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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduagdo em Bioquimica
Fundacdo Universidade Federal do Pampa

MARCADORES INFLAMATORIOS E BIOQUIMICOS EM PORTADORES DE
HEPATITE VIRAL C AO LONGO DO TRATAMENTO COMBINADO COM
INTERFERON ALFA PEGUILADO E RIBAVIRINA

Autor: Vinicius Tejada Nunes
Orientadora: Jacqueline da Costa Escobar Piccoli
Local e Data da Defesa: Uruguaiana, 15 de setembro de 2017.

As hepatites virais representam um dos maiores problemas de salde publica no mundo e
também no Brasil devido a alta prevaléncia. Na regido Oeste do Rio Grande do Sul, os
municipios que fazem fronteira com a Argentina e o Uruguai apresentam o maior nimero de
casos notificados, sendo que no municipio de Uruguaiana, o virus da hepatite C € o mais
prevalente. A hepatite C crbnica é assintomatica na grande maioria dos casos, 0 que torna seu
diagndstico muito dificil, entretanto, exames bioquimicos de rotina sdo importantes no
monitoramento da infecgdo e do processo inflamatério no figado. O quadro de hepatite C
crbnica pode evoluir a cirrose ou a um hepatocarcinoma, levando o portador ao 6bito. O
tratamento dos portadores inclui a terapia antiviral combinada do interferon alfa peguilado e
ribavirina, medicamentos distribuidos pelo Sistema Unico de Satde (SUS). Entretanto,
pesquisas apontam que portadores da hepatite C crénica em tratamento combinado apresentam
varios efeitos adversos em nivel sistémico. Assim, o objetivo deste trabalho foi determinar
marcadores inflamatdrios e bioquimicos em portadores da hepatite C crénica que fazem terapia
combinada com interferon alfa peguilado e ribavirina. Os 43 portadores foram recrutados no
servico de referéncia do municipio de Uruguaiana (CAMMI) e submetidos a uma coleta de
sangue total em tubo EDTA (10 mL) ap6s concordarem com a participacdo no estudo. As
informagdes clinicas do portador foram obtidas através dos prontuarios dos mesmos e 0s
parametros bioquimicos e inflamatorios foram determinados através de kits comerciais. Os
resultados obtidos para os marcadores de funcdo hepatica (TGO, TGP, GGT e FAL) estdo
estatisticamente aumentados, enquanto os niveis de albumina e adiponectina estdo
significativamente diminuidos no grupo HCV em relagdo ao grupo controle. Além disso, foi
observado a melhora nos niveis desses marcadores bioquimicos ao longo do tratamento
combinado. Ja as proteinas de fase aguda e a expressao de citocinas inflamatorias encontram-se
com niveis estatisticamente aumentados no grupo HCV em rela¢do ao grupo controle, mas, ao
longo da terapia combinada hd uma reducgdo estatisticamente significativa nos niveis desses
marcadores alcancando valores semelhantes ao grupo controle. Com isso, sugere-se que ao final
da terapia combinada houve a melhora do processo inflamatério hepatico o que contribui para a
qualidade de vida do portador.

Palavras-chave: hepatite viral C, parametros bioquimicos, marcadores inflamatérios, nivel
proteinas de fase aguda, tratamento combinado.
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Author: Vinicius Tejada Nunes
Advisor: Jacqueline da Costa Escobar Piccoli
Date and Place of Defense: Uruguaiana, September, 15, 2017.

Viral hepatitis represents one of the greatest public health problems in the world and also in
Brazil due to the high prevalence. In the western region of Rio Grande do Sul, the
municipalities bordering Argentina and Uruguay have the highest number of reported cases,
and in the municipality of Uruguaiana, the hepatitis C virus is the most prevalent. Chronic
hepatitis C is asymptomatic in the vast majority of cases, which makes its diagnosis very
difficult; however, routine biochemical examinations are important in monitoring infection
and inflammation in the liver. Chronic hepatitis C can progress to cirrhosis or
hepatocarcinoma, leading to death. Treatment of carriers includes combined antiviral therapy
of pegylated interferon alfa and ribavirin, drugs distributed by the Unified Health System.
However, research indicates that patients with chronic hepatitis C in combination treatment
have several adverse effects at the systemic level. Thus, the objective of this study was to
determine inflammatory and biochemical markers in patients with chronic hepatitis C who are
taking combination therapy with pegylated interferon alpha and ribavirin. The 43 patients
were recruited at the referral service of the municipality of Uruguaiana (CAMMI) and
submitted to a collection of whole blood in EDTA tube (10 mL) after agreeing to participate
in the study. The clinical information of the carrier was obtained through the patient's medical
records, and the biochemical and inflammatory parameters were determined through
commercial kits. The results found in hepatic function markers (GOT, GTP, GGT and ALP)
are statistically increased at the time of HCV diagnosis in relation to the control group. On the
other hand, the levels of albumin and adiponectin are significantly decreased in the HCV
group compared to the control group. An improvement in the levels of these biochemical
markers was observed throughout the combined treatment. Acute phase proteins have
statistically increased levels in the HCV group compared to the control group, however,
throughout the combined therapy there is a statistically significant reduction in the levels of
these proteins reaching similar values to the control group. The expression of inflammatory
cytokines is statistically increased at the time of HCV diagnosis in relation to the control
group, and again, the combined treatment reduces their levels statistically. With this, it is
suggested that at the end of the combined therapy there was an improvement in the
inflammatory process of the liver, which contributes to the quality of life of the patient.

Keywords: hepatitis C, biochemical markers, inflammatory cytokines, acute phase proteins
levels, combination therapy.
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XV

APRESENTACAO

A presente dissertacdo foi dividida em trés partes principais. Na parte | encontram-se a
INTRODUCAO, a REVISAO BIBLIOGRAFICA e os OBJETIVOS. Os resultados que
fazem parte desta dissertacdo, assim como as se¢des material e métodos, resultados, discussdo
e referéncias, estdo apresentados sob a forma de manuscrito, no item MANUSCRITO, que
esta na parte 1l deste trabalho. O item CONCLUSAO, que apresenta interpretacdes e
comentarios gerais sobre os resultados mostrados nos manuscritos deste trabalho, encontra-se
na parte 111 desta dissertagdo, assim como o item PERSPECTIVAS, onde estio expostos 0s
possiveis estudos para dar continuidade a este trabalho, e o item REFERENCIAS, que se
refere somente as citacdes que aparecem nos itens introducdo e revisao bibliografica desta

dissertacdo.
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PARTE I

1 INTRODUCAO

As hepatites virais sdo doencgas provocadas por diferentes agentes etioldgicos, com
tropismo primario pelo tecido hepatico, que apresentam caracteristicas epidemioldgicas,
clinicas e laboratoriais semelhantes, porém com importantes particularidades. Representam
um dos maiores problemas de salde publica no mundo e também no Brasil devido a alta
prevaléncia (CONTE, 2000a; FOCACCIA 2007; MESSINA et al., 2015), ao aumento de sua
incidéncia na populacdo mundial, da alta frequéncia de evolucdo para as formas cronicas da
doenca e do seu impacto econémico para a sociedade, além de ndo ter vacinacao especifica
(LU etal., 2016).

Estimativas da Organizacdo Mundial de Saldde (OMS) indicam que,
aproximadamente, 170 milhdes de individuos estejam infectados pelo virus da hepatite C
(HCV) e que trés milhGes de novos casos ocorram a cada ano. No Brasil, segundo dados da
mesma organizacdo, 2,5% a 4,9% da populacdo encontra-se infectada por este agente (WHO,
2017). Na regido da Fronteira Oeste do Rio Grande do Sul, o municipio de Uruguaiana
apresenta maior prevaléncia da infeccdo pelo HCV. Dados da Secretaria Municipal de Saude
apontaram no ano de 2014, 376 novos casos notificados, sendo destes 56 do tipo C
(www.uruguaiana.rs.gov.br).

O HCV foi identificado por Choo e colaboradores em 1989 nos Estados Unidos e € 0
principal agente etiolégico da hepatite crbnica sendo que sua transmissdo ocorre
principalmente por via parenteral (CONSENSO SOBRE CONDUTAS NAS HEPATITES
VIRAIS B e C, 2002; MOHD et al 2013). S&o consideradas populacdes de risco elevado para
a infecgdo pelo HCV por via parenteral: individuos que receberam transfuséo de sangue e/ou
hemoderivados antes de 1993, usuérios de drogas injetaveis (cocaina, anabolizantes e
complexos vitaminicos), inalaveis (cocaina) ou pipadas (crack) que compartilham os
equipamentos de uso, pessoas com tatuagem, piercings ou que apresentem outras formas de
exposicdo percutanea (por exemplo: consultérios odontoldgicos, podélogos, manicures, etc.,
que ndo obedecem as normas de biosseguranca). A transmissdao sexual é pouco frequente e
ocorre principalmente em pessoas com multiplos parceiros e com préatica sexual de risco,

sendo que a coexisténcia de alguma doenca sexualmente transmissivel (DST) - inclusive o
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virus da imunodeficiéncia humana (HIV) - constitui-se um importante facilitador dessa
transmissédo (BRASIL, 2007; CHAYAMA et al., 2011).

A hepatite crénica é assintomatica na grande maioria dos casos, 0 que torna seu
diagnostico muito dificil. Infelizmente, as manifestaces clinicas sé aparecem quando ja ha
um alto grau de comprometimento hepatico. Na maioria das vezes, o diagnéstico precoce
ocorre nos hemocentros, a partir da triagem em doadores de sangue ou na populacdo que
realiza exames de rotina regularmente (CONSENSO SOBRE CONDUTAS NAS
HEPATITES VIRAIS B e C, 2002; CHAYAMA et a., 2011).

O diagnostico da hepatite C pode ser realizado na sequéncia de manifestac@es clinicas,
mas, na maioria das vezes, é feito de forma esporadica, no decurso da investigacdo de
alteracdes das transaminases ou de um programa de rastreamento. O diagndéstico da hepatite C
baseia-se na identificacdo do virus ou dos seus anticorpos. No seguimento clinico dos
portadores da hepatite C utilizam-se dois tipos de testes virologicos: testes sorolégicos e testes
de biologia molecular (CHAYAMA et al., 2011).

No Brasil, o Ministério da Salde (MS) distribui, desde 1999, combinacdes de
medicamentos através das Secretarias de Saude Estaduais, envolvendo um significativo
consumo de recursos para o Sistema Unico de Satde (SUS). Em 26 de junho de 2000, foi
publicado o primeiro protocolo nacional tragando as diretrizes para o tratamento da hepatite C
cronica no Brasil (BRASIL, 2000). A portaria n® 34 da SVS/MS, de 28 de setembro de 2007,
garante a populacdo o direito a este tratamento e especifica indicacdes de uso dos diferentes
esquemas, critérios de inclusdo e exclusdo para o tratamento, dosagem e posologia, duracédo
do tratamento, monitoramento da terapéutica e critérios de interrupcdo (BRASIL, 2000;
BRASIL, 2007).

A terapia antiviral dos portadores com hepatite C tem como finalidade reduzir o risco
de morbidade e mortalidade associado a infeccdo cronica, objetivando a erradicacdo do virus.
Isto significa obter uma resposta virologica sustentada (RVS) - auséncia de deteccdo de RNA
HCV no soro utilizando-se ensaio com sensibilidade de pelo menos 100 copias (50 Ul) por
mililitro que deve ser alcangada ao final do tratamento e 6 meses apds a descontinuagdo da
terapia (GRETCH, et. al., 1993; BRASIL, 2007).

O interferon alfa foi o primeiro medicamento a demonstrar atividade contra 0 HCV no
comeco da década de 1990 (PETERS, 1989; MEDEIROS-FILHO et al., 2000). Esse farmaco
€ uma citocina que compde a resposta inata do hospedeiro humano e sua utilizacéo alcangava
taxas muito baixas de RVS. Em meados da década de 90 foram desenvolvidos os interferons

alfa peguilados (PEG-INF), cuja adicdo de uma molécula de polietilenoglicol ao interferon
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alfa prolonga a acédo, eleva a velocidade de absorcdo, aumenta a meia-vida e reduz o
clearance do interferon, melhorando seu perfil farmacocinético e sua eficacia, minimizando
os efeitos adversos, com possiveis ganhos na aderéncia ao tratamento. Em meados da década
de 1990, descobriu-se que a ribavirina, um analogo da guanosina, administrada diariamente
por via oral, aumentava as taxas de resposta terapéutica sustentadas nos pacientes que
passaram a utilizar a terapia combinada (MANNS et al., 2001; MCHUTCHISON & PATEL,
2001; BRASIL, 2011).

O tratamento das formas crbnicas baseia-se na combinacdo de PEG-INF com a
ribavirina, um analogo de guanosina que interrompe o metabolismo de RNA viral. O periodo
de tratamento de 24 a 48 semanas depende do genétipo encontrado, obtendo-se um clearance
em torno de 80% para 0s gendtipos virais 2 e 3 e cerca de 40% para o gendtipo 1 (GHANY,
2009; GOWER et al., 2014). Ao longo do tratamento, o portador realiza exames
hematoldgicos, bioquimicos e quantifica a carga viral para 0 monitoramento das lesGes no
figado (MCHUTCHISON & PATEL, 2001; GOWER et al., 2014). E essencial que o portador
de hepatite C cronica compreenda 0s objetivos do tratamento e seus eventos adversos,
recebendo auxilio da equipe multiprofissional, que deve propiciar vinculo, responsabilizacéo
conjunta e suporte para evitar o abandono do tratamento (BRASIL, 2011).

Entretanto, o uso cronico do PEG-INF combinado com a ribavirina pode trazer efeitos
adversos ao portador da hepatite C, entre os quais destaca-se: mielossupresséo, neutropenia,
plaquetopenia e anemia, alteracBes gastrointestinais, dermatoldgicas, cardiovasculares,
pulmonares, renais, entre outras. Por isso, exames laboratoriais de rotina que avaliem a fungéo
de cada 6rgdo ou sistema sdo importantes no monitoramento e avaliacdo da progressdo da
doen¢a (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007; JAESCHKE, 2011).

Estudos recentes apontam que os portadores de hepatite C apresentam leses hepaticas
mais graves e prolongadas, com alteragcbes ultraestruturais mitocondriais e grande
comprometimento dos processos de fosforilizacdo oxidativa. Os mecanismos pelos quais 0
HCV causa dano celular e tecidual ainda ndo sédo totalmente compreendidos (WANG et al.,
2002; TARDIFF et al., 2005; WARIS & AHSAN, 2006).

Uma das notaveis caracteristicas do virus da hepatite C é a habilidade de evadir do
sistema imune do hospedeiro infectado. A viremia persiste em 85% - 90% dos individuos
infectados e, aproximadamente, 70% dos quais desenvolvem algum grau de lesdo hepatica
crbnica. Também héa potencial para progredir para cirrose e carcinoma hepatocelular, com
presenca de grande atividade inflamatéria que tem relagdo direta com essas graves
consequéncias (CONTE, 2000b; MARTINEZ-ESPARZA et al., 2015). Estudo publicado
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recentemente mostrou que a infeccdo cronica pelo HCV pode estar associada com
desequilibrio de citocinas inflamatorias e, estas desempenham um papel importante na
eficacia do tratamento farmacologico. A analise da expressdo de citocinas inflamatorias
durante a infeccdo pelo HCV pode auxiliar na elucidagdo dos mecanismos de interacdes
hospedeiro-HCV e identificar os preditores do tratamento combinado do interferon alfa
peguilado e da ribavirina (BELTRA & DECALUWE, 2016; LU et al., 2016).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Hepatites Virais

As hepatites virais sdo um grupo de viroses sistémicas hepatotropicas que produzem
quadros de hepatite aguda (inaparente ou sintomatica), mas que, dependendo do agente
etiologico, da carga viral e das condi¢Ges do hospedeiro, pode evoluir para hepatite cronica,
cirrose, cancer de figado e formas agudas fulminantes. Essas infeccBes virais constituem
atualmente uma relevante questdo de saude publica no Brasil e no mundo, pois distribuem-se
de maneira universal, atingindo varios segmentos da populacéo e causando grande impacto de
morbidade e mortalidade (GAZE et al., 2013; BRASIL, 2016).

As hepatites virais agudas e cronicas sdo doencgas provocadas por diferentes agentes
etioldgicos, sendo eles os virus da hepatite A, B, C, D ou E, com tropismo primario pelo
tecido hepético, apresentando caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e laboratoriais
semelhantes, porém com importantes particularidades. A distribuicdo das hepatites virais é
universal, sendo que a magnitude dos diferentes tipos varia de regido para regido. No Brasil,
também ha grande variacdo regional na prevaléncia de cada hepatite. A doenca tem um amplo
espectro clinico, que varia desde formas assintomaticas, anictéricas e ictéricas tipicas, até a
insuficiéncia hepética aguda grave (fulminante). A maioria das hepatites virais agudas €
assintomatica, independentemente do tipo de virus. Quando apresentam sintomatologia, sdo
caracterizadas por fadiga, mal-estar, nduseas, dor abdominal, anorexiae ictericia. A hepatite
cronica, em geral, cursa de forma assintomatica, mas infelizmente as manifestagdes clinicas
aparecem quando a doenca esti em estagio avangado, com relato de fadiga, ou, ainda, quando
seu desfecho é a cirrose (COSTA PASSOS, 2003; BRASIL, 2008; BRASIL, 2015;
MARTINEZ-ESPARZA et al, 2015).

Determinados virus podem se propagar de diferentes modos e circular
simultaneamente com outros na mesma localidade, configurando natureza espectral e
cambiante de transmissdo no tempo e no espaco. Isso agrega complexidade a formulacao de
propostas de prevencdo e controle para esses agravos. A versatilidade ecologica desses virus,
potencializada pelo curso subclinico ora prolongado de grande parte das infec¢des, constitui-
se em um desafio epidemioldgico (GAZE et al., 2013).
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2.1.1 Hepatite C

O virus da hepatite C (HCV) é o agente responsavel pela inflamacdo do figado cuja
progressao leva a hepatite C. Esta enfermidade constitui um dos mais importantes problemas
de saude publica mundial da atualidade pelo fato de ser uma doenca insidiosa, de proporgao
elevada para cronicidade (80% dos casos), de frequente etiologia em casos de transplante
hepatico, com potencial evolutivo para cirrose, hepatocarcinoma, baixa efetividade no
tratamento (40-50%) e auséncia de uma vacina (STRAUSS et al. 2001; LU et al., 2016). De
acordo com estimativas recentes, mais de 185 milhdes de pessoas em todo o mundo foram
infectadas com o HCV, dos quais 350.000 morrem a cada ano, sendo relevante o numero de
individuos que desconhecem sua condicdo de portadores do virus (LU et al., 2016; WHO,
2016).

A transmissdo da hepatite C ocorre principalmente por via parenteral. Entretanto, é
importante ressaltar que, em um percentual significativo de casos, nao é possivel identificar a
via de infec¢do. Sdo consideradas populacdes de risco acrescido para a infeccdo pelo HCV
por via parenteral: individuos que receberam transfusdo de sangue e/ou hemoderivados antes
de 1993, usuarios de drogas injetaveis que compartilham os equipamentos de uso, pessoas
com tatuagem, piercings ou que apresentem outras formas de exposi¢cdo percutanea
(consultérios odontoldgicos, poddlogos, manicures, etc., que ndo obedecem as normas de
biosseguranca). A transmissdo sexual € pouco frequente - menos de 1% em parceiros estaveis
- e ocorre principalmente em pessoas com multiplos parceiros e com pratica sexual de risco,
sendo que a coexisténcia de alguma DST - inclusive o HIV - constitui-se um importante
facilitador dessa transmissdo. A transmissdo vertical é rara quando comparada a hepatite B.
Entretanto, ja se demonstrou que gestantes com carga viral do HCV elevada ou co-infectadas
pelo HIV apresentam maior risco de transmissdo da doenca para os recem-nascidos (BRASIL,
2008; LU et al., 2016).

A hepatite C é uma doenca que evolui lentamente, com uma historia natural dividida
em duas fases distintas (AUGUSTO & LOBATO, 2004):

» Aguda - com periodo de incubacao variando de 2 semanas a 6 meses e 0s pacientes,
na maior parte, ndo apresentam sintomas clinicos ou acompanham-se de sintomas ligeiros,
muitas vezes inespecificos (astenia, anorexia e dor abdominal). Em 20% a 30% dos casos

pode haver ictericia, mal estar e nausea.
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* Cronica - a progressdo para a fase cronica depende de alguns fatores como duracéo
prolongada e idade avancada na época da infec¢do, alto consumo de alcool, infeccdo pelo
gendtipo tipo 1 ou co-infeccdo com hepatite B ou HIV.

A histéria natural precisa da hepatite C é de dificil avaliacdo, pela falta de dados
prospectivos, dificuldade de definir a data de transmisséo e associagdes com outros fatores
que alteram o curso da doenca, como co-infecgdes e uso de &lcool. Entretanto, como
apresentado na Figura 1, da infeccdo aguda, 15% evoluem para cura e 85% para cronicidade
da doenca, sendo que destes 60 a 70% permanecem estaveis, € 30 a 40% evoluem de forma
progressiva para cirrose e hepatocarcinoma (RODRIGUES-LUNA & DOUGLAS, 2004).

Infeccio Aguda I

B5% I 15% |

Infeccdo croénica I
30 a40% |

60 a70% I /

Cura com
terapia
40 a 50%: |

Cura

-
-
-

1 a7%/ano

1 ad%/ano I

Figura 1: Historia Natural da Hepatite C
Fonte: Adaptado de Rodrigues-Luna & Douglas (2004).

2.1.2 Virus da hepatite C

A hepatite C € uma inflamacéo causada pela infec¢do pelo virus da hepatite C que

pertence a familia Flaviviridae e ao género Hepacivirus. O virus é envelopado, de fita
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simples, possuindo genoma de RNA, de polaridade positiva com cerca de 9.400 nucleotideos
(WHO, 2014) (Figura 2). O agente etioldgico foi clonado em 1989 de uma copia do DNA
complementar, extraido do plasma de um chimpanzé infectado experimentalmente com
sangue de um portador de hepatite ndo-A, ndo-B. A partir dai foram desenvolvidos testes
soroldgicos para deteccdo de anticorpos especificos anti-HCV. Estes testes permitiram
constatar que a hepatite C era responsavel por cerca de 90% dos casos de hepatite pds-
transfusional (FOCACCIA, 1997).

Glicoproteina do envelope E1

Glicoproteina do envelope E2

Envelope lipidico
Acido nucléico (RNA)

Capsidio proteico

Figura 2: Estrutura do virus da hepatite C (HCV).

Fonte: www.medars.it/galleries

O seu genoma € formado por uma cadeia simples de RNA de polaridade positiva,
contém cerca de 9.600 nucleotideos que codificam um grande polipeptidio precursor com
cerca de 3.000 aminoacidos que, pela acdo das proteases virais e celulares é clivado em
proteinas estruturais (core, envelope 1(E1) e envelope 2(E2)) e proteinas néo estruturais (NS2,
NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B) (IRSHAD; MANKOTIA; IRSHAD, 2013). Na
extremidade amino-terminal do genoma (extremidade 5') existe uma regido nao codificada de
aproximadamente 324 nucleotideos precedendo a sequéncia codificada. Esta regido e,
aparentemente, a regido mais conservada do genoma viral e acredita-se que tem um papel
muito importante na replicagdo do virus. Na extremidade carboxi-terminal (extremidade 3')

existe, igualmente, uma regido ndo transcrita. Os genes estruturais estdo situados na
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extremidade 5' e codificam as proteinas que integram a particula virica. O gene C codifica a
proteina da céapside (C). Entre as regifes estruturais e nao estrutural existe uma regido
hipervariavel E1, E2/NS1 que codifica as proteinas do involucro, zona particularmente
importante em mutacdes. Os genes ndo estruturais codificam proteinas cuja designacdo segue
a ordem de translagdo de NS2 a NS5 (LYRA, 2004; IVANOV, 2013). Algumas destas
proteinas constituem o sistema enzimatico necessario ao crescimento e a replicacao virais, e
outras tém funcdes de ligacdo as células do hospedeiro, desempenhando um papel importante
na persisténcia da infeccdo (MEDVEDEV; PLOEN; HILDT, 2016).

Atualmente foram identificados 11 genétipos de HCV (designados 1-11) com varios
subtipos distintos (designados a, b, c, etc.) (HASSAN et al., 2015), sendo que os principais
gendtipos sdo do 1 ao 6. Os gendtipos 1-3 tém uma distribuicdo mundial com os tipos 1a e 1b
responsaveis por cerca de 60% das infeccBes globais. O gendtipo la é mais comumente
encontrado no norte da Europa e na América do Norte, enquanto o genétipo 1b é encontrado
principalmente no sul e no leste da Europa, bem como Japdo. O gendtipo 3 é endémico no
Sudeste Asiatico e é erraticamente distribuido em diferentes paises. O genotipo 4 é
encontrado em grande parte no Oriente Médio, Egito e Africa Central, enquanto o genétipo 5
é encontrado quase que inteiramente na Africa do Sul. Os gen6tipos 6-11 estdo distribuidos
por toda a Asia (CHAYAMA et al, 2011; SBARIGIA et al., 2016).

Uma das caracteristicas mais importantes do HCV é sua heterogeneidade
genética, resultante da pressdo imunoldgica gerada pelo sistema imune humoral do
hospedeiro e que determina a caracterizacdo dos diversos genotipos com diferentes
subtipos, que tém associagdo com a severidade da hepatite e influenciam alguns aspectos
relativos a infeccdo como distribuicdo geogréfica, patogenia e resposta ao tratamento
(MEHTA et al.,, 2008). O HCV ao entrar no hospedeiro suscetivel, chega na corrente
sanguinea, segue ao figado por tropismo, passando por diversos tecidos em que pode
infectar e se replicar (GOWANS, 2000). Sabe-se que 0 HCV ndo é apenas hepatotropico,
mas também é um virus linfotropico, capaz de replicar in vivo em linhagens de células T
humanas (KOZIEL et al, 1997), ja que sequéncias genémicas do virus foram encontradas
em populacdes de células B e T periféricas de pacientes com hepatite C crénica. Ha
evidencias de que o HCV se replica no pancreas, na tiredide, glandulas adrenais, baco e
medula dssea. A infeccdo do HCV em sitios extra-hepaticos pode favorecer o aparecimento
de variantes do mesmo e diminuir seu reconhecimento pelo sistema imune do individuo
(GIANNINI & BRECHO, 2013). Ap6s a interacdo do envelope do virus com a membrana

da célula do hospedeiro, 0 HCV entra na célula por endocitose e no citoplasma sofre
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traducdo do RNA mensageiro e processamento das poliproteinas; depois disso, seu RNA se
replica, os novos RNA virais sdo empacotados e transportados até a superficie da célula
hospedeira para sairem e completar novo ciclo (Figura 3) (LINDENBACH & RICE, 2005).

HEPATITE C
Conheca mais sobre a doenca _ .
@ ogias 22 causa
<» Doenga adquirida exclusivamente < Virus denominado Infecgao pelo virus
pelo contato com sangue VHC (virus da da hepatite
infectado e das secregbes hepatiteC) ~~~"""""""

“»Virus libera material
., genético apds entrar
., Nacélula hepatica

contaminadas pelo virus com o
sangue de um individuo
sadio (via parenteral)
< E a mais grave
das hepatites

m Sintomas

<» A maioria dos pacientes em fase aguda sdo assintomaticos. ““RNA viral &
Quando os sintomas aparecem, podem ser: replicado pelas
) ‘estruturas da
{ NA FASE CRONICA célula
Fadiga, falta de Fadiga, mal-estar
apetite e nduseas semelhante ao da
y/ gripe, falta de apetite,
| dores musculares,

nauseas e febre

<> Novos virus
sao formados
e infectam
novas células

NOVO VIRUS

FONTE Programa Nacional de Hepatites Virais, Ministério da Sadde ':~>‘ GRAFFO.
Figura 3: Mecanismo de infeccéo pelo virus da hepatite C
Fonte: BRASIL, 2015.

A genotipagem é de grande importancia para o manejo clinico, pois auxilia nas
decisdes terapéuticas. O gendtipo 3 estd associado a forma leve da doenca, apesar de
considerado citopatico, tem melhor resposta a terapia antiviral, enquanto o genoétipo 1
frequentemente resulta em quadros graves com progressao para cirrose ou carcinoma
hepatocelular e alta resisténcia ao tratamento (RE et al., 2007; BRASIL, 2015).

Um estudo realizado no Brasil sobre a distribuicdo geografica dos gendtipos, mostrou

que o genodtipo 1 foi o mais frequentemente encontrado em todas as regides. No Norte, foi
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encontrado em 74,1% das amostras, seguido por 66,7% no Nordeste, 66,4% no Sudeste,
57,0% no Centro-Oeste e 51,7% no Sul. O gendtipo 2 foi mais prevalente na regido Centro-
Oeste (11,4%), diminuindo no Sul (5,1%), Sudeste (4,7%), Nordeste (3,0%) e Norte (1,2%).
A frequéncia do genotipo 3 foi maior na regido Sul (43,2%) do que no Centro-Oeste (31,6%)
e Nordeste (30,4%) e menor na regido Sudeste (28,4%). Para a regido Norte, por sua vez, a
menor frequéncia de genotipo 3 (24,7%) ndo foi estatisticamente significativa. Os gendtipos 4
e 5 foram raros na populacao estudada e todos os casos foram do Sudeste, representando 0,3%
e 0,2% de todos os casos, respectivamente (CAMPIOTTO et al, 2005, BRASIL 2015).

2.2 Epidemiologia

2.2.1 No mundo

De acordo com estimativas recentes, mais de 185 milhdes de pessoas em todo o
mundo estdo infectados pelo HCV, das quais 350.000 morrem por ano. Um terco daqueles
que se tornam cronicamente infectados desenvolvem cirrose hepética ou carcinoma
hepatocelular. Apesar da alta prevaléncia da doenca, a maioria das pessoas infectadas com o
virus ndo tem conhecimento da sua infeccdo (HANAFIAH, K. M. et al, 2013; WHO, 2016).

A prevaléncia da hepatite C varia substancialmente em todo o mundo, sendo mais

elevada na Asia Central e Oriental e nas regides Norte da Africa e Oriente Médio em vista das
populacBes maiores na Asia. As regides do Sul da Asia e do Leste Asiatico tém, de longe, o
maior nimero de pessoas vivendo com infeccdo por HCV (WHO, 2016). O Egito é o pais
com maior prevaléncia de HCV no mundo. Em 2008, uma pesquisa demografica de saude
egipcia, conduzida em uma grande amostra nacional representativa, estimou que mais de 6,8
milhdes de pessoas com idades entre 15 e 59 anos tinham anticorpos contra 0 HCV, das quais
mais de 4,5 milhdes tinham infecgéo ativa por HCV (KENDEEL et al, 2017).

Cerca de 2 a 4 milhdes de pessoas podem estar cronicamente infectadas nos Estados
Unidos, 5 a 10 milhdes na Europa e cerca de 12 milhdes na india, e muitos ndo sabem que
estdo infectados. Cerca de 150.000 novos casos ocorrem anualmente nos EUA e na Europa
Ocidental, e cerca de 350.000 no Japdo. Destes, 60 a 80% podem progredir para doenca
hepética cronica e 20% para cirrose. Ainda, cerca de 5% a 7% dos pacientes podem vir a
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morrer das consequéncias da infeccdo (WHO, 2016). A hepatite C é um importante
problema de salde publica também na Europa, onde aproximadamente 14 milhGes de
pessoas sao cronicamente infectadas com o HCV e 84.000 obitos relacionados com cancer
de figado e cirrose (WHO EUROPE, 2015).
Na Ameérica Latina, estima-se que 6,8 a 8,9 milhdes de adultos estdo infectados pelo

HCV dos quais mais de 4 milhGes estdo no México e no Brasil, que sdo os Unicos paises da
Ameérica do Sul que realizaram pesquisas nacionais de estudos de base populacional. A
prevaléncia global de HCV na América Latina é de 1,5%; varia de 0,1% - 0,9% em Suriname,
Chile, Peru, Venezuela, Panama e em outros paises da América Latina para 1,0% - 3,4% no
Brasil, México e Argentina (KERSHENOBICH D et al, 2011; LOZANO-SEPULVEDA et
al., 2015).

2.2.2 No Brasil

No Brasil cerca de 2% da populacdo sdo considerados portadores crénicos. No periodo
de 1999 a 2015, foram notificados no Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo
(SINAN) 289.459 casos confirmados de hepatite C no Brasil, sendo 64,2% foram observados
no Sudeste, 24,2% no Sul, 5,6% no Nordeste, 3,2% no Centro-Oeste e 2,7% no Norte. Ao
longo dos anos a taxa de deteccdo de casos de hepatite C reagente no Brasil tem mostrado um
aumento, observando o mesmo para as regides do pais. De 2002 a 2009, a regido Sudeste
apresentou a maior taxa e, a partir de 2010, a regido Sul passou a liderar o ranking. Em quase
toda a série historica, a regido Nordeste apresentou a menor taxa de deteccdo. Em 2015, a taxa
de deteccdo da regido Sul foi de 14,1 casos para cada 100 mil habitantes, seguida pelo Sudeste
(8,1), Norte (3,5), Centro-Oeste (1,9) e Nordeste (1,2) (Figura 4) (BRASIL, 2016).
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Figura 4: Taxa de detec¢do de hepatite C segundo regido de residéncia e ano de

notificacéo. Brasil, 2002 a 2015.
Fonte: BRASIL (2016).

A maior causa de morte entre as hepatites virais sdo pela hepatite C. O nimero de

Obitos devido a esse agente etiolégico vem aumentando ao longo dos anos no Brasil e nas

regides. De 2000 a 2014 foram identificados, no Brasil, pelo Sistema de Informacdo sobre
Mortalidade (SIM), 56.335 dbitos associados as hepatites virais dos tipos A, B, C e D. Destes,
1,8% foram associados a hepatite viral A; 21,9% a hepatite B; 75,2% a hepatite C e 1,1% a

hepatite D (Figura 5) (BRASIL, 2016).
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Figura 5: Distribuicdo dos Obitos associados as hepatites virais segundo agente
etioldgico. Brasil, 2000 a 2014.
FONTE: BRASIL (2016).

Quanto a provavel fonte ou mecanismo de infeccdo, vale destacar que existe um
percentual significativo de casos em que ndo se conhece a forma de transmissdo. Apesar
disso, nos casos em que esse dado é conhecido, a maioria verifica-se entre os dependendes
quimicos, seguidos daqueles que receberam transfusdo sanguinea e dos que tiveram relacdo
sexual desprotegida. Em 2015, o percentual de usuarios de drogas infectados foi de 26,7%, e 0
percentual de individuos que se infectaram por via sexual foi maior que o de transfundidos,
25,0% e 19,5%, respectivamente (Figura 6) (BRASIL, 2016).
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Figura 6: Proporcdo de casos de hepatite C segundo provavel fonte ou mecanismo de
infeccéo e ano de notificacdo. Brasil, 2002 a 2015.

Nota: (1) Outros = tratamento cirdrgico + tratamento dentario + pessoa/pessoa + outras formas.

FONTE: BRASIL (2016)

2.2.3 No Municipio de Uruguaiana

Uruguaiana € um municipio brasileiro situado no extremo ocidental do estado do Rio
Grande do Sul, junto a fronteira fluvial com a Argentina e Uruguai. Pertence a Microrregiao
da  Campanha  Ocidental, na Mesorregido do  Sudoeste  Rio-Grandense
(www.uruguaiana.rs.gov.br, acessado em junho/2017) Um panorama da infeccé@o por hepatite
C, entre 2007 e 2015 no municipio de Uruguaiana, RS. Os dados foram obtidos a partir de
levantamento bibliografico e consulta a Secretaria de Vigilancia Epidemiol6gica do
municipio. Neste periodo, 30.678 casos foram notificados no Estado do Rio Grande do Sul e
341 casos em Uruguaiana. A faixa etaria mais acometida pela infeccdo foi de 40 a 59 anos,
como apresentado na Figura 7.
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Figura 7: Casos de hepatite viral C notificados no municipio de Uruguaiana-RS de 2007
a 2015.

Fonte: o autor.

2.3 Diagnostico da Hepatite C

A hepatite crénica é assintomatica na grande maioria dos casos, 0 que torna seu
diagnostico muito dificil. Infelizmente, as manifestacdes clinicas s6 aparecem quando j& ha
um alto grau de comprometimento hepatico. Na maioria das vezes, o diagnostico precoce
ocorre nos hemocentros, a partir da triagem em doadores de sangue ou na populacdo que
realiza exames de rotina regularmente (CONSENSO SOBRE CONDUTAS NAS
HEPATITES VIRAIS B e C, 2002; CHAYAMA et a., 2011).

O diagnéstico da hepatite C pode ser realizado na sequéncia de manifestacdes clinicas,
mas, na maioria das vezes, é feito de forma esporadica, no decurso da investigacdo de
alteracOes das transaminases ou de um programa de rastreamento. O diagnoéstico da hepatite C
baseia-se na identificagdo do virus ou dos seus anticorpos. No seguimento clinico dos
portadores da hepatite C utilizam-se dois tipos de testes virologicos: testes sorologicos e testes
de biologia molecular (CHAYAMA et al., 2011).

A definicdo do agente é feita pelo marcador soroldgico anti-HCV, o qual é
recomendado como teste inicial para pacientes que apresentam sintomas e/ou sinais clinicos

sugestivos de doenca hepatica. Indica contato prévio com o virus da hepatite C, mas nédo
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define se recente ou tardio. O diagnostico de infec¢do aguda s6 pode ser feito com a viragem
soroldgica documentada. A infeccdo cronica deve ser confirmada pela pesquisa qualitativa de
HCV-RNA (BRASIL, 2011).

Os testes sorologicos identificam anticorpos especificos contra o HCV. Esses
anticorpos ja podem ser detectados em amostras entre 20 e 150 dias ap6s a infeccdo
(BRASIL, 2008). Entre os testes soroldgicos destacam-se 0 Enzima Imunoensaio (ELISA), de
alta sensibilidade e usado no rastreamento da infeccdo pelo HCV, e o Ensaio Imunoblot
Recombinante, de maior especificidade, e por isso denominado como um teste suplementar
(BRANDAO et al., 2001). O ELISA de terceira geracdo (ELISA 1lI) utiliza antigenos
recombinantes ou peptideos sintéticos para a captura de anticorpos contra o HCV,
aumentando, assim, a sensibilidade do teste e reduzindo o tempo médio de soroconverséo, ou
seja, o intervalo de tempo compreendido entre a infeccdo e 0 aparecimento dos anticorpos
(GRETCH, 1997). O Ensaio Imunoblot Recombinante é um teste mais especifico porque
detecta anticorpos contra antigenos individuais do HCV (LOK & GUNARATNAM, 1997,
BRANDAO et al., 2001).

Os testes de biologia molecular possibilitam a deteccdo do RNA do HCV, que ja pode
ser identificado em amostras entre 7 e 21 dias ap6s a infecgdo (BRASIL, 2008). A reagdo em
cadeia da polimerase é um teste que possibilita a detec¢cdo qualitativa e quantitativa do RNA
do HCV, esta Gltima também conhecida como carga viral. A determinacdo do genétipo do
HCV pode ser realizada a partir de técnicas de biologia molecular ou soroldgicas
(BRANDAO et al., 2001). A genotipagem do HCV por técnicas de biologia molecular tem
como principais vantagens a informagdo direta da sequéncia dos nucleotideos do genoma
viral, a alta sensibilidade, por se basearem na PCR e a possibilidade de identificar o subtipo
do HCV. J& as técnicas soroldgicas tém baixo custo e maior facilidade de execucdo
(BRANDAO et al., 2001; PAWLOTSKY & GRETCH, 1998).

2.4 Tratamento

No Brasil, o Ministério da Saude (MS) distribui, desde 1999, combinagdes de
medicamentos através das Secretarias de Salde Estaduais, envolvendo um significativo
consumo de recursos para o Sistema Unico de Satde (SUS). Em 26 de junho de 2000, foi

publicado o primeiro protocolo nacional tragando as diretrizes para o tratamento da hepatite C
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cronica no Brasil (BRASIL, 2000). A portaria n® 34 da SVS/MS, de 28 de setembro de 2007,
garante & populacéo o direito a este tratamento e especifica indica¢fes de uso dos diferentes
esquemas, critérios de inclusdo e exclusdo para o tratamento, dosagem e posologia, duracédo
do tratamento, monitoramento da terapéutica, aléem de critérios de interrupcdo (BRASIL,
2007).

O tratamento da infec¢do pelo HCV tem como objetivo eliminar o virus, tornando
indetectdvel o RNA do HCV no soro dos pacientes, reduzir o risco de morbidade e
mortalidade associado a infeccdo cronica, objetivando a erradicacdo do virus. Isto significa
obter uma resposta viroldgica sustentada (RVS) ou (auséncia de deteccdo de RNA HCV no
soro utilizando-se ensaio com sensibilidade de pelo menos 100 cépias (50 Ul) por mililitro)
deve ser alcancado ao final do tratamento e 6 meses apds a descontinuacdo da terapia
(GRETCH, et. al., 1993; NIH, 2002; BRASIL, 2007).

O interferon alfa foi o primeiro medicamento a demonstrar atividade contra o HCV no
comeco da década de 1990 (PETERS, 1989; MEDEIROS-FILHO et al., 2000). O interferon
alfa € uma citocina que compde a resposta inata do hospedeiro humano e sua utilizacédo
alcancava taxas muito baixas de RVS. Posteriormente foram desenvolvidos os interferons alfa
peguilados (PEG-INF), cuja adicdo de uma molécula de polietilenoglicol ao interferon alfa
prolonga a acdo, eleva a velocidade de absor¢do, aumenta a meia-vida e reduz o clearance do
interferon, melhorando seu perfil farmacocinético e sua eficacia e minimizando os efeitos
adversos muito comuns, com possiveis ganhos na aderéncia ao tratamento. Em meados da
década de 1990, descobriu-se que a ribavirina, um analogo da guanosina, administrada
diariamente por via oral, aumentava as taxas de resposta terapéutica sustentadas nos pacientes
que passaram a utilizar a terapia combinada (MANNS et al., 2001; MCHUTCHISON &
PATEL, 2001; BRASIL, 2011).

O tratamento das formas crénicas baseia-se na combinacdo de interferon alfa
peguilado com a ribavirina, um analogo de guanosina que interrompe o0 metabolismo de RNA
viral. O periodo de tratamento de 24 ou 48 semanas depende do genotipo encontrado,
obtendo-se um clearance em torno de 80% para 0s gendtipos virais 2 e 3 (24 semanas de
tratamento) e cerca de 40% para 0 genotipo 1 (48 semanas de tratamento). Ao longo do
terapia combinada, o portador realiza exames hematologicos, bioquimicos e quantificam a
carga viral para 0 monitoramento das lesbes no figado (GHANY, 2009; GOWER et al.,
2014). E essencial que o portador de hepatite C cronica compreenda os objetivos do

tratamento e seus eventos adversos, recebendo auxilio da equipe multiprofissional, que deve



33

propiciar vinculo, responsabilizacdo conjunta e suporte para evitar o abandono do tratamento
(BRASIL, 2011; GOWER et al., 2014).

Entretanto, o uso crénico do interferon alfa combinado e da ribavirina pode trazer
efeitos adversos ao portador da hepatite C, entre os quais destaca-se: mielossupresséo,
neutropenia, plaquetopenia e anemia, alteracbes gastrointestinais, dermatologicas,
cardiovasculares, pulmonares, renais, entre outras. Por isso, exames laboratoriais de rotina
que avaliem a funcdo de cada 6rgéo ou sistema sdo importantes no monitoramento e avaliacdo
da progressdo da doenca (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007; JAESCHKE, 2011).

2.5 Inflamacéo no Figado e a Resposta Imune ao HCV

Uma das notéveis caracteristicas do virus da hepatite C é a habilidade de evadir do
sistema imune do hospedeiro infectado. A viremia persiste em 85% - 90% dos individuos
infectados e, aproximadamente, 70% dos quais desenvolvem algum grau de lesdo hepética
cronica (WANG et al., 2002; TARDIFF et al., 2005; WARIS & AHSAN, 2006). Também h&
potencial para progredir para cirrose e carcinoma hepatocelular, com presenca de grande
atividade inflamatéria que tem relacdo direta com essas graves consequéncias (CONTE,
2000b; MARTINEZ-ESPARZA et al., 2015).

Estudo publicado recentemente mostrou que a infeccdo cronica pelo HCV pode estar
associada com desequilibrio de citocinas inflamatdrias e, estas desempenham um papel
importante na eficacia do tratamento farmacologico. A analise da expressdo de citocinas
inflamatorias durante a infeccdo pelo HCV pode auxiliar na elucidacdo dos mecanismos de
interacdes hospedeiro-HCV e identificar os preditores do tratamento combinado do interferon
alfa peguilado com a ribavirina (BELTRA & DECALUWE, 2016; LU et al., 2016).

A resposta imune ao HCV tem inicio logo apds a infec¢do. Ao entrar na corrente
sanguinea o HCV pode infectar varias células e se replicar dentro delas enquanto migra para o
figado, seu orgao alvo (GOWANS, 2000). Sdo essas células infectadas que constituem a
primeira linha de defesa contra o virus. O reconhecimento dos padrées moleculares
associados a patdgenos do HCV na superficie das células induz a producdo de interferons
(IFN) tipo | (IFN-alfa e IFN-beta), responsaveis pela inibicdo da replicacao viral na célula
recém infectada e pela inducdo do estado antiviral em células vizinhas. Este mecanismo limita
a disseminagdo do HCV (TAYLOR et al., 2006; MIZUKOSHI & REHERMANN, 2001).
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Os IFN do tipo | também ativam células natural killer (NK) (TAYLOR et al., 2006),
que contribuem com esse controle inicial da replicacdo viral, eliminando as células infectadas.
As células NK também sdo uma importante fonte de IFN-gama, que entre outras funcgdes atua
em macrofagos, potencializando seus efeitos microbicidas e em linfocitos T contribuindo para
a sua ativacdo (REHERMANN, 2000).

A literatura tem mostrado que pacientes que durante a fase aguda da hepatite C
apresentam uma resposta vigorosa e sustentada de linfocitos T CD4 e CD8 contra multiplos
epitopos do HCV, em geral conseguem fazer uma eliminacdo viral eficiente e controlar a
infeccdo (THIMME et al., 2001; URBANI et al., 2006). Em contrapartida, a fase cronica da
hepatite C é caracterizada por uma resposta atenuada de linfocitos T contra o virus
(WEDEMEYER et al., 2002).

Os motivos que levam a essa falha na reatividade dos linfocitos T durante a hepatite C
crénica ainda ndo sdo compreendidos, mas, provavelmente, fatores tanto relacionados ao
hospedeiro quanto ao virus podem contribuir com isso. A estimulacdo constante das células
de defesa pode levar a exaustdo ou delecdo dos linfocitos T. Células com perfil
imunomodulatério, como os linfocitos Treg também podem estar envolvidos na manutencgédo
da infec¢do crbnica. Pacientes com hepatite C cronica tém uma frequéncia maior de linfdcitos
T CD4+CD25+ que suprimem a resposta proliferativa de linfocitos T especificos para 0 HCV
(CABRERA et al., 2004). Determinados polimorfismos no complexo principal de
histocompatibilidade e em genes de citocinas podem favorecer a eliminacdo ou persisténcia
do virus (HARUNA et al., 2000; MANGIA et al., 1999).

Segundo Bella et al (2007), células dendriticas de pacientes com hepatite C cronica
apresentam alteracdes em suas funcdes que ndo s@o observadas em pacientes que conseguem
controlar a infeccdo. As células dendriticas sdo células apresentadoras de antigenos que tém
papel crucial na ativagdo e diferenciacdo dos linfocitos T naives. Mutacfes nos epitopos alvo
do sistema imune também sdo estratégias utilizadas pelo HCV para se evadir da resposta
imune do hospedeiro (IWATA et al., 1995; GUAN et al., 2012; FOFANA et al., 2012).

2.6 As Citocinas na Hepatite C

As citocinas sdo polipeptideos ou glicoproteinas extracelulares, hidrossoluveis,

variando ente 8 a 30 kDa. Sdo produzidas por diversos tipos de células no local da lesdo e por
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celulas do sistema imunoldgico através da ativacdo de proteinoquinases ativadas por
mitdgenos. Diferente dos hormonios classicos, as citocinas ndo sdo armazenadas como
moléculas preformadas e atuam especialmente por mecanismos paracrino (em células
vizinhas) e autdcrino (nas proprias células produtoras). Diferentes tipos de células secretam a
mesma citocina, e uma Udnica citocina pode agir em diversos tipos de células, fenbmeno
denominado pleitropia. As citocinas sdo redundantes em suas atividades, ou seja, acgdes
semelhentes podem ser desencadeadas por diferentes citocinas. Com frequéncia, sdo formadas
em cascata, ou seja, uma citocina estimula suas célula-alvo a produzir mais citocinas. Essas
substancias se ligam a receptores especificos, ativando mensageiros intracelulares que
regulam a transcricdo génica. Dessa forma, as citocinas influenciam a atividade, a
diferenciacdo, a proliferacdo e a sobrevida da célula imunolégica, assim como regulam a
producdo e a atividade de outras citocinas, que podem aumentar ou atenuar a resposta
imunolodgica. Algumas citocinas podem ter acgles pro-inflamatéria ou antiiflamatorias, de
acordo com o microambiente no qual estdo localizadas. Dentre as consideradas pro-
inflamatdrias, tem-se a interleucina 1 (IL-1), a interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8) e 0
Fator de Necrose tumoral alfa (TNF-a) (FAN et al., 1998; OLIVEIRA et al, 2001).

As citocinas sdo importantes mediadores da resposta imune. Em pacientes com
hepatite C crbnica, os niveis séricos de citocinas estdo elevados quando comparados a
individuos saudaveis, sugerindo que as respostas mediadas pelos linfdcitos T estdo ativadas
nesses pacientes (CACCIARELLLI et al., 1996; FAN et al., 1998). Estudos mostram que um
desequilibrio na producdo de citocinas tem sido observado em varias doencas infecciosas
humanas, como na infeccdo pelo HIV, virus da hepatite B, leptospirose e leishmaniose
(CLEIRICI & SHEARER, 1994; JIANG et al., 2000, YAMAMURA et al., 1991; SHER &
COFFMAN, 1992). A resposta imune mediada por células, favorecida pelas citocinas
relacionadas ao perfil Th1, tem sido associada ao controle de varias doengas, enquanto que as
citocinas relacionadas ao perfil Th2 exercem fungdes imuno-regulatorias negativas (TSAI et
al., 1997).

Na hepatite C, as citocinas produzidas pelos linfocitos T sdo importantes para o
controle da replicacdo viral, mas também podem contribuir com a progressdo do dano
hepatico (KOZIEL, 1997; TSAI et al., 1997). Assim, ainda ndo esta claro qual perfil de
citocinas esta associado a gravidade das lesdes hepaticas (BROWN & NEUMAN, 2001). A
grande variacdo das condigdes clinicas dos pacientes, as diversas metodologias empregadas
para analise das citocinas (citometria de fluxo, ELISA) e os tipos de amostras (soro,

sobrenadante de culturas, fragmentos de tecido hepatico) dificultam a comparacdo dos
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resultados dos estudos e o entendimento de como as citocinas contribuem com o agravamento

das lesdes hepéticas observadas na hepatite C cronica (VISO et al., 2010).

2.6.1 Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a)

O Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-o) € uma citocina pro-inflamatéria com
importante papel nas respostas aguda e cronica as infec¢des virais, bacterianas, fungicas e
parasitarias (BRADLEY, 2008). E produzido principalmente por macréfagos ativados durante
a reacdo inflamatoria que se segue ao reconhecimento de antigenos virais, mas o estimulo
exato para sua producdo aumentada na infec¢do pelo HCV ainda ndo foi claramente definido
(RADKOWSKI et al., 2004).

O TNF-a atua no recrutamento de neutréfilos para o sitio da infecgdo e em macréfagos
e celulas endoteliais, age estimulando a secre¢do de interleucina-1-beta (IL-1-B) e
guimiocinas, que atraem outros leucocitos. Neuman et al (2012), Hung et al (2009) e Cua et al
(2007), afirmaram em seus estudos que os niveis séricos de TNF-a refletiam a progressdo da
inflamacdo hepética. Crespo et al (2002), entretanto, ndo observaram isso. Segundo Volp et al
(2008), o0 TNF-a. também age sobre o tecido adiposo estimulando a lipdlise, ou seja, a quebra
das moléculas de gordura para a producéo de energia. 1sso ocorre porque o TNF-o estimula a
atividade da enzima lipase horménio sensivel a qual é sensivel a acdo de hormonios, como a
insulina, que inibe sua agdo (VOLP et al, 2008). O TNF-a também inibe a atividade da
enzima lipase lipoprotéica, responsavel pela remocéo dos lipideos da circulagdo e acimulo
destes nos adipdcitos. Esses dois efeitos combinados resultam em um aumento dos niveis
séricos de triglicerideos (FEINGOLD & GRUNFELD, 1992; MENDALL et al., 1997).
Ziccardi et al (2002), Mendall et al (1997) e Yudkin et al (1999), observaram niveis séricos
elevados de TNF em individuos obesos. Segundo Cua et al (2007) e Crespo et al (2002),
entretanto, os niveis séricos de TNF nédo estdo associados a esteatose hepatica, caracterizada
pelo aumento do contetdo de gordura dentro dos hepat6citos, embora a esteatose hepética
esteja associada a um estado pré-inflamatorio em pacientes com hepatite C cronica (JOSSON
et al., 2008).

Os niveis séricos de TNF-a correlacionam-se bem com seu padrdo imunohistoquimico
hepético, sugerindo que os niveis periféricos dessa citocina possam ser usados como

marcadores indiretos da sua expressao local, em pacientes com hepatite C cronica (NEUMAN
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et al., 2007). Niveis séricos de TNF-a estdo significativamente mais elevados entre pacientes
com hepatite C cronica, se comparados a voluntarios sadios (NEUMAN et al., 2002), e estdo
positivamente associados aos valores de aminotransferases (HASSAN et al., 2007) e a
intensidade de inflamacé&o e fibrose hepatica (TILG; VOGEL DINARELLO, 1995). Mesmo
pacientes com inflamacdo hepéatica leve apresentam niveis elevados de TNF-o séricos,
sugerindo que essa citocina pode ser utilizada como marcador sensivel de inflamacéo hepatica
(NEUMAN et al., 2002c). Niveis séricos elevados de TNF-a também estiveram associados a
esteatose hepatica, possivelmente devido a sua correlacdo inversa com niveis de adiponectina,
um importante regulador do conteddo lipidico hepatico (DURANTE-MANGONI et al.,
2006).

2.6.2 Interleucina-1 (IL-1)

A interleucina 1 (IL-1) é primariamente produzida por macréfagos e mondcitos, assim
como por células ndo imunoldgicas, tais como fibroblastos e células endoteliais ativadas
durante lesdo celular, infecgéo, invasdo e inflamacéo. Ha dois tipos conhecidos: IL-1a e IL-
1B, com 31 a 33 kDa cada. Estas atuam sobre os mesmos receptores, IL-1RI e IL-1RII. O IL-
1RI e considerado o receptor ativo, enquanto o IL-1RIl ndo possui uma molécula de
transducdo e é funcionalmente inativo (OLIVEIRA et al, 2011; MAGNONI, 2014).

A IL-1o é marcadamente associada a membranas celulares e age através de contatos
celulares. Ja a IL-1-f ¢ sintetizada como uma proteina precursora (Pro-1L-1B), que ndo €
secretada na forma ativa até ser metabolizada pela enzima caspase-1. Recentemente,
descobriu-se que IL-1-B é expressa em neurdnios nociceptivos do ganglio da raiz dorsal. A
IL-1-B produz inflamacéo sistémica através da ativagdo da ciclooxigenase-2, com a formagéo
de PGE2 no hipotalamo anterior, causando febre. Também produz substancia-P, 6xido nitrico
e moléculas de adesdo endotelial. Tem importante funcdo no desenvolvimento e na
manutencdo da dor pos-operatoria. A IL-1AR (antagonista de receptor) também e liberada
durante lesdo tecidual e ndo tem efeito agonista tanto in vitro quanto in vivo. Assim, ela
compete com 0s mesmos receptores da IL-1, atuando como um autorregulador enddgeno.
Embora tenha meia-vida plasmatica de apenas 6 minutos, recentemente tem-se sugerido que a
IL-1 tem importante funcdo no desenvolvimento e na manutencdo da dor pds-operatdria
(OLIVEIRA et al, 2011).
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A IL-1-B é produzida principalmente por macrofagos e células endoteliais e age de
forma semelhante ao TNF, estimulando a expressdo de moléculas de adesdo e facilitando
assim a migracédo de leucdcitos para o sitio da infeccdo. A IL-1-f também reduz a atividade da
lipase lipoprotéica no tecido adiposo, contribuindo com o aumento dos niveis séricos de
triglicerideos (FEINGOLD & GRUNFELD, 1992). A IL-1-B, juntamente com o TNF (fator
de necrose tumoral), estimulam a producdo de IL-6 em macrofagos e células endoteliais
(OLIVEIRA et al, 2011).

2.6.3 Interleucina 6 (I1L-6)

A IL-6 € uma glicoproteina de 22 a 27 kDa, secretada por diversos tipos celulares,
sendo o TNF-o e IL-1 potentes indutores. E uma citocina pré-inflamatéria que promove
maturacao e ativacao de neutréfilos, maturacdo de macréfagos e diferenciacdo/manutencdo de
linfocitos - T citotoxicos e NK. Além disso, ativa astrécitos e microglia, e regula a expressdo
de neuropeptidios apds lesdo neuronal, contribuindo para sua regeneracdo. Contudo, também
exerce propriedades antiiinflamatorias durante a lesdo (FISCHER, 2016).

A IL-6 é o principal mediador da resposta inflamatoria de fase aguda. Atua no figado,
estimulando a producdo da proteina C reativa (PCR), que possui fun¢des imuno-regulatorias,
estimulando a ativacdo do sistema complemento, a reatividade dos leucdcitos e a sintese de
citocinas (OLIVEIRA et al, 2011). Estudos desenvolvidos por Malaguarnera et al (1997) e
Gonzales-Reimers et al (2009), observaram que 0s niveis séricos de IL-6 estavam elevados
em pacientes com hepatite C crénica e se correlacionavam com o grau de atividade
necroinflamatoria. Cua e colaboradores (2007) porém, ndo observaram essa associagao.

Com relagéo a estudos clinicos, Lu et al (2015), observaram um aumento nos niveis
séricos de 1L-6 tanto no grupo respondedor quanto no grupo ndo respondedores ao tratamento
antiviral. O tecido adiposo também é uma importante fonte de IL-6, existindo uma correlacdo
direta dessa citocina com a massa adiposa (VOLP et al., 2008). Josson et al (2008) e Baranova
et al (2011), relataram que os niveis séricos de 1L-6 estdo associados a obesidade e a esteatose
hepatica em pacientes com hepatite C. Cua et al (2007) entretanto, ndo observaram essa

associacéo.
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2.6.4 Interleucina-8 (IL-8)

A IL-8 é produzida principalmente por macréfagos e em menor quantidade por células
endoteliais. Seus indutores normalmente sdo a IL-1, TNF-a e IFN-gama. Também conhecida
como CXCLS, a IL-8 é uma quimiocina. As quimiocinas sdo citocinas que funcionam como
quimioatraentes para outras células, estimulando a migracdo para o sitio da infeccdo
(OLIVEIRA et al, 2011).

A principal acdo da IL-8 é o grande estimulo migratdrio para as células do sistema
imune, principalmente neutrofilos, determinando ainda, um aumento na expressdo de
moléculas de adesdo por células endoteliais. Também ativa polimorfonucleares neutrofilicos,
aumentando o metabolismo oxidativo (VISO et al, 2010).

Baranova et al (2011) e Neuman et al (2007), também observaram niveis séricos
elevados de IL-8 em pacientes com hepatite C e fibrose moderada e grave, e afirmaram que os
niveis séricos de IL-8 em pacientes com hepatite C croénica continuavam aumentando, mesmo
naqueles com cirrose hepatica. Neuman et al (2007), relataram niveis séricos elevados de 1L-8
em pacientes com atividade necroinflamatdria intensa. Baranova et al (2011), afirmaram que
0s niveis sericos de IL-8 estdo associados a esteatose hepatica em pacientes com hepatite C
cronica.

Altos niveis de IL-8 séricos estdo associados com a severidade da fibrose hepaética.
Pacientes com estagios mais severos de fibrose (F2 a F4) tem niveis significativamente mais
elevados dessa quimiocina do que pacientes com grau mais leve de fibrose (FO/F1). Estes
dados estdo em concordancia com a alta expressdo de mMRNA CXCL8 dentro do figado de
infectado pelo HCV (WASMUTH et al., 2010; KANG; SHIN, 2011).

2.7 Adiponectina

A adiponectina, também conhecida como proteina complementar relacionada com o
adipdcito (Acrp 30) € o mais abundante fator produzido exclusivamente pelo tecido adiposo
de humanos, macacos e ratos, e esta envolvida na resposta inflamatéria e regulagdo do
balanco energético, desenvolvendo um papel anorexigeno e antiinflamatoério. Essa adipocina

também aumenta a sensibilidade a insulina e inibe a inflamacéao vascular (ARITA et al, 1999).
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Descrita como uma proteina do tecido adiposo em 1995, a descoberta da adiponectina
é atribuida a Maeda et al. (1996), que clonaram o &cido desoxiribonucléico (DNA) dessa
citocina. Estruturalmente, a adiponectina é homdloga ao TNF-a, € uma proteina de 247
aminoacidos (30KDa) e possui trés dominios, incluindo um dominio globular, um sinal de
sequéncia e um dominio colageno-like. Trés desses dominios de colageno assumem uma
forma de hélice tripla estavel e outros dois dominios formam um “buqué”. Na circulagdo, a
adiponectina existe em duas formas, como um hexémero de baixo peso molecular ou como
um hexdmero de alto peso molecular. A forma de alto peso molecular ¢ a mais abundante
parte intracelular da molécula, enquanto que, a parte predominante na circulacdo é a de baixo
peso molecular (GUIMARAES et al, 2007).

A adiponectina possui acdes especificas em cada tecido e tais diferencas parecem ser
mediadas pela isoforma da molécula, bem como pelo receptor ao qual ela se ligara. Ainda
existem divergéncias sobre a acdo especifica e a forma dessa proteina. Waki et al. (2003)
demonstraram que a isoforma pesada ativa a AMPK no hepatdcito, enquanto que Tsao et al.
(2003) reportaram esse efeito apenas no musculo e efetuado pela isoforma de hélice, enquanto
que a forma pesada seria responsavel pela ativacdo de outras estruturas nao especificas. Em
2003 foram clonados os receptores da adiponectina (AdipoR1 e AdipoR2); a partir desse fato,
as vias de acdo intracelular dessa adipocina comecgaram a se tornar mais elucidadas. Esses
dois tipos de receptores, da grande familia da proteina G, sdo encontrados no musculo
esquelético, figado e cérebro, células B-pancreaticas, macrofagos e lesbes ateroscleroticas.
Vaérios estudos tém investigado a associacdo entre 0s niveis de adiponectina e de marcadores
inflamatorios em diferentes populacdes. A resposta anti-inflamatdria da adiponectina parece
ser mediada pelas concentragdes de outras citocinas pré-inflamatorias, mais especificamente a
IL-6, 0 TNF-a e a PCR. Neumeier et al. (2006) relataram que a adiponectina possui efeitos
ambiguos, isso porque o alto peso molecular pode exercer efeito pré-inflamatoério por induzir
a sintese de I1L-6, mas o baixo peso molecular atenua a sintese de IL-6 e potencializa a sintese
de IL-1RA, favorecendo a acdo antiinflamatoria.

A adiponectina e TNF-a se inibem mutuamente; a expressdo de PCR é negativamente
controlada pela adiponectina; a expressao de adiponectina é suprimida pela IL-6; adiponectina
inibe a inducdo de mondcitos, expressao de moléculas de adesdo endoteliais e transformacéo
de macrofagos em macrofagos ativos (células esponjosas); reduz a expressdo de TNF-o em
macrofagos e a proliferacdo de células musculares lisas; diminui a expressao da molécula de

adesdo da célula vascular 1via fator nuclear kappa B (OUCHI et al, 2003).
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2.8 Proteinas de Fase Aguda

A reacdo de fase aguda é constituida por uma cascata complexa de alteracdes
fisiologicas e metabolicas que se inicia imediatamente ap6s uma injdria tecidual, decorrente
de uma infeccdo, reacdo alérgica ou imunoldgica, trauma mecénico ou térmico, neoplasia,
isquemia ou procedimento cirdrgico. A resposta inflamatoria ocorre com o intuito de
promover protecdo aos tecidos, restringindo os danos no local da infec¢do/injuria ou podendo
ter efeitos deletérios quando ocorrer de forma exacerbada. As proteinas de fase aguda séo
definidas como proteinas de producdo hepatica que aumentam ou diminuem a sua
concentracdo ap6s o dano tecidual e sua producdo esta sob a regulacdo de um grande numero
de citocinas: Interleucinas (IL-6 e IL-1) e TNF-a. O dano tecidual ou endotelial promove uma
resposta local, desencadeando vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular, com
extravasamento de leucdcitos para os sitios inflamados (inicialmente neutr6filos e em fases
mais tardias monacitos e linfécitos) (MACIEL, 2015).

Em alguns casos, o processo inflamatorio agudo ndo € completamente resolvido,
levando a inflamac&o cronica, como € o caso de doencas auto-imunes ou infec¢bes causadas
por micro-organismos que conseguem evadir da resposta imune, como o HCV. Esse tipo de
inflamacdo acontece quando macrdfagos e células T sdo constantemente ativados, levando ao
seu acumulo nos sitios da lesdo e significativo dano tecidual. As citocinas liberadas pelos
macrofagos cronicamente ativados, estimulam a proliferacdo de fibroblastos, levando ao
aumento da producdo de colageno que culmina na fibrose, caracteristica das inflamacGes
cronicas (MACIEL, 2015).

2.8.1 Proteina C-Reativa ultrassensivel (PCRus)

E uma proteina de fase aguda produzida pelo figado. Os niveis séricos da PCRus
comecam a aumentar entre 4 e 10 horas ap06s o inicio da inflamacdo (estimulo), atingem
valores de pico de até 1.000 vezes sua concentragdo inicial em aproximadamente 48 horas e,
como sua meia-vida é de 4 a 9 horas, retornam rapidamente a valores basais apds a melhora
do processo. A concentracdo sérica da PCRus é determinada pela sua taxa de sintese, j& que a

taxa de degradacdo ndo ¢ influenciada pelas diversas patologias. E produzida principalmente
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no figado, mesmo local onde é degradada em sua maior parte. Producdo extra-hepatica em
linfocitos, placas ateroscleroticas e neurénios também ja é relatada (DU CLOS, 2002).

O gene que codifica a sintese da PCRus estd localizado no brago longo do
cromossomo 1 e sua transcricdo € regulada por citocinas produzidas por mondcitos,
macrofagos e fibroblastos ativados. O principal fator de estimulo para a produgdo da PCRus é
a IL-6. O TNF-a e a IL-1p, entre outros, atuam sinergicamente com a IL-6, exacerbando esse
estimulo (MAAT & KLUFT, 2001; DU CLQOS, 2002).

A PCRus é constituida de cinco subunidades idénticas (protdmeros), ligadas de forma
ndo-covalente em um arranjo simétrico ao redor de um poro central, formato que lembra uma
rosca. Cada protdmero € composto de 206 aminoacidos em cadeia simples, com peso
molecular de cerca de 23.000 Da. E uma proteina da familia das pentraxinas, que apresenta
estrutura muito conservada durante a evolucdo filogenética e, além disso, mostra pouco
polimorfismo entre as espécies. Até ha poucos anos, a PCRus era tida como um bom
marcador de resposta aguda, mas sem funcdo conhecida. Atualmente, é reconhecida sua
participacdo na defesa em infeccdes por diversos micro-organismos, na reabsorcdo de
material necrético e na regulacdo de processos inflamatérios (SZALAI, 2002).

A interacdo da PCRus com macrdfagos e/ou mondcitos induz atividade tumoricida,
secrecao de IL-1 e TNF, estimulando a resposta inflamatoria. Por outro lado, a PCRus parece
diminuir a atividade dos neutrofilos, pois, ao ser degradada por enzimas lisossomais, suprime
a producdo de superdxido e inibe sua degranulacdo e acBGes de quimiotaxia, adesdo ao
endotélio, migracéo e fagocitose. Assim, a PCRus parece influenciar diretamente na regulacéo
da reacdo inflamatdria, apresentando atividade pré e antiinflamatdria e contribuindo para a
resolucéo desse processo (KUSHNER, 1990; BELTRA e DECALUWE, 2016).

2.8.2 Proteina Amiloide Sérica A (SAA)

A proteina amiloide sérica A (SAA) é produzida no figado, tem funcdes de defesa
(atuando na quimiotaxia de netrofilos, mondcitos e linfocitos T), catalisa a atividade da
fosfolipase A2 secretoria, facilitando a acdo da PCR. Também tem funcdo reparadora
tecidual, induzindo a formacdo metaloproteinas, colagenase e estromelisina. Como a PCR,
também atua na opsonizacdo de células apoptdticas, ligando-se especificamente

fosfatidiletanolamina e ativando a via classica do complemento. As principais citocinas
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envolvidas na indugio da SAA aguda sdo a IL-1, 0 TNF-a e a IL-6. E 0 marcador mais
sensivel da inflamacéo aguda (MACIEL, 2015).

A proteina amiloGide sérica A também esta envolvida no transporte e metabolismo do
colesterol, inibicdo da agregacdo plaquetaria, adesdo, migracdo de celulas inflamatorias e
ativacdo de neutrofilos. Alem disso, ja foi demonstrado que essa proteina possui atividade
contra 0 HCV, uma vez que ela consegue inibir a replicacdo viral e a penetracdo do virus para
o interior da celula. E sintetizada no figado e regulada por citocinas produzidas por celulas

endotelliais, linfocitos, mondcitos e macrofagos (PIOTTI et al, 2016).

2.8.3 Fibrinogénio

O fibrinogénio, outra proteina de fase aguda, € uma das proteinas predominantes no
plasma que desempenha papel fundamental na hemostasia, sendo um dos componentes que
mais afeta a velocidade de hemossedimentacdo. Nas reacdes inflamatorias, tem provavel
papel no reparo tecidual e cicatrizagdo. O fibrinogénio € uma glicoproteina sintetizada no
figado, pelos hepatocitos, através do estimulo do TNF-a, tem meia-vida de trés a cinco dias e
é precursora do coagulo de fibrina. Uma vez formada a fibrina, estimula a adesdo, a dispersédo
e a proliferacdo de células endoteliais. Valores aumentados de fibrinogénio ocorrem em
processos inflamatdrios agudos ou crénicos (MOURA, 2008; MACIEL, 2015).

A medicdo de diversas proteinas de fase aguda, especialmente a proteina C reativa,
TNF-a, interleucinas, fibrinogénio e proteina amildide sérica A sdo marcadores muito Uteis
para inflamacdo na patologia clinica medica. Elas podem indicar também faléncia hepatica,
dado extremamente Util para os pacientes que fazem acompanhamento para hepatite viral C
(MACIEL, 2015; VISO, 2007).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Patologia_cl%C3%ADnica
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Determinar os marcadores inflamatorios e bioquimicos em portadores de hepatite viral C

ao longo do tratamento combinado com interferon alfa peguilado e ribavirina.

3.2 Objetivos especificos

- Delinear o perfil do portador da hepatite C em tratamento, através de dados de identificacéo
e indicadores sociais;

- Investigar a incidéncia de outras doengas no portador de hepatite C;

- Quantificar marcadores bioquimicos de funcdo hepatica na populacdo estudada;

- Quantificar as proteinas de fase aguda;

- Avaliar a expressdo das citocinas inflamatorias;

- Quantificar os niveis de adiponectina.
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Abstract

Viral hepatitis represents one of the greatest public health problems in the world and also in
Brazil due to the high prevalence. In the western region of Rio Grande do Sul, the
municipalities bordering Argentina and Uruguay have the highest number of reported cases,
and in the municipality of Uruguaiana, the hepatitis C virus is the most prevalent. Chronic
hepatitis C is asymptomatic in the vast majority of cases, which makes its diagnosis very
difficult; however, routine biochemical examinations are important in monitoring infection
and inflammation in the liver. Chronic hepatitis C can progress to cirrhosis or
hepatocarcinoma, leading to death. Treatment of carriers includes combined antiviral therapy
of pegylated interferon alfa and ribavirin, drugs distributed by the Unified Health System.
However, research indicates that patients with chronic hepatitis C in combination treatment
have several adverse effects at the systemic level. Thus, the objective of this study was to
determine inflammatory and biochemical markers in patients with chronic hepatitis C who are
taking combination therapy with pegylated interferon alpha and ribavirin. The 43 patients
were recruited at the referral service of the municipality of Uruguaiana (CAMMI) and
submitted to a collection of whole blood in EDTA tube (10 mL) after agreeing to participate
in the study. The clinical information of the carrier was obtained through the patient's medical
records, and the biochemical and inflammatory parameters were determined through
commercial kits. The results found in hepatic function markers (GOT, GTP, GGT and ALP)
are statistically increased at the time of HCV diagnosis in relation to the control group. On the
other hand, the levels of albumin and adiponectin are significantly decreased in the HCV
group compared to the control group. An improvement in the levels of these biochemical
markers was observed throughout the combined treatment. Acute phase proteins have
statistically increased levels in the HCV group compared to the control group, however,
throughout the combined therapy there is a statistically significant reduction in the levels of
these proteins reaching similar values to the control group. The expression of inflammatory
cytokines is statistically increased at the time of HCV diagnosis in relation to the control
group, and again, the combined treatment reduces their levels statistically. With this, it is
suggested that at the end of the combined therapy there was an improvement in the
inflammatory process of the liver, which contributes to the quality of life of the patient.

Keywords: hepatitis C, inflammatory cytokines, biochemical markers, acute phase proteins
levels, combination therapy.
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1 Introduction

Hepatitis C represents one of the greatest public health problems in the world and also
in Brazil due to the high prevalence, the increase in its incidence in the world population, the
high frequency of evolution to the chronic forms of the disease and its economic impact on
society, besides not having specific vaccination (CONTE, 2000; FOCACCIA, 2007;
MESSINA et al., 2015; LU et al., 2015).

The treatment is performed through the combination therapy of two drugs: pegylated
interferon alpha and ribavirin, but even with this treatment the patients still develop some
degree of chronic liver damage, sometimes with progression to cirrhosis and hepatocellular
carcinoma, with the presence of great inflammatory activity that has a direct relation with
these serious consequences (MARTINEZ-ESPARZA et al., 2015). The treatment period of
24-48 weeks depends on the genotype found, obtaining a clearance of around 80% for viral
genotypes 2 and 3 and about 40% for genotype 1. Throughout the treatment, the carrier
performs exams hematological, biochemical and quantification of viral load for the follow-up
of treatment and monitoring of liver lesions (GHANY, 2009; GOWER et al., 2014).

Studies recently published have shown that chronic HCV infection may be associated
with imbalance of inflammatory cytokines and these play an important role in the efficacy of
drug treatment. Analysis of inflammatory cytokine expression during HCV infection may
assist in elucidating host-HCV interactions mechanisms and identify predictors of combined
treatment of ribavirin and pegylated interferon alpha (LU et al., 2016; BELTRA &
DECALUWE, 2016). Thus, in view of the above, the objective of this study was to evaluate
the expression of inflammatory cytokines in patients with viral hepatitis C in combination

treatment.

2 Materials and Methods

2.1 Patient selection

2.1.1 Inclusion criteria

The study was carried out with patients with viral hepatitis C enrolled in the Viral
Hepatitis Sector of the Municipal Department of Uruguaiana, which is linked to the Screening
and Follow-up Center and Specialized Service in sexually transmitted diseases and Viral
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Hepatitis Epidemiological Surveillance. Control subjects were randomly enrolled with the
registry of the Municipal Health Department of the city of Uruguaiana (RS). All study

participants signed an informed consent form.

2.1.2 Exclusion criteria

Patients with other associated systemic pathological conditions, such as infections or
neoplasms and autoimmune disorders, were excluded from this study; patients with clinical or
biological data indicating chronic kidney disease and those individuals who did not meet the
criteria set forth in the subsection above were also excluded.

2.2 Characterization of the sample

The total sample in this study was composed of 93 participants: 50 healthy individuals to
be included in the control group and 43 patients with HCV. All subjects in the control group
were negative for HCV, HBV, HIV, HBsAg, total anti-HBc, and anti-HCV and had normal
serum transaminase concentrations. The HCV group was divided into four groups: diagnosis
(free of combined pharmacological treatment), time 1 (onset of combined treatment), time 2
(half of the combined treatment), and time 3 (final of the combined treatment). Treatment
time was established according to the degree of hepatic impairment and the number of
pegylated interferon alpha applications performed in the week of 08/31/15 to 09/04/15.

Pharmacotherapeutic follow-up was carried out at the Center for the Application and
Monitoring of Injectable Drugs (CAMMI), a partnership between the state and municipality,
which operates according to Administrative Rule 554/2005 and is the Reference Center for
the Region of the Western Border (RS), serving patients with Hepatitis C according to the
Clinical Protocol and Therapeutic Guidelines for Viral Hepatitis C and Co-infections
(Ordinance 221/2011) through the reception and integral follow-up of patients during

treatment.

The data to establish the sociodemographic profile of patients with viral hepatitis C from

the study were obtained from patients' charts at the CAMMI.
For the accomplishment of this study, 5 groups were established as described below:
Control group (n = 50): healthy individuals
Diagnosis of HCV (n = 10): HCV carriers

Time 1 (n = 10): 1/3 of the treatment
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- 24 weeks of treatment: 1-8 applications
- 48 weeks of treatment: 1-16 applications
Time 2 (n = 11): 2/3 of the treatment
- 24 weeks of treatment: 9-16 applications
- 48 weeks of treatment: 17-32 applications
Time 3 (n = 12): 3/3 of treatment
- 24 weeks of treatment: 17-24 applications
- 48 weeks of treatment: 33-48 applications
2.3 Biochemical parameters

Hepatic function (GOT, GTP, GGT and ALP) markers and plasmatic fibrinogen were
measured using automated analyzers (ChemWell®-T, Palm City, FL, USA) using specific

reagents (Bioclin®, Belo Horizonte, MG, Brazil). All assays were performed in triplicate.
2.4 Analysis of inflammatory markers

The levels of the cytokines IL-1p, IL-6, IL-8 and TNF-a were measured in serum
using ELISA immunoassay kits according to the manufacturer’s instructions (Neogen do
Brasil, Indaiatuba, SP, Brazil). The serum levels of adiponectin and C-reactive protein (CRP)
were measured using, respectively, Elisa AdipoQ Kit (Abnova®, Walnut, CA, USA) and CRP
kit (Bioclin®, Belo Horizonte, MG, Brazil). And the serum amyloid A protein (SAA) levels
were measured using ELISA immunoassay kits according to the manufacturer’s instructions

(Science PRO®, S&o Caetano do Sul, SP, Brazil). All assays were performed in triplicate.

2.5 Statistical analysis

Results were expressed as mean * standard deviation. Two-way ANOVA analysis was
used followed by Bonferroni test, with a significance level of o = 0.05. The statistical
software GraphPad Prism 5.0 Free was used, available at

<http://www.graphpad.com/demos/>.
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2.5 Ethical aspects

The study was approved by the Research Ethics Committee of Unipampa (protocol
number 001/2012) and authorized by the secretary of health of the municipality of
Uruguaiana, RS. The researchers followed the recommendations of resolution 466/12 of the
National Health Council of the Ministry of Health.

3 Results

The socio-demographic profile of patients with viral hepatitis C study participants is
presented in Table 1. Of the 43 patients with viral hepatitis C recruited for the study, 33 were
male and 10 were female. Most of the patients (26 patients) were over 40 years of age and had
no primary education (26 patients), none of the participants were institutionalized. The

average family income was one (01) minimum wage (27 patients).

Combined treatment causes many side effects, such as chronic non-communicable
diseases. Of the 43 participants, 9 reported depressive symptomatology and 19 did not present
any other type of illness. It has also been reported that 13 of these patients used medication

continuously.

The HCV genotypes 1, 1a, 1b, 2, and 3 were found among the 43 samples. The general
frequencies were 16 patients for genotype 1b, 14 for genotype 3, 7 for genotype 1a, and 5 for
genotype 1. Genotype 2 was found in only one participant. In this study, 35 participants had a
high viral load (>200,000 copies/mL) and 8 had a low viral load (<200,000 copies/mL).
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Table 1. Socio-demographic profile of viral hepatitis C bearers in the study.

Variable Classification N°
<40 years 17

Age > 40 years 26

Male 33

Gender Female 10
Until 1 s.m 27

Family income (minimum wage) Plus 1 5.m. 16
Yes 0

Institutionalized No 43
Incomplete 1st grade 26

Complete 1st grade 8

Education 2° grau Incomplete 3

2° grau Complete 6

Diabetes mellitus 4

Arterial hypertension 8

Pulmonary disease 2

1AM 2

Dyslipidemia 1

Non-transmisible diseases Angina 4
Ulcer 7

AVC 2

Depression 9

Anemia 4

Neither 21

Medications for continuous use ves 1
No 30

1 5

la 7
Genotype 1b 16

2 1
3 14

Viral load Below (< 200.000 IU/L) 8
Above (>200.000 1U/L) 35

In the table 2 shows the hepatic function markers and adiponectin levels in the groups.
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Table 2. Hepatic function markers and adiponectin levels in participants of the study.

HCV Treatment Treatment Treatment
Parameter Controls ) ) ) ) )
Diagnostic Time 1 Time 2 Time 3
GOT (U/L) 454+125  109.7+13.5* 76.18+14.5 72.8+£12.3 59.4+13.7"
GPT (U/L) 33.2£11.5 88.7£10.7* 74.8+£9.8 69.6+8.6 45.3+10.2"
GGT (U/L) 55.6+9.6 91.1+6.2* 85.245.6 83.1+4.8 81.0+£5.6

Alkaline
phosphatase 75+12 126.6 £+ 93.1* 105.0+84.4 7142+324 76.7+ 15.6
(ALP) (U/L)

Albumin
48+1.0 2.9+04* 35+12 35+04 3.8+0.6
(g/dL)
Adiponectin .
124 +0.3 6.5+0.7* 6.8+0.6 8.8+0.8 11.9+1.0
(mg/L)

Values were expressed as mean + SD. Two-way ANOVA analysis was used followed by Bonferroni test, with a
significance level of p < 0.05. *p <0.05 HCV diagnosis in relation to the control group; # p <0.05 treatment time
3 in relation to treatment time 1.

The results found in liver function markers (GOT, GTP, GGT and ALP) were
statistically increased (p <0.05) at the time of HCV diagnosis in relation to the control group.
Albumin and adiponectin levels were significantly decreased (p <0.05) in the group diagnosed
with HCV in relation to the control group. During the course of treatment, hepatic function
(GOT and GPT) and adiponectin improved in HCV patients at the end of the combined
treatment (time 3) compared to the start of treatment (time 1) (p <0.05). An improvement in
the levels of all biochemical markers was observed throughout the combined treatment.

The results of the acute phase proteins are shown in figure 1. It can be observed that
C-reactive protein (CRP) levels (figure 1A) are statistically high (p <0.05) at the time of HCV
diagnosis in relation to the control group. However, during the combined treatment, a
statistically significant reduction in CRP levels (p <0.05) occurred at all treatment times in
relation to the untreated group. At the end of the combined treatment (time 3) the levels of

CRP are similar to the control group.

Serum amyloid A protein (SAA) levels are shown in Figure 1B. The results show that
there was a statistically significant increase (p <0.05) in SAA levels in the group diagnosed
with HCV in relation to the control group. In groups with HCV diagnosis and treatment time

1 there was no statistical difference. At times 2 and 3 of the combined treatment, a statistically
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significant reduction (p <0.05) occurred in the serum levels of the SAA in relation to

treatment time 1, reaching values similar to that of the control group.

The levels of plasmatic fibrinogen found in the study are shown in Figure 1C. HCV
patients had statistically increased plasma levels of fibrinogen (p <0.05) in relation to the
control group. Throughout the combined treatment there is a gradual and statistically
significant reduction (p <0.05) in plasma fibrinogen at treatment times 1, 2 and 3 in relation to

the group diagnosed with HCV.
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Figure 1: Acute phase proteins levels. 1A: C-reactive protein (CRP); 1B: Serum amyloid A protein
(SAA); 1C: Fibrinogen. ? Significantly different of the control group (p <0.05); ° Significantly different of the
HCV diagnostic (p< 0.05); © Significantly different of the treatment 1 (p< 0.05); ¢ Significantly different of the
treatment 2 (p<0.05) © Significantly different of the treatment 3.

Figure 2 shows the proinflammatory markers evaluated in this study. The levels of
TNF-a (figure 2A) were statistically increased (p <0.05) in the groups with diagnosis of HCV,
time 1 and time 2 of combined treatment in relation to the control group. At the end of the
combined treatment (time 3) a statistically significant reduction (p <0.05) in the TNF-a level

was observed, values similar to the control group were found.
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IL-1-B levels are shown in Figure 2B. The results showed a statistically significant
increase (p <0.05) in IL-1-B levels in the group diagnosed with HCV compared to the control
group. At the beginning of the combined treatment (time 1) there was also a statistically
significant (p <0.05) increase in IL-1-B levels compared to the untreated group and serum
levels of this interleukin reduced statistically (p <0.05) in the Half (time 2) and final (time 3)

of the combined pharmacological therapy in relation to group 1.

In Figure 2C are shown the IL-6 levels. A statistically significant (p <0.05) increase in
IL-6 levels was observed in the group diagnosed with HCV compared to the control group.
Combined treatment of pegylated interferon alfa and ribavirin reduced the levels of IL-6
statistically (p <0.05) between the treated groups, and at the end of the combined

pharmacological treatment (time 3) levels were similar to those in the group control.

Serum IL-8 levels are shown in Figure 2D. The results indicate a statistically
significant increase (p <0.05) in IL-8 levels in the group diagnosed with HCV in relation to
the control group. No significant difference was observed at times 1 and 2 of combined
treatment, however, 1L-8 levels significantly reduced (p <0.05) at the end of treatment (time

3) in relation to the other times and to the HCV diagnosis group.



57

=]
[=]

5001

: 2 : 801
< 400+ N — b
E ~ 60 —T
© 3004 e S
e e E 2 c
3 2001 ] = | |
0 oo -~
z o c.d o
= 100- e %— A
\ S N Vv >
8 BN
& & & L
(3 Q S AN b8 (] (4
9 &@Q | , ,\\6\ \}((\
04 treatment ,
Q\ 1
treatment
[0]
2001
— =
= -
_EI — £
S [=))
g ce g
© ] b,C,d
o cd 4
% > oV o2
(] (]
SR &
treatment ' |

treatment

Figure 2: Expression of Proinflammatory Interleukins. 2A: TNF-o. 2B: IL1-B. 2C: IL-6. D: IL-8.
#Significantly different of the control group (p <0.05); ° Significantly different of the HCV diagnostic (p< 0.05):
® Significantly different of the treatment 1 (p< 0.05); ¢ Significantly different of the treatment 2 (p<0.05); °
Significantly different of the treatment 3.

4 Discussion

This is the first work in the literature that evaluated the levels of acute phase proteins
and the expression of inflammatory cytokines throughout the combined treatment in patients
with hepatitis C. In this study, a prevalence of HCV patients of the masculine gender and
older than 40 years was observed. Alves et al. (2003) showed in their study that males were
also more prevalent than females and 71.7% of patients were over 40 years of age. These

findings are also in agreement with data from the Epidemiological Bulletin of Viral Hepatitis,
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whose cases confirmed and notified in Brazil, since 1999, amount to more than 152 thousand
cases of hepatitis C, with 89,858 (58.8%) cases among men and 62,796 (41.2 %) Among
women (BRASIL, 2016).

A study by Banjac et al. (2016) showed that therapy with pegylated interferon alpha
and ribavirin causes psychiatric side effects, with depressive symptoms being the most
prevalent. In this study, it was observed that among the noncommunicable diseases,
depression was one of the most cited among patients with HCV throughout the combined
therapy. The study by Wang et al. (2016) involving HCV patients also using combination
antiviral therapy showed that cases of depression increased significantly in both groups over
time. Another study by Medeiros and collaborators (2014) also showed that pegylated
interferon alpha is associated with a high incidence of depressive symptoms, corroborating
with findings in the literature.

Analyzing the characterization of the samples regarding the distribution of genotypes
in HCV carriers, a predominance of type 1 genotype was observed, corroborating a study by
Campiotto and collaborators (2005), where they demonstrated that in Brazil, genotype type 1
is predominant in all states. Another study conducted in 98 countries showed a distribution of
genotypes as follows: genotype 1 was the most common (46%), followed by genotype 3
(22%), genotype 2 (13%) and genotype 4 (13% ) (GOWER, 2014).

During the combined treatment laboratory tests are necessary for the clinical
monitoring of the patient (BRASIL, 2015). In the present study, significant alterations in liver
function parameters (GOT, GPT, GGT and ALP) and albumin were found in patients with
HCV compared to the control group. These results are in accordance with the work of Saray
et al. (2013) who evaluated patients with chronic hepatitis C before and after combined
treatment and also found a significant increase in liver enzymes among HCV patients before
treatment and a decrease after treatment. This suggests that the action of antiviral therapy
reduced the replication of HCV within the hepatocyte, and consequently decreases the injury
to liver tissue (LEVENT, et al., 2006). However, albumin levels did not present a statistically
significant difference (SARAY et al., 2013).

Adiponectin is an adipokine secreted by adipose tissue with important metabolic
function, including catabolism of glucose and fatty acids (MENZAGHY et al., 2007). In this
study adiponectin levels were significantly reduced in patients with hepatitis C compared to
the control group, however, their levels were reestablished at the end of the combined
treatment. The success of combination therapy is therefore observed, since it is suggested that

the anti-inflammatory effects of adiponectin may protect the liver from inflammatory process
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development and cell injury (OUCHI et al, 2000). In the study by Saad and colleagues (2013),
who evaluated predictive factors responsive to treatment of hepatitis C, he found that serum
adiponectin levels are positive predictors for a sustained virological response in these
individuals. Similar results were also observed in a study developed by Khedr et al. (2015)
who evaluated the levels of adiponectin in children infected with the hepatitis C virus.

C-reactive protein is an acute liver protein produced by the liver. Their serum levels
rise after the acute onset of inflammation, so C-reactive protein seems to directly influence the
regulation of the inflammatory response, presenting pro and anti-inflammatory activity and
contributing to the resolution of this process (Beltra & Decaluwe, 2016). In the present study,
significantly higher levels of CRP were found in patients with hepatitis C. During the
combined treatment, there was a time-dependent decrease in serum levels, reaching
concentrations similar to that of the control group.

Serum amyloid A protein (SAA) is a family of proteins encoded by genes with high
homology. It is produced by the liver in response to different inflammatory and metabolic
conditions, such as diseases, traumas and neoplasms (SUN & YE, 2016). The results found in
this study showed significantly elevated levels of SAA in HCV patients at the time of
diagnosis in relation to the control group, however their levels are normalized during the
combined treatment (time 2 and 3). Work developed by Piotti et al. (2016) in a pilot study,
have shown that SAA levels are significantly elevated during the initial phase with combined
therapy with pegylated interferon alpha and ribavirin. In another study by Gschwantler (2014)
the authors suggested that SAA plays an important role and is considered a biomarker of
hepatitis C progression and therapeutic response.

Another important protein is fibrinogen, synthesized in the liver, by the hepatocytes
and is a precursor of the fibrin clot, having a fundamental function in the body's hemostasis
(MACIEL, 2015). In this study, HCV patients had statistically increased plasma levels of
fibrinogen compared to the control group, but during the combined treatment, a gradual and
statistically significant reduction in fibrinogen was observed in all treatment times compared
to the group diagnosed with HCV. Our results are in agreement with the findings of Saray and
colleagues (2013) who evaluated levels of plasma fibrinogen in patients with HCV before and
after combined treatment, but did not present statistically significant differences between
groups.

Expression of proinflammatory cytokines are considered to be good markers for
evaluating the progression of various inflammatory diseases, including viral hepatitis
(BELTRA & DECALUWE, 2016). In our study, levels of TNF-a, IL-1p, IL-6 and IL-8 were
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statistically high in the HCV group compared to the control group. Throughout the combined
treatment a decrease of the expression of these pro-inflammatory interleukins is observed,
being that in the treatment time 3 they reach the same or similar levels or control group. A
study developed by Lu et al. In 2016 divided the patients with viral hepatitis C into two
groups: with sustained virologic response and no sustained virological response and observed
levels similar to those of TNF- o and IL-1p to those found in this study; Levels of IL-6 and

IL-8 are at odds with our findings.

5 Conclusion

The results obtained in this study, it can be suggested that both hepatic function
markers and acute phase proteins and the expression of proinflammatory interleukins are
increased in the HCV carrier, however, during the combined treatment with pegylated
interferon alpha and ribavirin their blood levels decrease reaching concentrations similar to
those of the control group. Therefore, it can be concluded that the combination therapy was
able to improve the hepatic inflammatory process of the patients as well as improvement in

the quality of life.
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PARTE Il

4 CONCLUSAO

Os resultados apresentados nesse trabalho indicam que os portadores de hepatite viral
C em tratamento combinado apresentaram:

- Marcadores de funcdo hepatica (TGO, TGP, GGT e FAL) aumentados no momento do
diagndstico do HCV em relacéo ao grupo controle;

- Niveis de albumina e adiponectina diminuidos no grupo HCV em relacdo ao grupo
controle;

- Proteinas de fase aguda com niveis aumentados no grupo HCV em relagcdo ao grupo
controle e

- Expresséao de citocinas inflamatdrias aumentada no momento do diagnéstico do HCV em
relacdo ao grupo controle.

- Marcadores de funcdo hepatica, proteinas de fase aguda e citocinas inflamatorias
apresentaram niveis diminuidos ao longo do tratamento combinado nos portadores de hepatite

C, alcancando niveis sanguineos semelhantes e/ou iguais ao grupo controle.



5 PERSPECTIVAS

Este trabalho tem como perspectivas:

- Ampliar o nimero de portadores de hepatite viral C
- Determinar o perfil lipidico dos portadores;

- Determinar as apolipoproteinas A e E;

- Quantificar as citocinas anti-inflamatorias;

- Determinar os niveis da leptina.
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