL-6), os quais podem, por si s0,

desencadear ou potencializar a resisténcia insulinica (66).

1.1.4.1 Hepatite crénica C e resisténcia insulinica: relacdo com a progresséao da fibrose

hepatica

Nos ultimos anos, as inter-relacdes entre Rl e hepatite cronica C tem sido alvo de
diversos estudos. Especula-se que portadores de hepatite crébnica C com resisténcia
insulinica apresentam maior progressao da fibrose hepatica. Estudos tém demonstrado
uma correlacdo direta entre o grau de Rl e a intensidade da fibrose hepatica em
portadores de hepatite cronica C. Trabalho publicado por Hui et al. 2003, no qual foram
incluidos 260 portadores de hepatite crénica C, ndo diabéticos, indices elevados de
HOMA-IR foram associados de modo independente a fibrose hepatica avancada e a

acelerada progresséao da fibrose hepética. (28).
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Os mecanismos subjacentes pelos quais a resisténcia insulinica agrava a fibrose
hepética ainda estdo por ser plenamente esclarecidos. A resisténcia insulinica é um
fator patogénico importante para o desenvolvimento da esteatose hepatica pois deflagra
uma cascata de eventos que resulta em liberacao excessiva de 4cidos graxos livres em
direcdo ao parénquima hepatico. Quando a captacdo de Aacidos graxos livres
provenientes do plasma e a sintese "de novo" destes produtos supera a capacidade de
oxidacao e exportacdo do hepatécito sob a forma de triglicerideos, estes se acumulam
no parénquima hepatico, originando a esteatose hepatica. De acordo com Leandro et
al., em metanalise publicada em 2006 na qual foram analisados dados individuais de
3068 pacientes de cinco diferentes paises, foi demonstrado que a esteatose hepética é
associada a atividade inflamatoéria e acelera a progressao da fibrose hepatica induzida
pelo VHC. A esteatose hepatica pode facilitar o desenvolvimento de fibrose hepatica
através da geracdo de estresse oxidativo resultante do acumulo de lipidios no
hepatdcito, que leva a uma maior secre¢do de citocinas inflamatorias, formagéo de
espécies reativas de oxigénio e ativacdo de células estreladas hepaticas, etapa
fundamental para o inicio da fibrogénese hepéatica (67).

E possivel que a relacdo entre RI e fibrose hepatica induzida pelo VHC n&o seja
necessariamente direta. Fatores que promovem a Rl poderiam ser responsaveis pela
progressdo da fibrose hepatica (67). Na sindrome metabdlica, onde se observa um
nivel elevado de citocinas pro-inflamatorias, estas podem atuar sobre o parénquima
hepatico e desencadear o processo de fibrogénese hepatica. Entre estas citocinas, a
leptina parece desempenhar importante papel (68).

Além de acentuar a fibrose hepatica induzida pelo VHC, a RI também parece
facilitar o surgimento de neoplasias, embora as citocinas especificas envolvidas neste
processo e 0s mecanismos subjacentes ainda ndo estejam completamente elucidados.
Estudos tém demonstrado que portadores de hepatite crobnica C e DM2 apresentam

maior chance de surgimento de carcinoma hepatocelular (69).
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1.1.4.2. Hepatite cronica C e resisténcia insulinica: relacdo com terapia antiviral

Atualmente, com a terapia SOC (standard of care) que inclui o uso de Interferon
peguilado e ribavirina, 40 a 50% dos portadores de hepatite crénica C obtém resposta
viroldgica sustentada (RVS). Em portadores de hepatite cronica C, diversos fatores
podem influenciar a probabilidade de RVS, entre estes, se destaca o gendtipo, a carga
viral e a cinética viral (70-72). Mais recentemente, Romero-Gomez et al., (2005)
demonstraram que a Rl influencia a chance de resposta virol6gica sustentada (RVS) em
portadores de hepatite crénica C genoétipo 1 submetidos a terapia com interferon
peguilado e ribavirina. A resposta virolégica sustentada foi de 60% naqueles com
HOMA-IR inferior a 2 e de 32% nos pacientes com HOMA-IR superior a 2 (73).
Corroborando a acéo indutora de resisténcia insulinica do VHC, os mesmos autores
observaram que a obtencdo de resposta virologica sustentada apds o tratamento €&
capaz de restabelecer a sensibilidade a insulina (58).

No entanto, ndo se conhece de forma clara como a RI interfere na chance de
RVS ap0s terapia antiviral. Nado se sabe se a RI interfere per se ou se atua de modo
indireto proporcionando resisténcia viral. Os mecanismos fisiopatolégicos de resisténcia
ao interferon induzida pela RI ndo estdo ainda completamente elucidados. A existéncia
de processo inflamatorio e infiltracdo macrofagica ao nivel do tecido adiposo ocasiona o
aumento de citocinas circulantes, em particular, da interleucina 6 (IL6). Isto provocaria
um aumento do SOCS (Supresseur of cytokines Signaling), sobretudo do SOCS 3,
responsavel por determinar resisténcia a insulina e inibir o efeito terapéutico do
Interferon ao nivel das vias intracelulares (janus kinase 1) JAK 1 e (signal transducer
and activator of transcription) STAT 1 e 2, o que poderia justificar uma menor resposta
ao tratamento antiviral (74, 75).

A associacdo entre resisténcia insulinica e hepatite cronica C é de
reconhecimento relativamente recente e a maioria dos estudos ja publicados foi
realizado na América do Norte e Europa. No Brasil, cuja populagéo é distinta do ponto

visto étnico e genético, ndo ha trabalhos que tenham determinado a prevaléncia da
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resisténcia insulinica em portadores de hepatite cronica C, nem tampouco as suas
consequéncias. Devido a isto, foi proposto a realizagdo deste estudo, visando obter
melhor conhecimento desta intrigante relacdo e trazer subsidios para a implementacao
de estratégias que possam contribuir para um melhor conhecimento da histéria natural
da hepatite cronica C e melhorar as taxas de resposta ao tratamento antiviral na

populacéo brasileira.
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2 OBJETIVOS

Em portadores de hepatite crénica C, virgens de tratamento e ndo diabéticos

determinar:
. A prevaléncia da resisténcia insulinica.
. Os fatores associados ao surgimento da resisténcia insulinica.
. O impacto da resisténcia insulinica sobre os parédmetros laboratoriais e

histologicos da infecgcdo crbnica pelo virus da hepatite C.
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3 CASUISTICA E METODO

3.1 Desenho do estudo

Estudo observacional e transversal com inclusdo prospectiva dos dados. Os
pacientes foram incluidos no estudo apos aprovacéo do projeto pelo Comité de Etica
em Pesquisa do Hospital Universitario da Universidade Federal de Juiz de Fora e
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

3.2 Casuistica

Portadores de hepatite cronica C (RNA-HCV positivo), ndo diabéticos, atendidos
no Centro de Referéncia em Hepatites do Hospital Universitario da Universidade
Federal de Juiz de Fora (HU-UFJF) no periodo de janeiro de 2009 a agosto de 2010,
gue concordaram em participar do protocolo de avaliacdo e assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.

Foram excluidos do estudo pacientes com antigeno de superficie do Virus da
Hepatite B (HBsAQ) positivo, infeccdo pelo virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV | e
II), doenca renal crbnica (creatinina sérica superior a 1.5 mg/dL), portadores de
diabetes mellitus 1 e 2, cirrose hepatica descompensada e consumo de etanol superior
a 20 gramas de etanol/dia (mulheres) e 40 gramas/dia (homens) no ultimo ano, assim

como os pacientes submetidos a tratamento antiviral prévio para a hepatite crénica C,
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3.3 Método

Os pacientes incluidos no estudo ap6s observancia dos critérios de incluséo e
exclusdo foram submetidos a avaliagédo clinica (anamnese e exame fisico) e coleta de
amostras de sangue para a realizacdo de exames laboratoriais. Todos 0s pacientes
com RNA-HCV qualitativo sérico positivo submeteram-se a bidpsia hepatica, exceto os
gue apresentavam alguma contra-indicacdo a realizacdo da mesma (RNI > 15 e
contagem de plaquetas inferior a 50.000 células/mm®) Pacientes com evidéncias
clinicas de cirrose hepética caracterizados pela presenca de estigmas de insuficiéncia
hepatica, antecedentes de ascite, hemorragia digestiva alta, encefalopatia hepatica,
dados laboratoriais (coagulopatia, hipoalbuminemia), de imagem (demonstrando sinais
de doenca parenquimatosa cronica do figado) e endoscopia digestiva alta revelando
varizes esofagicas, foram considerados como tendo F4 (grau de fibrose 4), caso a

bidpsia ndo tenha sido realizada.

As seguintes variaveis foram analisadas:

3.3.1 Variaveis Demograficas, epidemiolédgicas e antropométricas

O sexo, a idade no ano de realizacédo da biopsia hepatica e o modo de aquisicéo
da infeccdo, se por transfusdo de sangue (antes de 1993), ou pelo uso de drogas
intravenosas, ou ainda, por contato sexual, por tatuagens, acupunturas e cirurgias.
Pacientes sem fator de risco identificavel foram considerados como tendo causa
indeterminada. O consumo de etanol (quantificado em gramas/dia), a pressao arterial
(mmHg), o peso (kg), a altura (cm), o indice de massa corporea (IMC= peso dividido

pela altura ao quadrado) e a circunferéncia abdominal (cm) também foram registrados.
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3.3.2 Variaveis Laboratoriais

Foram obtidas amostras de sangue para avaliagcdo hematoldgica e bioquimica,
em até trés meses antes ou depois da realizacdo da biopsia hepatica. Os pacientes
foram instruidos a manter jejum de doze horas para coleta de sangue. As analises
bioquimicas e hematolégicas foram realizadas no laboratorio central do Hospital
Universitario da Universidade Federal de Juiz de Fora (Unidade Santa Catarina). Os
niveis de insulina de jejum, o HOMA-IR e a dosagem da proteina C reativa ultra-
sensivel foram executados no laboratério Cortes Villela (Juiz de Fora). Os exames de
biologia molecular (RNA-HCV qualitativo, RNA-HCV quantitativo, genoétipo do VHC)
foram determinados no laboratorio NUPAD (nlcleo de apoio ao diagnostico) da
Universidade Federal de Minas Gerais.

Testes Bioquimicos:
- Bilirrubina total e fracdes.

- Atividade de protrombina (anormal se inferior a 70%) e a relacdo normatizada

internacional (RNI) que sera considerada anormal se superior a 1.4.
- Albumina: seré considerada anormal se inferior a 3,5 g/dL.

- Triglicérides

- Colesterol total e fracdes

- Glicemia de jejum

- Insulina de jejum

- Ferritina sérica

- Proteina C reativa ultra-sensivel

- Indice de resisténcia insulinica (HOMA-IR) calculado da seguinte forma:

glicemia de jejum (mmol/L) X insulina de jejum (mil/L) [/ 22.5).
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Testes sorolégicos e moleculares da hepatite C:

- Determinacdo do anticorpo anti-HCV realizado por teste de imunoensaio
(ELISA) de terceira geragao;

- RNA-HCV qualitativo e quantitativo realizada pela técnica de transcricdo
reversa — reagao em cadeia da polimerase. Foi considerada elevada a carga viral

do virus da hepatite C superior a 400.000 Ul.

- Genotipo do VHC através da técnica da reacdo em cadeia da polimerase —
sequenciamento do &cido ribonucléico. Para a andlise estatistica, os genétipos
foram divididosem 1 e ndo 1 (2 e 3).

3.3.3 Variaveis histologicas

A biopsia hepatica foi indicada em todos os pacientes com RNA-HCV detectavel no
soro, independente do nivel de aminotransferases. Foram consideradas contra-indicacdes
para a realizacdo da mesma: atividade de protrombina < 50%, plaquetas < 50.000/mm? e
niveis de hemoglobina inferiores a 9g/dL. As bidpsias hepaticas foram realizadas por
profissional experiente, utilizando-se agulha de Tru-Cut. As amostras obtidas foram fixadas
em solucao de formol al0%. Todas as laminas de biopsia hepatica foram analisadas pelo
mesmo patologista, experiente em patologia hepética e ndo conhecedor dos dados clinicos
do paciente. Mediante a obtencdo de fragmentos adequados (pelo menos 10 espacgos-
porta) de tecido hepatico, foi realizada a analise semi-quantitativa do grau de fibrose e

atividade inflamatdria periportal baseada na classificacdo de METAVIR (76).
Grau de fibrose hepatica (estadiamento) foi classificado da seguinte forma:
FO. Auséncia de fibrose;
F1.Fibrose periortal sem septos;

F2. Fibrose periportal e raros septos;
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F3. Fibrose periportal e numerosos septos sem cirrose;
F4. Cirrose.

A atividade inflamatéria periportal/perisseptal (APP) foi classificada da seguinte

forma:
A0. Atividade inflamatdria ausente;
Al. Atividade inflamatdria leve;
A2. Atividade inflamatéria moderada
A3. Atividade inflamatdria intensa

Para a analise dos dados, a atividade inflamatdria periportal (APP) foi categorizada
em: graus menos intensos (graus 0 e 1) e mais intensos (graus 2 a 3) e a fibrose em
estadio inicial (graus 0 e 1) e avancado (graus 2 a 4). Os pacientes com contra-indicacdo a
realizacdo da biopsia hepatica, mas com evidéncias clinicas, laboratoriais, de imagem ou
endoscopicas compativeis com cirrose hepatica foram assim considerados (F4). Nestes

pacientes ndo sera possivel a determinacdo da APP.

Com relacdo a analise histolégica verificou-se ainda a presenca ou ndo de
esteatose hepatica (EH) (qualitativa) e a intensidade da esteatose (quantitativa) que foi
classificada de acordo com critérios de Brunt et al. (2001) em: grau 0 <5 %; grau 1: 5 a
33%; grau 2: 33 a 66%; grau 3 = superior a 66% (77).

3.3.4 Diagnostico de sindrome metabdlica

O diagnostico de sindrome metabdlica foi estabelecido conforme os critérios
estabelecidos pela International Federation of Diabetes (IDF) e American Heart

Association (AHA) e National Heart, Lung and Blood Institute: pressao arterial sistémica
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(PAS) maior que 130 x 85 mmHg; lipoproteina de alta densidade (HDL) colesterol
menor que 40 mg/dl para homens e menor que 50 mg/dl para mulheres; triglicérides
maior que 150 mg/dL; glicemia de jejum superior a 100 mg/dL; circunferéncia abdominal
maior que 90 centimetros em homens e maior que 80 centimetros em mulheres (niveis
recomendados para a populagdo da América do Sul e Central segundo a IDF) (32) .
Foram considerados portadores de SM aqueles que apresentaram trés ou mais dos

critérios acima mencionados.

3.3.5. Diagnostico de resisténcia insulinica

Foi considerado portador de resisténcia insulinica aquele individuo com HOMA-
IR igual ou superior a 2,5. Para a analise estatistica dois grupos foram formados.
Portadores de hepatite cronica C com HOMA-IR<2,5 e portadores de hepatite crénica C
com HOMA-IR = 2,5.

3.4 Andlise Estatistica

Para a analise estatistica, utilizou-se o programa SPSS versdo 15.0 para
Windows (SPSS Chicago IL USA). As variaveis numéricas foram expressas por média,
desvio padrdao e mediana, quando adequado. As variaveis categoricas expressas como
freqiéncia absoluta (n) e relativa (%). Na analise estatistica de variaveis categoricas,
aplicamos os testes de Qui-quadrado e exato de Fisher, quando necessario. Para
comparacao de variaveis numeéricas entre dois grupos foram utilizados os testes “t” de
Student e o de Mann-Whitney. Foi adotado o nivel de significancia de 0,05 (a = 5%).

Niveis descritivos iguais ou inferiores a esse valor foram considerados significantes.
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4 CONCLUSOES

Os resultados deste estudo permitiram as seguintes conclusoes:

1. Em portadores de hepatite cronica C ndo diabéticos, a resisténcia insulinica,
definida pela presenca de HOMA-IR superior a 2,5, é frequente e esteve
presente em mais de um quarto do total dos pacientes estudados.

2. A resisténcia insulinica foi associada com idade, circunferéncia abdominal e
indice de massa corporea. Fatores ligados ao virus, como a carga viral e o
genotipo, ndo se associaram com resisténcia insulinica.

3. A presenca de resisténcia insulinica foi associada a graus mais avangados de
fibrose hepatica e a maior atividade inflamatoria, laboratorial e histologica,
guando comparados com 0s pacientes sem resisténcia insulinica. Observou-se
ainda que a presenca de esteatose hepatica é mais prevalente em individuos

com resisténcia insulinica.
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APENDICE A — Questionario

Nome: Idade: Sexo: ( )M ( )F GF:
Infeccdo: ( )HCV  Tempo infecgdo HCV: forma contaminagéo
Peso: Altura: IMC: CA

Consumo de &lcool: ( )sim ( )ndo Quantidade/tempo:

Critérios para diagndéstico de sindrome metabdlica:

Parametro Data Data
Pressdo arterial sisttmica
HDL colesterol
Triglicérides
Glicemia de jejum
C. abdominal

Caracteristicas laboratoriais:

Parametro Data Data

Triglicérides

Colesterol Total

HDL

LDL

Glicemia de jejum

ALT

AST

GGT

AP

Albumina

Carga viral do HCV

Genotipo do HCV

PCR

Ferritina

HOMA-IR

Parametros histolégicos:
Data de biopsia hepatica:

APP
Fibrose
Esteatose
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APENDICE B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Departamento de Clinica Médica Servico de Gastroenterologia
Pesquisador Responséavel: Aécio Flavio Meirelles de Souza
Enderecgo: Avenida Bardo do Rio branco, 2679 sala 605

CEP: 36010012— Juiz de Fora — MG

Fone: (32) 32158200

E-mail: aecio.meirelles@gmail.com

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Senhor (a) esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da
pesquisa “Prevaléncia e impacto da Sindrome metabdlica em portadores de Hepatite C
cronica”. Neste estudo pretendemos verificar a freqiéncia de sindrome metabdlica
(obesidade, alteracao dos niveis de colesterol, triglicérides e glicose) em pacientes com
hepatite C crbnica e analisar as consequéncias destas alteracfes sobre a sua hepatite.
O motivo que nos leva a estudar esse assunto é individuos com hepatite C crénica tem
mais frequentemente sindrome metabodlica associada e parece que esta pode
intensificar as alteracdes do virus da hepatite C sobre o figado. Para este estudo
verificaremos se vocé apresenta sindrome metabdlica (verificagdo do peso, altura,
circunferéncia abdominal e alteracbes da glicose, colesterol e triglicérides). Os
pacientes considerados como tendo sindrome metabdlica serdo comparados com
pacientes sem sindrome metabdlica quanto as alteracdes laboratoriais e do tecido
hepatico. Os exames de sangue necessarios para o estudo serdo os habitualmente
realizados para o acompanhamento de sua doenca durante as visitas no ambulatério.
Somente dois exames (insulina de jejum) serdo realizados fora da sua rotina
laboratorial. A coleta de sangue sera realizada em uma das veias do antebraco, com
material descartavel, podendo causar desconforto semelhante a uma injecdo na veia e
em alguns casos deixar uma mancha roxa, que habitualmente melhora em algumas
horas ou poucos dias. O tecido hepatico (parte do figado para analise) serd obtido

através da realizacdo de bidpsia hepatica. Esta sera realizada apds sua assinatura de
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termo de consentimento proprio para realizacdo da biopsia hepatica. Além disso, a
bidpsia hepética sera realizada conforme a rotina do servico caso haja necessidade
para investigacdo da hepatite C. Para participar deste estudo vocé nado ter& nenhum
custo, nem recebera qualquer vantagem financeira. Ndo ha nenhuma previsdo de
ressarcimento de custos aos participantes do estudo uma vez que 0S pacientes
incluidos no estudo nao terdo custo algum.

Vocé sera esclarecido (a) sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara
livre para participar ou recusar-se a participar. Podera retirar seu consentimento ou
interromper a participagdo a qualquer momento. A sua participagdo € voluntéria e a
recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade ou modificacdo na forma em
gue é atendido pelo pesquisador

O pesquisador ir4 tratar a sua identidade com padrbes profissionais de sigilo
respeitando os principios da confidenciabilidade e privacidade.

Os resultados da pesquisa estarédo a sua disposicao quando finalizada. Seu nhome ou o
material que indigue sua participacédo nao sera liberado sem a sua permissao.

O (A) Sr (a) nao sera identificado em nenhuma publicacdo que possa resultar deste
estudo.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma copia
sera arquivada pelo pesquisador responsavel, no Centro LOCAL DO ESTUDO e a outra
sera fornecida a vocé.

N&do havera riscos, se por ventura houver, sera ressarcido pelo pesquisador

responsavel,
Eu, , portador do documento de
Identidade fui informado (a) dos objetivos do estudo “NOME

DO ESTUDO”, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que a
gualguer momento poderei solicitar novas informagdes e modificar minha decisdo de
participar se assim o desejar.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma copia deste termo de
consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as

minhas duavidas.
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Juiz de Fora, de de 20 .

Nome Assinatura participante Data
Nome Assinatura pesquisador Data
Nome Assinatura testemunha Data

Em caso de davidas com respeito aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera
consultar o

CEP HU - ComITE DE ETica EM PESQuIsA HU/UFJF

HOSPITAL UNIVERSITARIO UNIDADE SANTA CATARINA

PREDIO DA ADMINISTRAGAO SALA 27

CEP 36036-110

E-mail: cep.hu@ufjf.edu.br
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RESUMO

Objetivos: Em portadores de hepatite cronica C ndo diabéticos, verificar a prevaléncia
de resisténcia insulinica (RI) e analisar a associacdo da mesma com 0s parametros
laboratoriais e histolégicos. Sujeitos e métodos: foram incluidos no estudo 82
pacientes e amostras de sangue foram coletadas para determinacéo de glicose, perfil
lipidico, alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), ferritina,
HOMA-IR, carga viral e genotipo do VHC. HOMA-IR superior a 2,5 foi considerado
resisténcia insulinica. Resultados: RI foi observada em 27% dos pacientes e foi
associada a idade, circunferéncia abdominal e indice de massa corporea. Quando
comparado a pacientes sem RI, aqueles com HOMA-IR superior a 2,5 apresentaram
graus mais acentuados de fibrose hepatica e atividade necro-inflamatéria, maiores
niveis de aminotransferases e esteatose hepéatica mais frequiente. Conclusdes: E
comum a presenca de Rl em portadores de hepatite crénica C e esta se associa com

graus mais avancados de fibrose hepatica induzida pelo virus da hepatite C.

DESCRITORES: Hepatite crénica C, fibrose hepatica, resisténcia insulinica, HOMA-IR.
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ABSTRACT:
Objectives: To determine the prevalence of insulin resistance (IR) in non-diabetic
patients with chronic hepatitis C and to verifie the association of IR with laboratory
parameters and histology. Subjects and methods: Eighty-two patients had serum
analyzed for glucose, lipid profile, C-reactive protein (CRP), ferritin, alanine
aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), HOMA-IR, viral load and
HCV genotype. Patients with HOMA-IR levels >2.5 were considered to have insulin
resistance. Results: IR was observed in 27% of patients and was associated with age,
waist circumference and body mass index. IR were more likely to have more advanced
hepatic fibrosis and necroinflammatory activity, higher levels of aminotransferases and
liver steatosis than patients without IR. Conclusions: Insulin resistance is often present
in patients with chronic hepatitis C and this is associated with more advanced HCV-

related hepatic fibrosis.

KEYWORDS: Chronic hepatitis C, liver fibrosis, insulin resistance; HOMA-IR.
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[. INTRODUCTION

Chronic hepatitis C virus (HCV) infection is the main cause of death due to liver
disease worldwide, being one of the main reasons for liver transplantation. Recent
estimates indicate that 2.2% of the world population (130 million people) are infected
with HCV (1). Data from the Brazilian Hepatology Society derived from Brazilian blood
donors have shown the prevalence rate of HCV infection to be 1.1% and with higher
rates in the North and lower rates in the South. (2)

Acute infection with HCV is most often asymptomatic; 50-85% of these patients
ultimately develop chronic hepatitis (3) and 20-30% of HCV patients developed cirrhosis
after 20-30 years of disease (4). In a recent study, John-Baptiste et al., reported that
14.8% of individuals who acquired HCV infection through intravenous drug use
developed cirrhosis 20 years after being infected (5). The rate of progression to cirrhosis
is the most important factor in the natural history of HCV infection. Once cirrhosis
develops, complications due to portal hypertension account for HCV-related morbidity
and mortality. Since most patients with HCV-related chronic hepatitis do not develop
cirrhosis, it is logical to infer that host-related and virus-related factors must play a role in
the progression to cirrhosis. In a landmark study from 2001 study by Poynard et al.,
host-related variables, such as male sex, age at the time of infection and excessive
alcohol intake were independently associated with progression of HCV-induced liver
fibrosis (6). In recent years, other factors, such as co-infection with the human
immunodeficiency virus (HIV), insulin resistance (IR) and hepatic steatosis, have also
been linked to progression of hepatic fibrosis (7-10). In 2003 Hui et al, studied 260

patients with HCV-related chronic hepatitis and found that the Homeostasis Model
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Assessment of Insulin Resistance (HOMA-IR), a marker of insulin resistance (IR), was
independently associated with advanced fibrosis (8).

IR has been increasingly recognized and its association with the metabolic
syndrome (MS) — characterized by central obesity, dyslipidemia, abnormalities in
glycemic control and arterial hypertension (11) — are well established, and probably
represent the main pathogenetic mechanism. The MS has been increasingly recognized
in the hepatology literature. Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is one of the most
common liver diseases in the western world and considered the hepatic manifestation of
the MS, is, and linked to the development of liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma
(12). Because insulin primarily facilitates glucose uptake by muscle, liver, and adipose
tissue, IR is felt to be due to decreased responsiveness of these tissues to physiological
amounts of circulating plasma insulin (13). This may be due to genetic predisposition or
acquired metabolic disorders, chiefly visceral obesity (14).

Patients with chronic liver disease and cirrhosis in particular are known to be
prone to IR. However, chronic HCV infection may induce IR, regardless of the presence
of liver cirrhosis. Hui et al. demonstrated that patients with chronic HCV hepatitis without
liver fibrosis had increased levels of insulin, HOMA-IR and peptide C compared with
metabolically matched healthy individuals (8). Two other studies have indirectly
demonstrated the cause-effect relationship between chronic HCV infection and IR.
Patients with HCV-related hepatitis who had sustained virologic responses after antiviral
therapy were less likely to develop type 2 diabetes mellitus (DM2) and glycemic
alterations, compared to non-responders (15,16). Although the mechanisms underlying
the development of IR in patients with HCV chronic infection have not been fully

elucidated, the following factors have been recently considered: changes to insulin
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signaling pathways due to viral proteins; chronic inflammation with overproduction of
tumor necrosis factor (TNF) and consequent phosphorylation of ISR-1 serine residues,
lower expression of the genes related to glucose metabolism, and degradation of insulin
receptor substrates (17).

Besides having higher rates of liver fibrosis progression, patients with chronic
HCV hepatitis with IR are less likely to respond to antiviral therapy (9,18,19,20). In
Brazil, no studies have determined the rate of IR in chronically HCV-infected populations
or the consequence of such association. We then aimed to assess the prevalence rate
of IR in an HCV-infected population, and the results of this association on the laboratory
and histological parameters of chronic HCV-related hepatitis. Greater knowledge about
this intriguing relationship and its impact may provide investigators to adopt strategies to
alter the natural history of chronic HCV hepatitis and improve the results of antiviral

therapy.
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II. METHODS

This was an observational and cross-sectional study, with prospective inclusion of
data. After approval of the study by the Committee of Research Ethics of the Federal
University of Juiz de Fora Teaching Hospital (HU-UFJF), informed consent was obtained
and patients were included in the study. Patients with chronic HCV hepatitis seen at the
HU-UFJF Hepatology Reference Center were consecutively enrolled, during the period
January 2010 through June 2011. Eligibility required chronic HCV infection documented
by positivity of qualitative HCV-RNA. Exclusion criteria included: previous antiviral
treatment, co-infection with hepatitis B virus (HBV) or human immunodeficiency virus
(HIV 1 and 1I), chronic renal disease, type 2 DM2, decompensated liver cirrhosis,
hepatocellular carcinoma, and average alcohol intake greater than 20g ethanol/day
(women) and 40g ethanol/day (men) during the preceding year. Enrolled patients
underwent clinical assessment (history and physical examination) and had blood
samples drawn. The following demographic, epidemiologic and clinical data were
recorded on enrollment: gender, age at the time of liver biopsy, cause of HCV (blood
transfusion, intravenous drug use, sexual intercourse, indeterminate and others, such as
inhaled drugs, acupuncture or surgery), blood pressure, weight, height, body mass index
(BMI) and abdominal circumference. Abbott reagents were used with respective
methods: serum alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST),
gamma-glutamyl transpeptidase (GGT), albumin and fasting glucose (kinetic method).
Cholesterol and triglycerides (colorimetric method). For determination of HDL cholesterol
(HDL-c), DiaSys reagent and precipitation methodology were employed and for LDL

cholesterol (LDL-c) the Friedwald formula was employed. The international normalized
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ratio of prothrombin time (INR) was determined with I1SI and PT-Fib recombinant reagent
and processed in an ACL 3000 apparatus with factory ISI. Ferritin was measured using
the DiaSys reagent and employing chemiluminescent microparticle immunoassay
methodology (CMIA). Ultra-sensitive C-reactive protein (CRP) was determined with
iimmunoturbidimetry. Hepatitis C viral load was determined using real-time polymerase
chain reaction (Abbott HCV Real Time) and HCV genotyping (Reverse transcription -
polymerase chain reaction / nucleic acid sequencing). Serum insulin levels were
determined using the microparticle enzyme immunoassay (MEIA), Abbott AXSYMR
system. The degree of IR was assessed using HOMA-IR (Homeostasis model
assessment of insulin resistance), calculated as fasting blood glucose [mmol/l] X fasting
blood insulin [mil/L] / 22.5). IR was defined when the HOMA-IR was > 2.5. Biochemical
analyses were performed at the HU-UFJF Central Laboratory; fasting insulin, HOMA-IR
and ultra-sensitive CRP were performed at the Cortes Villela Laboratory — Juiz de Fora
— MG; molecular biology assays (qualitative HCV-RNA, quantitative HCV-RNA, HCV
genotyping) were performed at the Federal University of Minas Gerais NUPAD
Laboratory. Histopathologic assessment included: stage of fibrosis and periportal
necroinflammatory activity according to the Metavir histological score (21), and the
presence of steatosis, quantified as follows: up to 5%, 5% to 33%, 33% to 66% and over
66%, according to Brunt (22). Patients with any contra-indication to undergo liver biopsy,
but with clinical, laboratory and imaging evidence of liver cirrhosis (stage 4 fibrosis) were
included. All liver biopsies were analyzed by a single pathologist with experience in liver
pathology and blinded to the patient’s clinical data.

The MS was diagnosed according to the International Federation of Diabetes

(IDF) and American Heart Association (AHA) and National Heart, Lung and Blood
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Institute criteria (23). According to the latter, the MS was diagnosed by the presence of
at least three of the following: systemic arterial blood pressure (BP) > 130 x 85 mmHg,
high-density lipoprotein (HDL) cholesterol < 40 mg/dL (men) and < 50 mg/dL (women),
triglycerides > 150 mg/dL, fasting blood glucose > 100 mg/dL, abdominal circumference
> 90 cm (men) and > 80 cm (women) (levels recommended by South and Central
America populations by the International Diabetes Federation). For analysis of the
results patients were allocated to two groups: Group | — patients with chronic HCV
hepatitis without IR, and Group Il — patients with chronic HCV hepatitis with IR.
Statistical analysis: The SPSS program (15.0 version for Windows) was used.
Numerical variables were expressed as mean * standard deviation and median, when
appropriate. Categorical variables were expressed as absolute (n) and relative (%)
frequencies. For statistical analysis of the categorical variables, chi-squared and Fisher’s
exact tests were used. For comparison of the numerical variables between the two
groups, Student’s “t” and Mann-Whitney tests were used. P values less than 0.05 (o=

5%) significance level was adopted.
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[ll. RESULTS

82 patients (mean age 51 years), being 42 (51%) men and 40 (49%) women,
were included in the study. IR and obesity were observed in 22 (27%) and 15 (18%),
respectively (Table 1). Patients with chronic HCV hepatitis and IR had higher mean age
(56.9 £ 10.1 vs. 49.7 £ 12.3; p = 0.03), larger abdominal circumference (97.8 = 11.9 vs.
87.1 £ 11.1; p = 0.04) and higher BMI (28.1 + 4.4 vs. 25.4 £ 4.1; p = 0.01) compared
with individuals without IR (Tables 1 and 2), Gender, obesity, and systemic arterial
hypertension were similar in between those patients with and without IR. The MS was
present in 24 (29%) patients; 41% In the IR group versus 25% without IR, although the
difference was not statistically significant (Table 1).

Patients with chronic HCV hepatitis and IR had higher levels of blood glucose (p =
0.004), fasting insulin (p < 0. 0001) and HOMA-IR (p< 0.0001), compared with patients
without IR. Levels of ALT (p = 0.03), AST (p< 0. 0001), GGT (p = 0.03) and INR (p =
0.02) were significantly higher and albumin levels were significantly lower (p = 0.003) in
patients with chronic HCV hepatitis and IR (Table 3). There was no association between
IR, viral load and HCV genotype. Of the 82 patients included in the study, only 2 did not
undergo liver biopsy because of coagulopathy. They were considered F4 (grade 4
fibrosis) as mentioned in the inclusion criteria. Thus 29 (36%) patients had liver fibrosis =
2, 9 with liver cirrhosis (F4). Patients with IR were more likely to have steatosis (p =
0.001) and higher grades of fibrosis (p = 0.005) and periportal necroinflammatory activity
(p = 0.04). Furthermore, patients with IR had higher rates of advanced liver fibrosis
(fibrosis =2 2) (p = 0.007) and a tendency towards higher rates of periportal

necroinflammatory activity = 2 (p = 0.08) (table 4)
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IV. DISCUSSION

Epidemiologic studies support an association between chronic HCV hepatitis and
type DM2, with the primary predisposing factor being insulin resistant (IR) (24-27).
According to Mehta et al. (2000), subjects more than 40 years of age with anti-HCV
antibodies have a 3.77 fold higher risk of developing DM2, compared with those
matched for gender, BMI and ethnicity who were anti-HCV negative (27). Although liver
cirrhosis (regardless of etiology) has been associated with the development of IR and
DM2, chronic HCV infection is reported to be more strongly related to the development
of IR when compared with chronic HBV hepatitis (26).

In our study, among the 82 analyzed patients, 22 (27%) had serum HOMA-IR
levels greater than 2.5, which is consistent with a diagnosis of IR. There is no consensus
on IR assessment and reference values among HCV carriers or even among subjects
without liver disease. Serum HOMA-IR has been used as an indirect way to measure IR,
and correlates well with insulin sensitivity per the euglycemic/hyperinsulinemic clamping
technique (28,29). Cut-off points indicators of IR from these studies range from 1.5 to
3.0 (30-34). In a Brazilian study from 2009 Geloneze et al studied 1203 patients without
diabetes and without HCV infection (35). They reported a HOMA-IR cut-off point of 2.7
for the diagnosis of IR, of, which is close to the level we used for our study. In 2008,
Moucari et al., used a HOMA-IR cut-off point of >3 for diagnosing IR and found a 32%
rate of IR in 462 non-diabetic, HCV-positive patients (31).

In our study, IR was associated with age, abdominal circumference and BMI. It is

known that age, obesity (particularly the centripetal variety), sedentary lifestyle and
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genetic predisposition are the main causes of IR in the general population (36).
Advanced age is associated with lower intracellular concentrations of glucose carriers.
These are responsible for glucose entry, especially GLUT4, one of the main insulin-
mediated glucose uptake regulators (36). Adipose tissue is no longer considered to be
merely a lipid storage compartment, but an endocrine organ, which can secrete
interleukin 6, leptin, adiponectin, insulin-like growth factor (IGF-1), and other substances
that may alter insulin sensitivity (37).

In our sample, IR patients had higher levels of blood glucose, fasting insulin and
HOMA-IR. Disordered glycemic metabolism is certainly the main consequence of IR,
justifying the higher prevalence rates of DM2 in patients with chronic hepatitis C. The
levels of total cholesterol, HDL-cholesterol, LDL-cholesterol and triglycerides were
similar in both groups. The levels of ALT, AST and GGT were significantly higher in IR
patients, which may reflect more severe inflammatory injury and the presence of
steatosis. IR patients have a greater production of inflammatory cytokines, such as IL-6,
resistin, TNF-alfa and CRP, which may promote inflammatory injury to the hepatocyte.
Furthermore, adiponectin is a potent anti-inflammatory cytokine, IR patients typically
have lower levels of this cytokine. In this study, we found a higher rate of liver steatosis
in IR patients, which may also explain the higher levels of ALT and AST. Higher levels of
GGT have been observed in subjects with hyperinsulinemia, central obesity and
hypertension (38). The lower levels of albumin and the increased INR in our study likely
represent the higher stage of liver fibrosis observed in this group, and the consequent
impairment of liver synthetic activity.

We found a significantly higher rate of hepatic steatosis between patients with IR

(74%) and those without IR (32%) which was statistically significant. IR and obesity are
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likely to activate a cascade of events leading to excessive release of free fatty acids
from the liver. When plasma uptake and “de novo” synthesis of free fatty acids overcome
the hepatocyte ability to oxidize and export them as triglycerides, the latter accumulate
in the liver parenchyma, causing steatosis (39). In this study, we observed that IR
patients had higher grades of HCV-induced liver fibrosis, compared with subjects without
IR. Several international studies have found similar results (8,10,31). Liver steatosis may
have contributed to this finding. Steatosis could facilitate the development of liver
fibrosis through generation of oxidative stress resulting from the build-up of lipids in the
hepatocyte, which leads to a greater secretion of inflammatory cytokines, formation of
oxygen reactive species and activation of liver stellate cells, fundamental to the initiation
of liver fibrogenesis (40,41). In this study, the mean necroinflammatory activity was
higher in the IR patients. Again, liver steatosis may account for this finding.

In conclusion, this study demonstrated that 27% of non-diabetic, HCV-positive
patients who were treatment naive, had insulin resistance as defined by serum HOMA-
IR levels > 2.5, and was associated with age, BMI and abdominal circumference. We
believe this to be the first Brazilian study to demonstrate that IR in chronic hepatitis C
patients is associated with higher inflammatory activity (biochemical and histological),
advanced liver fibrosis and liver steatosis. Our data corroborates that already published
for European and North American populations. IR, a potentially modifiable host-related
factor, accelerates liver fibrogenesis. Future studies are needed in which metabolic
parameters (IR) in HCV-positive patients are normalized to assess whether this strategy

can reduce HCV-induced histological injury

Disclosure: no potential conflict of interest relevant to this article was reported
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TABLES
Table 1. Demographic and anthropometric characteristics of the 82 patients analyzed,

according to the presence or absence of insulin resistance.

VARIABLES N (%) IR IR P
Absent  Present
(n=60) (n=22)

Male gender 42 (51%) 32 (53%) 10 (45%) NS

Obesity 15 (18%) 10 (17%) 5 (23%) NS

Metabolic syndrome 24 (29%) 15 (25%) 9 (41%) NS

Hypertension 39 (48%) 26 (43%) 13 (59%) NS
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Table 2. Clinical and anthropometric data of the 82 patients, according to the presence

or absence of insulin resistance (IR).

VARIABLES Mean (SD) Min-Max IR IR P
absent Present
Age (years) 50.7 (12,1) 23-79 49.7 (12,3) 56.9 (10.1) 0.03

Abdominal c. (cm) 89.7 (10,7) 59-124 87.1(11,1) 97.8(11.9) 0.04
Weight (Kg) 69.9 (12,6) 40.3-108 68.9(11.7) 72.7(14.7) NS
Height (meters) 1.64(0,1) 1.44-187 1.65(0.1) 1.61(0.1) NS
BMI (Kg/m2) 26.1(4,3) 17.7-405 254 (41) 281 (4.4) 0.01
SBP (mmHg)* 133.1 (19,6) 100-180 128(16.9) 131.1(20.9) NS

DBP (mmHg)*  85.2(12,3)  60-120  85(11.6) 85.7(14.5) NS

SBP = systolic blood pressure; DBP = diastolic blood pressure
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Table 3. Laboratory data of the 82 patients, according to the presence or absence of

insulin resistance (IR).

VARIABLES

Fasting glucose
Fasting insulin
HOMA-IR*
Triglycerides
Total Cholesterol
HDL-cholesterol
PCR

Ferritin

ALT (X URV) *
AST (x URV)
GGT (X URV) *
Albumin

INR*

Platelets (x1000)

Viral load (Ul/ml)**

Genotype 1

Mean (SD)

92.1 (12.9)
8.6 (7.0)
1.5 (1.9)

108.3 (58.6)

172.8 (37.7)
47.9 (14)
0.29 (1.3)

146.5 (168.6)
1.6 (1.6)
1.6 (0.9)
1.0 (1.4)
4.2 (0.5)
1.1 (0.3)

205 (79.9)

2,377,519

61 (77%)

Min-Max

74 - 122

0-38.9

0-10.9

28 - 385

77 - 259

21 -82

0.1-6.6

18.5 - 1000

0.2-9.1

0.3-4.7

0.1-8.1

3.3-5.7

1-34

71-418

256-37200,000

IR
absent
87.6 (10.5)
5.4 (3.1)
1.1 (0.7)
118.5 (71.3)
179.6 (31.2)
47.5 (14)

0.6 (0.8)

167.9 (136.3)

1.5 (0.7)
1.2 (0.6)
1.2 (1.4)
4.3 (0.4)
1.1 (0.1)
209.8 (72.2)
2,480,319

46 (81%)

IR
Present
96.8 (12.8)
18.1 (7.1)
4.4 (2.0)
118.7 (53.4)
178 (41.2)

43.1 (10.7)

1.1 (2.1)

199.8 (194.3)

3.0 (2.3)
2.5 (1.4)
1.4 (0.8)
4.0 (0.6)

1.2 (0.2)

171.7 (54.0)

2,118,353

15 (68%)

0. 004

<0. 0001

<0. 0001

NS

NS

NS

NS

NS

0.03

< 0. 0001

0.03

0.003

0.02

NS

NS

NS

*Mann Whitney; XxXURV = times the upper reference value **performed in 74 patients
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Table 4. Histological data of the 80 patients, according to the presence or absence of

insulin resistance (IR).

VARIABLES

Steatosis*

Liver cirrhosis***
Fibrosis (mean + SD) **
Fibrosis = 2*

PPA (mean * SD) **

PPA 2 2*

33 (42%)
09 (11%)
1,34 (1,33)
29 (36%)
1,49 (0,8)

36 (46%)

IR
absent
19 (32%)
4 (44%)
1,1(1,2)
16 (27%)
1,4 (0,8)

24 (41%)

IR P
present
14 (74%) 0, 001
5(56%) NS
2,2 (1,4) 0,005
13 (62%) 0, 004
1,9 (0,9) 0,04

12 (63%) 0,08

* Chi-squared; ** t test; PPA = peroiportal necro-inflammatory activity *** liver cirrhosis

(02 patients did not undergo liver biopsy)



