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RESUMO

A infeccdo pelo virus da Hepatite C (HCV) é uma das varias etiologias de lesdo hepatica. Es-
tima-se que, mundialmente, 71 milhGes de pessoas tenham infeccdo crbnica pelo virus. Um
namero significativo desses infectados crénicos desenvolverdo cirrose e alguns desenvolverdo
carcinoma hepatocelular (CHC). Atualmente, para a avaliagcdo do estadiamento da doenca sdo
utilizados: os indices APRI e FIB4; a elastografia hepética, recomendada antes do tratamento;
e a bidpsia, que apesar de apresentar algumas desvantagens e complicacdes para o paciente,
que continua sendo 0 método padréo ouro. Por isso surgiram estudos em torno da capacidade
que os marcadores diretos tém de auxiliarem na avaliagdo da fibrose hepatica pos-tratamento,
ja que se tratam de componentes envolvidos diretamente no equilibrio da matriz extracelular e
associados a degradacdo e deposicdo de colageno. Nesse contexto, o objetivo do nosso traba-
Iho foi avaliar oito marcadores soroldgicos diretos em pacientes infectados com o HCV pré e
pos-tratamento, comparando-os com o grau de fibrose classificado pelos métodos APRI e
FIB4 e associando-0s com os dados relacionados as caracteristicas virais. Para isso, foram
coletados os dados dos prontuarios e amostra bioldgica de 24 pacientes, antes e ap0s o trata-
mento com DAAs. Os resultados mostraram que houve diminuicdo dos valores APRI e FIB4,
indicando melhora da fibrose apds o tratamento, enquanto houve aumento significativo do
COLIV, TIMP1 e 2 e diminuicdo significativa das MMP1 e 2, sugerindo piora no grau de
fibrose ap6s o tratamento. Concluimos, com isso, que apos o tratamento com os DAAS 0s
pacientes devem ser acompanhados para avaliar um possivel impacto negativo do seu uso
sobre o sistema imunoldgico e de um processo depressor temporario decorrente da eliminagéo
abrupta do virus do organismo. Mais estudos devem ser realizados, com um nimero maior de
pacientes, inclusdo de fatores de risco associados a agravos hepaticos e acompanhamento a
longo prazo para verificacdo destes parametros ap6s um periodo maior de RVS. De todo mo-
do, os resultados deste estudo representaram um avanco por oferecerem diferentes dados pré e

pos-tratamento relacionados com os biomarcadores diretos.
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ABSTRACT

Infection with the Hepatitis C virus (HCV) is one of several etiologies of liver damage. It is
estimated that 71 million people worldwide have chronic infection with the virus. A signifi-
cant number of these chronic infected people will develop cirrhosis and some will develop
hepato-cellular carcinoma (HCC). Currently, for the assessment of hepatic fibrosis, the fol-
lowing are used: the APRI and FIB4 indices; liver elastography, recommended before treat-
ment; and biopsy, which despite presenting some disadvantages and complications for the
patient, remains the gold standard method. For this reason, studies have emerged on the abil-
ity of direct markers to assist in the assessment of post-treatment liver fibrosis, as these are
components directly involved in the balance of the extracellular matrix and associated with
collagen degradation and deposition. In this context, our objective was to evaluate eight direct
serological markers in patients infected with HCV before and after treatment, comparing them
with the degree of fibrosis classified by the APRI and FIB4 methods and associating them
with the data related with viral characteristics. For this, data were collected from medical rec-
ords and biological samples from 24 patients, before and after treatment with DAAs. The re-
sults showed that there was a decrease in the APRI and FIB4 values, indicating an improve-
ment in fibrosis after treatment, while there was a significant increase in COLIV, TIMP1 and
2 and a significant decrease in MMPL1 and 2, suggesting a worsening in the degree of fibrosis
after treatment. We conclude, therefore, that after treatment with DAAS, patients should be
monitored to assess a possible negative impact of their use on the immune system and a tem-
porary depressive process resulting from the abrupt elimination of the virus from the body.
Further studies should be carried out, with a larger number of patients, inclusion of risk fac-
tors associated with liver problems and long-term follow-up to verify these parameters after a
longer period of SVR. Anyway, the results of this study represented an advance for offering

different pre and post-treatment data related to direct biomarkers.
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1. INTRODUCAO

O figado é maior 6rgao interno do nosso organismo e € responsavel por diferentes fun-
cOes essenciais para o corpo humano. Ele possui uma grande capacidade de regeneragéo, que
é bastante afetada no caso de doencas cronicas. Por isso, compreender a histologia basica do
0rgdo, a etiologia da lesdo e o processo inflamatdrio causado apds uma lesdo é de suma im-
portancia para compreendermos a fibrose hepatica e seu impacto no equilibrio homeostatico e
funcionalidade do figado (1,2).

A fibrose € um processo caracterizado por uma cicatrizagdo tecidual em resposta ao
dano hepético, e o principal mecanismo que dé inicio a este processo é a ativacéo das células
estreladas hepaticas (HSCs), responsaveis por sintetizar uma grande quantidade de componen-
tes da matriz extracelular (MEC), espaco onde se encontram 0s componentes estruturais do
tecido hepatico (3,4). Quando o figado esta saudavel e a MEC em equilibrio, a atividade hepa-
tica encontra-se normal. Contudo quando ocorre uma leséo, ocorre o estimulo de processos
inflamatdrios celulares, e na tentativa de recuperacao fisiologica, a MEC é comprometida
devido a uma alta producdo dos seus componentes seguida de sua baixa degradacdo (5,6).
Quando o processo de fibrose atinge o seu estagio mais avangado, ocorre a degeneracao pro-
gressiva dos hepatdcitos e a necrose, e 0 material fibrotico formado substitui o parénquima
caracterizando a cirrose, que pode causar CHC (Carcinoma Hepatocelular).

Uma das varias etiologias de lesdo hepética é a infeccdo pelo virus da Hepatite C
(HCV) (7). Estima-se que mundialmente, 71 milhdes de pessoas tenham infeccéo crbnica pelo
virus e um numero significativo destes infectados cronicamente desenvolverdo cirrose e al-
guns desenvolverdo carcinoma hepatocelular (CHC). A Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) estimou que em 2016 quase 400 mil pessoas morreram de Hepatite C, principalmente
por cirrose e CHC (8). E no Brasil, entre os anos de 2000 e 2017, foram identificados mais de
50 mil 6bitos por causas basicas e associadas a Hepatite C (9).

O diagnostico atualmente é realizado com o teste anti-HCV e a realizacdo de teste mo-
lecular para a detecgédo do RNA viral e quantificagcdo da carga viral. Desde 2018 a realizacdo
da elastografia ndo é mais obrigatéria e todos os casos confirmados positivos sdo encaminha-
dos para tratamento no sistema publico de satde (10,11). Mas acreditamos que a classificacdo
do estadiamento hepético € de suma importancia para orientacdo quanto a opcao terapéutica a
ser prescrita, acompanhamento do alcance de RVS (Resposta Virologica Sustentada) e prog-

nostico apos o tratamento.
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Os métodos hoje utilizados e recomendados pelo Ministério da Saide s&o classificados
principalmente em marcadores invasivos e ndo invasivos. O marcador invasivo é a bidpsia, e
apesar de ser o “padrdo ouro” recomendado para avaliar 0 estadiamento da doenca, apresenta
algumas desvantagens e limitaces, como o fato de ser um método invasivo, com possiveis
complicagdes para o paciente, variagdo interobservador e alto custo. Apesar de recentemente
terem ocorrido avancgos significativos na avaliacdo da fibrose, um método Unico e ndo invasi-
VO capaz de substituir a biopsia ainda nao existe (12,13). E os marcadores ndo invasivos que
podem ser classificados como mecéanico e indiretos. O marcador mecanico € a elastografia,
considerado como indolor, de baixa variabilidade interobservador e verificacdo de uma area
maior do figado do que a bidpsia (14), e os marcadores indiretos sdo o APRI e o FIB4, indices
utilizados para refletir a condicao hepatica, considerados testes de simples execucdo laborato-
rial, disponiveis e de baixo custo (15).

Por fim, existem também os métodos néo invasivos diretos, biomarcadores associados
com o metabolismo da matriz extracelular hepética, que ainda ndo foram totalmente elucida-
dos e validados quanto a sua especificidade e sensibilidade na avalia¢do da gravidade da do-
enca hepatica. Isto justifica a realizacdo de mais estudos que avaliem o desempenho e aplica-
bilidade destes biomarcadores soroldgicos diretos na avaliacdo da fibrose hepéatica em pacien-
tes com Hepatite C.
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1. A Hepatite C

A Hepatite C, uma das causas de lesdo hepética, € uma doencga que tem apresentado
dados preocupantes. Em 2015, 71 milhGes de pessoas viviam com a Hepatite C cronica. Con-
forme o ultimo dado da Organizacdo Mundial da Saide (OMS) (16), em 2017, a prevaléncia
do HCV na regido das Américas era de sete milhdes de pessoas infectadas (17). Mas o pro-
blema € que o Gltimo Relatério Global de Hepatites indicou que a grande maioria dos infecta-
dos ndo tem acesso aos testes e tratamentos. Como resultado disso, milhGes de pessoas tém o
risco de uma lenta progressdo da doenca hepatica crénica, com o desenvolvimento de fibrose,
cirrose, CHC e morte (8,18,19). Segundo o Boletim Epidemiolégico do Ministério da Saude
(2019), a distribuicdo dos Obitos por causa béasica e associada as hepatites virais foi em sua
maioria, 76%, associados a Hepatite C. Esses dados justificam a preocupacdo em diagnosti-
car, tratar e acompanhar os pacientes apds o tratamento para prever esses agravos e trata-los

adequadamente, antes dos infectados apresentarem complica¢cbes como 0 CHC (9).

2.2. Classificacdo do virus e estrutura molecular.

O HCV é classificado como pertencente a familia Flaviviridae e ao género Hepacivi-
rus (20). O seu genoma é composto por RNA de cadeia simples e sentido positivo, com um
Unico quadro de leitura aberto (ORF — Open Reading Frame) com 9.400 nucleotideos de
comprimento, flanqueado nas extremidades por 30 ou 50 regides ndo traduzidas, conhecidas
como 5°’NTR (nontranslated region) e 3’°NTR (21).

A traducdo da regido ORF do virus produz um polipeptideo de aproximadamente
3.000 aminoacidos que, apos clivagem realizada por proteases virais e hospedeiras, produzem
proteinas estruturais, uma proteina transmembrana e proteinas ndo estruturais. As proteinas
estruturais sdo a CORE (glicoproteina do nucleo), E1 e E2 (glicoproteinas do envelope viral);
a proteina transmembrana denominada p7; e as proteinas nao estruturais produzidas séo NS2,
NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B (22-26).

2.3. Historia e Prevaléncia

18



O HCV foi reconhecido pela primeira vez em 1975, quando pesquisadores concluiram
gue a maioria das hepatites pos-transfusionais ndo estavam associadas a infeccdes causadas
pelo virus da Hepatite A ou pelo virus da Hepatite B (HBV), mas por outro agente infeccioso,
ainda desconhecido. Assim, surgiu o conceito da Hepatite ndo-A e ndao-B (HNANB) que, na
década de 80, continuou sendo um mistério para muitos pesquisadores (27).

Em 1989, CHOO et al. (28) decodificaram o DNA complementar do RNA do virus
HCV, utilizando amostras de chimpanzeés infectados experimentalmente. Nos anos seguintes,
observou-se uma evolugdo dos estudos realizados com o HCV, que permitiram o desenvolvi-
mento de testes diagnosticos, a associagdo do virus com doencas hepaéticas, incluindo o CHC,
e tratamentos efetivos para pacientes infectados.

Atualmente, a alta prevaléncia da infeccdo pelo HCV torna a doenga um problema de
salde publica mundial. Diferengas na distribuicdo da doenca entre os paises no mundo ocor-
rem, principalmente, pelo fato do aumento da prevaléncia ser impulsionado pela baixa renda,
procedimentos inseguros de cuidado da salde e utilizacdo de drogas injetaveis. Isso mostra a
importancia de diminuir a inequidade de acesso da populacdo a saude (18).

De acordo com o Boletim Epidemioldgico de Hepatites Virais do Ministério da Salde,
entre os anos de 1999 e 2017 foram notificados no Brasil 331.855 casos de Hepatite C com
um dos marcadores, anti-HCV ou HCV-RNA, e 160.105 casos com os dois marcadores (29).

Existem muitas variacbes regionais no tipo de genoétipos identificados. No Brasil, o
gendtipo predominante é o gendtipo 1 (74,3%), seguido pelo genotipo 3 (14,2%) e pelo gend-
tipo 2 (10,4%). Os 1,1% restantes sdo representados por uma mistura de outros genétipos,
incluindo os gen6tipos 4, 5 e 6 (30). E muito importante conhecer essas variages porque elas
sdo fatores que imputam variabilidade na cronicidade da doenca e influenciam na resposta ao

tratamento.

2.4. Fases da doencga

A infecgdo pelo HCV apresenta diferentes fases de desenvolvimento clinico. O estagio
inicial da infeccdo pelo virus é conhecido como fase aguda da doenca. Pode durar até seis
meses apos a infeccdo. E assintomatico, o que dificulta os estudos relacionados a esta fase da
doenca e favorece a transmissdo do virus pelo individuo que desconhece estar infectado. J& a

fase cronica ocorre em até 80% dos pacientes infectados. E o periodo em que o virus se repli-
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ca continuamente, permitindo a deteccdo do RNA viral no soro e a descoberta da infecgédo
(31,32). O fato de os principais relatos de insuficiéncia hepética, de cirrose e CHC ocorrerem
na fase cronica (33) reforca a necessidade do diagndstico e tratamento precoce da infeccdo
(34).

2.5. Diagnostico

O diagnostico da Hepatite C recomendado atualmente pelo Ministério da Salde, con-
forme Figura 1, é realizado a partir da realizacéo do teste anti-HCV, que indica o contato pré-
vio com o virus e confirma a presenca do anticorpo anti-HCV na amostra. Mas este teste ndo
deve ser utilizado isoladamente para o diagnostico porque pode se tratar de uma infeccédo pre-
via resolvida naturalmente pelo organismo do paciente. Sabe-se que 20% dos infectados tal-
vez ndo se tornem portadores cronicos da infec¢do. Por isso, para confirmar a infeccdo ativa
pelo virus, deve-se realizar um teste molecular conhecido como HCV-RNA quantitativo, que
detecta a presenca do RNA viral na amostra, ou seja, a carga viral (11). Dessa forma, o diag-
nostico da Hepatite C sé pode ser confirmado apds a realizacdo e positividade desses dois
testes (11,35).

Coleta da amostra
[soroou plasma)

| Realizacdodoteste |
| anti-HCW |

Resultado negativo Resultado positivo

Amostra ndo reagente | Realizacdo de teste molecular |
| para deteccao de RNA viral |

Resultado negativo Resultado positivo

I I

Encaminhar para
tratamento

Amostra ndo reagente

Figura 1: Esquema do diagndstico laboratorial da infec¢do pelo virus da Hepatite C.
Fonte: a autora.
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Ap0s confirmacdo do diagndstico, € realizado o teste de genotipagem para orientar o

esquema terapéutico apropriado (11).

2.6. A evolucéo dos farmacos

A compreensdo da estrutura genémica do HCV desempenha um papel fundamental no
entendimento do ciclo de vida do virus e a posterior identificacdo de farmacos eficazes no
combate a doenca. O tratamento da infec¢do pelo HCV tem como objetivo o alcance da RVS,
que corresponde a persisténcia da viremia indetectavel (RNA Viral) 12 ou 24 semanas ap0s 0
final do tratamento (11).

Os principais alvos das drogas séo as proteinas ndo estruturais, por estarem envolvidas
no processamento da poliproteina e na replicacdo do RNA Viral (36). Espera-se, com o trata-
mento, diminuir a incidéncia de Hepatite C crénica e melhorar a qualidade de vida dos paci-
entes infectados.

Na década de 80, surgiu a primeira opcao terapéutica para pacientes infectados com o
HCV: a monoterapia com o interferon-a. (IFN-a) convencional, utilizada por um periodo de 6
a 12 semanas. Contudo, ela ndo se mostrou uma terapia muito eficaz, pois apresentava taxas
de cura de 10 a 15% dos pacientes tratados (37,38).

Posteriormente, recomendou-se uma associagdo do Interferon-o. peguilado (PEG-
IFNa) com a Ribavirina (RBV), em um periodo de 24 a 48 semanas. Essa opcédo terapéutica
mostrou-se mais eficiente por ser uma terapia dupla. Ela fornecia uma taxa de cura de 45 a
60% em pacientes com o0s genotipos 1 e 4, e de 70 a 80% em pacientes com genotipos 2 e 3
(39). As limitacGes desta prescricdo eram: 0 numero grande de reacdes adversas aos medica-
mentos, como a diminui¢do nos glébulos brancos, depressdo e surgimento de doencas autoi-
munes, que causam maior intolerancia; e o tempo prolongado de terapia, que contribuia para
diminuir a adesdo ao tratamento (33).

Por isso, foi importante o desenvolvimento de medicamentos antivirais mais eficazes,
conhecidos como Antivirais de Agédo Direta, os DAASs, que agem principalmente em algumas
das proteinas ndo estruturais do virus. A primeira geracdo de DAAs foi aprovada para uso
clinico em 2011 e representou uma nova era terapéutica contra o HCV. Ela incluiu os medi-

camentos Boceprevir e Telaprevir. Quando ambos os medicamentos foram combinados ao
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uso padrdo PEG-IFNa + RBYV, a taxa de cura para pacientes de gendtipo 1 aumentou, ficando
entre 65 a 75% (39).

Ap0s dois anos, em 2013, a segunda geracdo de DAAs trouxe novos beneficios aos
pacientes por serem menos toxicos e mais efetivos, aumentando a RVS e elevando as taxas de
cura para 90 a 100%. Apesar de apresentar vantagens, estas drogas ainda néo tratavam todos
0s gendtipos do HCV. O Sofosbuvir (SOF) combinado com o PEG-IFNo/RBV, aumentou a
taxa de cura nos gendtipos 1 e 4 para 92%, enquanto que a combinacdo do SOF com a RBV
apresentou uma taxa de cura de 100% para o genotipo 2 e de 91% para o gendtipo 3. O Sime-
previr (SIM), quando associado ao SOF, apresentou taxa de cura de 92% em pacientes de ge-
nétipo 1 e, associado a PEG-IFNo/RBV, demonstrou efetividade em pacientes pOs-
transplantados portadores do HCV. Além do SOF e do SIM, também fazem parte da segunda
geracdo de DAAs as combinacfes do SOF com o Ledipasvir, e a combinacdo do Ombitasvir,
Dasabuvir, Veruprevir e Ritonavir, conhecida como 3D (39).

Em 2014, as terapias utilizadas se caracterizaram por serem livres de Interferon. O
SOF + Ledipasvir e 0 SOF + SIM + RBV resultaram em taxas de cura entre 92 e 100% no
gendtipo 1. As combinacdes de Ombitasvir, Dasabuvir, Veruprevir e Ritonavir (3D), com ou
sem RBV, resultaram em taxas de cura de até 100% (39).

Em 2016, a terceira geracdo incluia Asunaprevir, Daclatasvir (DAC), Beclabuvir, Gra-
zoprevir, Elbasvir e Viekirax (composto do Ombitasvir com o Paritaprevir e Ritonavir) (39).

De acordo, com o PCDT de 2017, as op¢des terapéuticas disponiveis no Sistema Uni-
co de Saude (SUS) incluiam: DAC, SIM e SOF e a associa¢do dos farmacos Ombitasvir,
Dasabuvir, Veruprevir/Ritonavir, também conhecido com 3D (40,41).

O PCDT, publicado em abril de 2018, compreendeu um grande avanc¢o na indicagao
do tratamento, por incluir todos os pacientes diagnosticados com o virus HCV, independente
do estagio de fibrose hepética. Além dos DAASs disponiveis em 2017, ja citados acima, duas
novas associa¢fes foram incluidas como opcdes terapéuticas: a associacdo do Ledipasvir e
SOF e a associagao do Elbasvir e Grazoprevir (10).

Por fim, o altimo PCDT publicado, em 2019, faz parte de vérias acbes do Ministério
da Sadde incluidas no Plano de Eliminacdo das Hepatites Virais. Um plano que tem como
objetivo eliminar, até 2030, as Hepatites Virais como problema de saide puablica. Entre as
principais atualizacGes deste protocolo estdo as inclusdes de duas opgdes terapéuticas que sao
capazes de tratar todos 0s tipos de virus da Hepatite C: Glecaprevir/Pibrentasvir e Velpatas-

vir/SOF. Estas duas novas prescrigdes terapéuticas se juntam a associagdo SOF/DAC. Além
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dessas novas opcles, 0 PCDT 2019 manteve a administragdo do Ledipasvir/SOF para 0 geno-
tipo 1, Elbasvir/Grazoprevir e Glecaprevir/Pibrentasvir para os genétipos 1 e 4 e a PEG-
IFNo/RBYV para casos pediatricos (11).

Para maior compreensdo, segue abaixo na Tabela 1 os medicamentos utilizados pelos

pacientes deste estudo e seu mecanismo de agéo.

Tabela 1. Farmacos utilizados pelos 24 pacientes coletados apds o tratamento.

Medicamento Acéo

Ribavirina Inibe 0 RNA mensageiro viral e a polimerase do RNA viral.
Sofosbuvir Anélogo de nucleotideo que inibe a polimerase da NS5B.
Simeprevir Inibidor de protease da NS3.

Daclatasvir Inibidor do complexo enzimatico da NS5A.

Inibidor de NS5A.

Inibidor ndo nucleosidico da polimerase da NS5B.
Inibidor de protease NS3/4A,

Potencializador farmacocinético.

3D

2.7. Estadiamento da doenga

O estadiamento da doenca hepatica trata-se de uma classificacdo que se refere a avali-
acdo da gravidade da enfermidade. Desde 2018, o tratamento é indicado independente do es-
tagio da fibrose hepatica. Esta classificacdo é importante porque afeta a condicdo clinica do

paciente e a opcao terapéutica que o médico ird propor (11).

2.7.1. Biopsia

A bidpsia hepética € um marcador invasivo de fibrose hepética, continua sendo o “pa-
dréo ouro” e tem como objetivo determinar e classificar a gravidade da lesdo para auxiliar no
diagndstico e no tratamento a ser utilizado. Contudo, apresenta algumas limitacfes, como o
fato de ser um método invasivo, de alto custo para o sistema publico de saude e a variagédo
interobservador (12,13,42). Por isso, o desenvolvimento de novos métodos ndo invasivos,
como técnicas de imagem e dosagens séricas de marcadores diretos e indiretos de fibrose,
tornou-se essencial (43).

A escala Metavir € um “score” francés utilizado para informar o grau de fibrose, repre-

sentado pela letra “F”, e atividade necroinflamatdria, representada pela letra “A”. A classifi-
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cacdo do grau de fibrose é simples por apresentar somente cinco estagios: FO (representa um
figado saudavel, que ndo sofreu nenhuma agressao); F1 (representa um figado com fibrose
minima, fibrose portal sem septos); F2 (representa a presenca de fibrose moderada, com al-
guns septos); F3 (representa uma fibrose ja avancada, com numerosos septos); e F4 (represen-
ta a presenca de cirrose). A avaliacdo da atividade necroinflamatoria é segmentada em quatro
categorias: A0 (sem atividade); Al (com atividade suave); A2 (com atividade moderada); e
A3 (com atividade severa) (44,45).

2.7.2. Elastografia

A elastografia € um marcador ndo invasivo mecanico (tecnologia de imagem), baseada
em ultrassom, utilizada exclusivamente para o diagnostico de fibrose hepatica (7). As princi-
pais vantagens que ela apresenta sdo: método ndo invasivo, indolor, de baixa variabilidade
interobservador, execucao rapida e avaliacdo de uma area maior do figado do que o fragmento
analisado em uma bidpsia (12,14,46).

A elastografia classifica a fibrose apresentando pontos de corte para o grau da fibrose.
E importante lembrar, contudo, que a avaliacdo e classificacdo na escala Metavir depende do
aparelho utilizado. No caso dos pacientes avaliados neste estudo foi utilizada a elastografia
transitdria (Fibroscan®), com os seguintes valores de corte: Fibrose > 2 (7,1 KPa); Fibrose > 3
(9,5 KPa) e Fibrose >4 (12,5 KPa) (11,47,48).

2.7.3. APRIleFIB4

O APRI e FIB4 sdo marcadores ndo invasivos indiretos, utilizados para estabelecer in-
dices que representam os resultados da avaliacdo histopatoldgica, ou seja, sdo indices que
refletem as alteragdes estruturais e funcionais hepaticas (43).

O APRI ou AST to platelet ratio index, descrito por WAI et al em 2003 (49), correla-
ciona o nivel de aspartato-aminotransferase (AST) ao de plaquetas, através da férmula: [(Va-
lor de AST / Limite superior normal de AST)/Contagem de plaquetas — 10°] x 100 (49-51).
E um indice utilizado para diferenciar o grau de fibrose e cirrose, com boa correlagdo com a
condicdo histoldgica do 6rgéo, e também pode ser utilizado na monitoracédo terapéutica dos
pacientes com HCV. Ele apresenta algumas vantagens como: teste de simples realizagéo labo-
ratorial, disponivel e de baixo custo (15). O FIB 4 ou Fibrosis 4, descrito por STERLING et al
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em 2006 (52), é outro indice simples de ser calculado pela formula: [(Idade x AST)/(Conta-
gem de plaquetas — 10° x raiz quadrada de ALT)], para também avaliar o grau de fibrose e
cirrose (11).

O resultado destes dois indices da-se pela interpretacdo de valores numéricos, como
apresentado na Figura 2, que representam baixa probabilidade de fibrose hepética, representa-
da pela auséncia de fibrose ou fibrose leve, alta probabilidade de fibrose hepatica, representa-
da por uma fibrose avancada, e um ultimo, presente entre as outras duas classificagdes, o grau
de fibrose possivelmente intermediario que ndo permite uma categorizagéo, e € reconhecido
como indeterminado (49). Devido a sua praticidade de execucdo, o APRI e o FIB 4 sdo prefe-
rencialmente indicados para a avaliacdo do estadiamento hepético (11,12).

APRI (avaliacio de fibrose hepatica avancada)
Resultado <0,5 0,5-1,49 =15

Baixa probabilidade Nao é possivel determinar Alta probabilidade de

Interpretacdo de fibrose hepatica o estagio de fibrose .
F2.F30UF4 hepatica fibrose hepaticaF3 ouF4

APRI (avaliacio de cirrose hepatica)

Resultado <1,0 1.0-1,49 22,0

N&o e possivel
determinar o estaglo de
fibrose hepatica

Baixa probabilidade de
cirrose (F4)

Alta probabilidade de

Interpretacao cirrose (F4)

FIB-4 (avaliacdo de fibrose hepatica avancada ou cirrose)
Resultado <1,45 1,45-3,24 23,25

Nao € possivel determinar

Baixa probabilidade de Alta probabilidade de

Interpretacao F2 F3ouF4 o0 estagio de fibrose F3ouF4
' hepatica
Figura 2: Presenca de fibrose ou cirrose hepatica conforme valores do APRI e FIB4.
Fonte: (11)
2.8. O figado

O figado é o segundo maior 6rgdo do nosso organismo e é responsavel por diferentes
funcBes essenciais para o0 corpo humano. O seu elemento basico histologico é a célula hepati-
ca, conhecida como hepatdcito, que se organiza em placas, formando varias unidades estrutu-
rais chamadas de lobulos hepaticos. Entre os hepatdcitos, existem vasos chamados sinusoéides,
revestidos de células epiteliais e macrofagos, que no figado sdo denominados células de Kupf-
fer (HCs). No l6bulo hepatico, os hepatdcitos sao separados dos vasos sinusoides por um es-
paco subendotelial chamado de espaco de Disse (1,53).

O espaco de Disse permite o fluxo de moléculas entre os hepatocitos e 0s vasos sinu-

soides, 0 que permite uma estabilidade estrutural do parénquima hepatico. Nele encontramos
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as HSCs, produtoras de MEC, principais responsaveis entdo pela fibrinogénese (54). A MEC
é constituida por matriz fibrilar: fibras do sistema colageno e elastico, e matriz ndo fibrilar:
glicosaminoglicanos livres (como o &cido hialurdnico), proteoglicanos, glicoproteinas e subs-

tancias soltveis (como agua e nutrientes) (4).

Figura 3: Representacdo do figado normal. Hepatocito (indicado pela seta vermelha), célula de
Kupffer (indicada pela seta verde) e a célula estrelada (indicada pela seta azul), que por sua vez encon-
tra-se no espaco de Disse (indicado pela seta preta). Fonte: Adaptado de (55).

2.9. Lesdes hepéticas

A partir da histologia basica hepatica € possivel compreender o impacto das lesées no
orgdo. Resumidamente, o que acontece no caso da fibrose é que quando ocorre uma lesdo no
figado, a regeneracdo das células do parénquima hepético pode nédo ser suficiente ou falhar.
Assim, os hepatocitos sdo substituidos por MEC, incluindo o colageno fibrilar (6).

O processo de fibrose € caracterizado por uma cicatrizacao tecidual em resposta a um
dano hepatico que pode ser causado por diversos agentes. A ativacdo das HSCs € a via mais
dominante que leva a fibrose hepética, porque sdo elas que sintetizam grande quantidade de
componentes da MEC, conforme Figura 4 (3). Esse processo gera alteragdes na matriz reticu-
lar do espaco de Disse, por meio de uma maior producdo de MEC e da sua menor degradacéo.
Isso leva ao desenvolvimento de fibrose como resultado do espagamento progressivo dos sep-
tos fibroticos e da ligacdo de colageno. Essas mudangas na composicdo da MEC também es-
timulam a fibrogénese, caracterizada pela ruptura dessa matriz e da sua substituicdo por coléa-
genos fibrilares tipo | e Ill, o que gera instabilidade no fluxo de moléculas e altera o funcio-
namento dos hepatdcitos (6,56).
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Figura 4: Representacdo de um figado anormal, com a ativacéo das células estreladas no figa-
do, envolvidas por um acimulo de matriz fibrilar. Célula estrelada ativada (indicada pela seta azul) e
actimulo de matriz fibrilar (indicada pela seta preta). Adaptado de Fonte: (55).

A cirrose ocorre quando o processo de fibrose atinge o seu estado mais avancado. Ela
é resultado do aumento da resposta fibrética, com um acumulo excessivo de MEC, alteracao
do parénquima hepatico e alteracdes no fluxo sanguineo (5). A cirrose pode acarretar em per-
da da fungdo dos hepatécitos e, consequentemente, na faléncia hepética, hipertensdo portal,
aumento da resisténcia intra-hepatica e no desenvolvimento de CHC (7).

O progresso da fibrose varia dependendo da causa da lesdo hepatica, que pode decor-
rer do consumo excessivo de drogas e/ou alcool, doencgas autoimunes e desordens metabdlicas

como, diabetes tipo 2, dislipidemia, obesidade e doencas virais, como hepatite B e C (57).

2.10. Matriz Extracelular e o Processo Inflamatorio Hepatico

O parénquima hepatico é composto por hepatdcitos, células endoteliais e outras células
residentes, como as HSCs e as KCs, e 0s componentes estruturais do tecido hepatico que se
encontram na MEC (54).

A MEC ¢é uma grande parte do microambiente de todos os tecidos formada por uma
malha ndo celular composta, principalmente, por proteinas e proteoglicanos, mas também por
glicoproteinas e polissacarideos. Componentes que quando organizados e estruturados em
diferentes propor¢oes no tecido, oferecem as condi¢des necessarias para o crescimento, funci-

onamento e sobrevivéncia celular (4,58-60).
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Quando o figado esta saudavel e a MEC em seu estado normal, a atividade hepética
encontra-se estavel e o 6rgdo em equilibrio fisioldgico (6). Ao surgir uma lesdo, ocorre 0 es-
timulo de processos inflamatorios celulares. Durante a tentativa de recuperacéo fisiologica,
desenrola-se uma ruptura desta matriz, desencadeando um desequilibrio funcional, pois a sua
interacdo com cada célula do parénquima hepatico fica comprometida (3,5,61).

O que ocorre ¢ a interacdo entre as principais células hepéaticas — os hepatdcitos, as
KCs e as HSCs — no desenvolvimento de fibrose em resposta a lesdo hepatica cronica causada
pelo HCV. Por serem as células mais presentes no figado, aproximadamente 80%, os hepat6-
citos sdo os mais afetados pela lesdo, produzindo varios mediadores inflamatérios que ativam
diretamente as HSCs. Estas também séo ativadas indiretamente pelas KCs e pelas células en-
doteliais sinusoidais.

Como ilustrado na Figura 5, as HSCs inativas, armazenadoras de lipideos e vitamina
A, sdo ativadas para um fendtipo ativo miofibrobléstico que se prolifera e desencadeia varios
processos, tais como: a fibrinogénese, contracdo, quimiotaxia, liberacdo de citocinas inflama-
torias e uma alteracdo do equilibrio da MEC caracterizada por uma alta producéo de matriz e
sua baixa degradacdo (43). Isso causa 0 espessamento progressivo dos septos fibroticos, rup-
tura da matriz e sua consequente substituicdo por colagenos fibrilares. Esses achados reforcam
a complexidade e importancia que a ativacao das HSCs tem na regulacao e equilibrio hepati-
co, no desenvolvimento de novos diagnosticos e terapias para as doencas hepéticas
(3,54,61,62).
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Figura 5: Ativagdo das células estreladas. Adaptado de Fonte: (56).

2.11. Biomarcadores soroldgicos diretos.

A base de toda discussdo em torno dos marcadores diretos é a MEC, por ser o seu de-
sequilibrio, entre degradacgdo e acimulo, o responsavel pela desordem fisiologica hepéatica que
causa a fibrose (54). Os marcadores diretos sdo as principais substancias diretamente envolvi-
das com o metabolismo desta matriz, indicando alterac@es na histologia, fisiologia e funcio-
namento hepatico. Eles sdo classificados como marcadores experimentais por ainda ndo serem

validados e aceitos clinicamente (63).

2.11.1. Acido Hialurénico (HA)

O HA é um glicosaminoglicano sintetizado pelas HSCs, degradado pelas células sinu-
soidais. E o principal componente estrutural de formagéo da MEC (64) encontrado na matriz
intersticial (65). Ele é o mediador mais validado e seus altos niveis sdo relacionados direta-
mente com lesdo hepatica e hepatite viral crénica (66). Existem estudos que comprovam a sua

eficacia na exclusdo de fibrose avancada e/ou cirrose quando seus valores sdo < 60mcg/L.
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Mas, em contrapartida, existem outros que relatam a baixa aplicabilidade deste marcador

quando se tratam de pacientes em estagios menos avancados de lesdo (66—70).

2.11.2. Colageno Tipo I e IV (COLI e COLIV)

Dentre as principais proteinas fibrosas da MEC estdo o colageno, a elastina, a fibro-
nectina e a laminina. Destes, o colageno é o principal componente, representando 30% da
massa total de proteinas de uma célula animal. E importante ressaltar que os colagenos podem
ser divididos em dois grupos: coldgeno da matriz da membrana basal e coldgeno da matriz
intersticial (60,71). Neste estudo, foram dosados o COLI e COLIV, cada um representando
um grupo da matriz. Eles sdo sintetizados pelos fibroblastos e ambos sdo componentes impor-
tantes na fase de resposta a uma lesdo, pela remodelacdo de reparo e pela sua proteolise ser
essencial para a migracao celular através da MEC (72,73). O aumento na sintese de coldgeno
caracteriza uma alteracdo proteica que, somada ao acumulo de fibras no tecido e a mudanga
na estrutura hepatica, causa o aumento da densidade da MEC, tornando-o um indicador fibri-
nogénico (56,63).

O COLI é o colageno mais abundante na matriz intersticial hepatica (55) e a maior
parte do colageno intersticial é secretado por fibroblastos que residem no tecido. Quando a
MEC esta saudavel, a malha de colageno e elastina sofre tens@es celulares, mas mantém o
funcionamento do tecido normal, remodelando-o (65). Quando ocorre uma lesdo, a fibrinogé-
nese é ativada e, com o intuito de cicatrizar a lesdo, a MEC acaba sendo danificada porque a
migracéo e a proliferagéo de fibroblastos fazem com que eles sintetizem e depositem na MEC
grande quantidades de COLI (72). Por isso, quando comparado a matriz normal, o tecido pro-
duzido na fibrose (55) e na cirrose (56) tem uma quantidade maior de COLI, embora ele ndo
seja relacionado ao grau necroinflamatério (64).

O COLIV também ¢é uma proteina da MEC, é encontrado na matriz da membrana ba-
sal e é essencial para a polaridade do tecido (72). Existem também relatos da correlagéo entre

0 COLIV e o estagio fibrético (64), e do seu aumento em figados cirréticos (56).

2.11.3. Propeptideo aminoterminal do Procolageno Tipo I11 (PI1INP)

Os colagenos fibrilares, como o colageno I11, sdo sintetizados no organismo como mo-

Iéculas de procolageno, flanqueada por dois dominios denominados propeptideo N terminal e
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propeptideo C terminal. Quando este procolageno é secretado da célula, os propeptideos séo
clivados por proteases especificas, tornando o coldgeno “maduro”. Como a sintese do colage-
no tipo Il antecede a sua deposicdo na MEC, o PIINP, seu propeptideo precursor, pode ser
utilizado como um indicador direto de sintese e deposicao de colageno (56,74).

O PIINP é um marcador encontrado em maior quantidade em pacientes com HCV
crénica do que nos individuos saudaveis (66), e seu aumento é associado em muitos estudos
com a presenca de fibrose e cirrose (68,75-77). Mas um estudo recente relatou que o nivel de
PIINP néo pode ser utilizado para diferenciar o estagio do dano hepatico, e sim detectar a pre-

senca de doenca hepatica (74).

2.11.4. Inibidores Teciduais de Metaloproteinases

Os inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs) séo proteinas pequenas e multi-
funcionais envolvidas no controle da degradacdo da matriz por regularem o nivel de ativacdo
e a habilidade que as MMPs tém de hidrolisar um determinado substrato. Os TIMPs agem nas
MMPs inativando-as e blogueando sua atividade colagenolitica, contribuindo para um maior
acumulo de col&geno e, posteriormente, evolucdo da fibrose (78).

A principal fonte destes inibidores sdo as HSCs. No figado humano, o grau de expres-
sdo dos TIMPs esta diretamente associado ao grau de fibrose por promover, mesmo que indi-

retamente, a sobrevivéncia das células fibrogénicas (55).

2.11.5. Metaloproteinases

As metaloproteinases da matriz (MMPSs) sdo enzimas responsaveis pela degradacao
dos componentes da MEC (79) e das membranas basais, incluindo colageno, fibronectina e
proteoglicanos. Elas sdo produzidas e secretadas em sua forma inativa e dependem da cliva-
gem para entrarem em atividade no ambiente celular. Na presenga de fatores de crescimento e
citocinas, células como macrofagos e fibroblastos liberam as MMPs para 0 meio extracecular
(78). Sua atividade €é regulada por diferentes vias, e uma delas é pela expressdo dos TIMPs,
inibidores especificos das MMPs. Por isso, o equilibrio entre a producao de TIMPs e MMPs é
um ponto fundamental para manter a homeostase da MEC, pois quando ocorre uma lesdo he-
patica as HSCs ativadas causam a superexpressao dos TIMPs que, consequentemente, supri-
mem a atividade das MMPs (56).
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A MMP1 é conhecida como uma enzima colagenase 1 e a MMP2 é conhecida como
gelatinase A (78). Ambas sdo classificadas como proMMP9 e, por isso, possuem substratos
comuns especificos como: a fibronectina, a elastina, o colageno tipo | e o colageno tipo IV.
Ao tentar manter a homeostase da matriz, a MMP1 degrada os colagenos fibrilares tipos I e 111
e a MMPII, junto com a MMP-9, degrada o colageno tipo IV (55,72).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o desempenho e aplicabilidade da dosagem de marcadores soroldgicos diretos

na avaliacéo da fibrose hepatica em pacientes infectados com o HCV, pré e pds-tratamento.

3.2. Objetivos Especificos

- Avaliar o perfil clinico dos pacientes infectados pelo HCV deste estudo.

- Comparar os marcadores indiretos e diretos entre o pré e pos-tratamento.

- Correlacionar os marcadores diretos, HA, PIINP, COLI, COLIV, TIMP1, TIMP2,
MMP1 e MMP2, pré e pos-tratamento a partir do grau fibrose classificado pelos métodos
APRI e FIB4.

- Associar os marcadores sorolégicos diretos com as caracteristicas virais (genotipo,
medicamento utilizado, tempo de tratamento e tempo entre a coleta e a RVS).

- ldentificar os marcadores sorolégicos diretos capazes de auxiliar na avaliagdo do es-

tadiamento hepatico pré e pds-tratamento.
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4. METODOLOGIA

4.1. Tipo, localizacéo, periodo e populacdo do estudo.

Trata-se de um estudo analitico, prospectivo, ndo randomizado desenvolvido no pe-
riodo de fevereiro de 2018 a agosto de 2019, no Municipio de Aparecida de Goiania, Goias,
localizada no Centro-Oeste do Brasil, cuja populacéo estimada é de 578.179 habitantes (80).
Os pacientes participantes da pesquisa séo os pacientes portadores do HCV atendidos, diag-
nosticados e acompanhados pelo Sistema Unico de Salde (SUS), no Ambulatério de
DST/AIDS e Hepatites Virais, localizado na Vigilancia Epidemioldgica de Aparecida de

Goiania, que preencheram os critérios de inclusdo do estudo.

4.2. Coleta de Dados e Amostras

Este estudo foi dividido em duas fases. A primeira compreendeu a identificacdo dos
pacientes infectados com o virus HCV, do Ambulatdrio de DST/AIDS e Hepatites Virais na
Vigilancia Epidemioldgica, do municipio de Aparecida de Goiania, que atendiam aos critérios
de inclusdo da pesquisa. De um total de 67 pacientes acompanhados pelo Ambulatério, 51
atenderam aos critérios. Na segunda fase, foi realizada a avaliacdo de cada um dos 51 pacien-
tes coletados na primeira fase do estudo, para verificacdo da RVS ap0s o tratamento. Dos 51
pacientes participantes da primeira fase, 24 foram localizados, haviam terminado o tratamento

e alcangado a cura viroldgica (Figura 6).

4.2.1. Primeira Fase do Estudo

Fizeram parte do estudo 67 pacientes com o anticorpo positivo contra 0 HCV (ANTI-
HCV +), atendidos pelo Ambulatério de DST/AIDS e Hepatites Virais na Vigilancia Epide-
mioldgica. Destes, foram excluidos aqueles que apresentaram o PCR quantitativo do HCV
negativos (HCV-RNA -), aqueles que ja haviam tratado do HCV ou que se encontravam em
tratamento antiviral, restando o total de 51 pacientes virgens de tratamento, com indicacao de

tratamento da hepatite C, selecionados nesta primeira fase.
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Os pacientes selecionados foram convidados a participarem do estudo e orientados
quanto aos objetivos da pesquisa, 0s riscos e beneficios, com posterior assinatura do Termo de
Consentimento Livre Esclarecido (TCLE). Em seguida, foi aplicado um questionario para
confirmacdo e complementacéo dos dados para a analise do perfil epidemioldgico e foi reali-
zada a primeira coleta de amostra de sangue para a andlise inicial do estudo. As amostras,
coletadas por pungédo venosa, em um tubo EDTA e um de soro, foram entdo transportadas
para o Laboratorio de Estudos e Pesquisas Imunoldgicas - NEPY, da Pontificia Universidade
Catolica de Goias (PUC Goias), para processamento, aliqguotagem do plasma e do soro, e ar-
mazenagem a -20C°. As informacdes relacionadas aos dados epidemioldgicos, bioguimicos,
caracteristicas virolégicas e de elastografia, foram obtidos dos prontuérios e posteriormente
tabulados e avaliados, conforme o item 4.6, concluindo a primeira fase do estudo.

Os pacientes entdo iniciaram o tratamento antiviral conforme o PCDT vigente na épo-

ca da primeira coleta.

4.2.2. Segunda Fase do Estudo

Na segunda fase do estudo, dos 51 pacientes inicialmente selecionados, 24 deles pre-
encheram o Ultimo critério de inclusdo, chamado de RVS, em que apds o tratamento antiviral
por 12 ou 24 semanas, repetiram 0 HCV-RNA no terceiro més ap0s o seu término e continua-
ram negativos, indicando cura viroldgica. Estes pacientes, portanto, foram incluidos nesta fase
e continuaram participando do estudo.

A realizacdo da coleta de amostra destes 24 pacientes apds o tratamento possibilitou a
avaliagéo:

» dos biomarcadores diretos antes e apds o tratamento,

» acomparacdo pré e pés-tratamento das médias dos biomarcadores indiretos e
diretos,

» a correlacdo dos valores dos marcadores diretos com o grau de fibrose deter-
minado pelos métodos APRI e FIB4,

» aassociacdo dos biomarcadores diretos com as caracteristicas virais e

» aassociacdo dos biomarcadores diretos com as caracteristicas relacionadas ao

tratamento.
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A perda de 27 pacientes da primeira para a segunda fase do estudo deu-se por moti-
vos ndo associados aos critérios de inclusdo e exclusdo do estudo: ndo inicio do tratamento,

ndo finalizacdo do tratamento, por ndo terem sido localizados e falecimento.

| Andlise do prontuario |

I
[ HEW positivo
| |
Pacientes HCV RMNA- Pacientes virgens de tratamento Pacientes em tratamento
e Pacientes curados
n _
Il .
Incluidos:51 Pacientes Excluido
Excluido mn
12 Fase doestudo: Pré - Tratamento i
n
TCLE Coleta da amostra Questionario
1l Il Il
Arguivado Processamento Tabulacdodos dados
Aliguctagem
Armazenamento
n

22 Fase doestudo: Pos - Tratamento
I

1 Obito
B Maoiniciaram o TTO
3 Naoterminaram o TTO
12 Término do TTO fora do prazo
5 Naolocalizados

N\

24 Pacientes

Coleta da amostra

n n
Andlise do Prontuario Processamento
Aliguctagem
Armazenamento
Il

Realizagdodo ELISA para os 8 biomarcadores

Figura 6: Fluxograma da metodologia do estudo.

Fonte: a autora.
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4.3. Critérios de Inclusao

- Pacientes de ambos o0s sexos, com idade maior ou igual a 18 anos, HCV-RNA positi-
VOS.
- Pacientes que ainda ndo haviam iniciado o tratamento para hepatite C.

- Pacientes que ap06s o tratamento apresentaram RVS.

4.4, Critérios de Excluséo

- Pacientes que apresentaram HCV-RNA negativo.
- Pacientes HCV-RNA positivos que ja haviam iniciado o tratamento para Hepatite C.
- Pacientes HCV-RNA positivos que ja haviam sido tratados e atingiram a RVS.

4.5. Aspectos Eticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Pontificia Universidade Cato-
lica de Goias, com o registro CAAE: 62925516.3.0000.0037 e aprovado também pela Secre-
taria de Saude de Aparecida de Goiania. A pesquisa foi conduzida em conformidade com as

determinag6es da Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude.

4.6. Variaveis analisadas

4.6.1. Dados coletados

Os dados contidos nos prontuarios dos pacientes e obtidos na primeira fase do estudo,
por meio do questionario, foram transcritos para uma planilha em Excel. Estas informacoes
foram divididas de acordo com o perfil do dado:

- Dados epidemiologicos e clinicos: idade, género, antecedente social (etilismo), co-
morbidade (Diabetes Mellitus — DM, diagnosticado por 2 glicemias de jejum acima de
126mg/dL ou Hemoglobina glicada > 6,5 mg/dL).
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- Dados laboratoriais/bioquimicos para calculo dos biomarcadores indiretos: indices
APRI e FIB4, de acordo com os valores de AST, ALT e plaquetas.

- Dados relacionados as caracteristicas viroldgicas e relacionadas ao tratamento antivi-
ral: genotipo, tipo de medicamento utilizado, tempo de tratamento e o tempo entre a identifi-
cacdo da RVS até a coleta amostral na segunda fase.

- Dados relacionados aos marcadores mecanicos de avaliacdo de fibrose hepética:
Elastografia hepatica (Fibroscan®) com resultados de acordo com a classificacdo de Metavir
(Fibrose leve = FO/F1 e Fibrose Significativa = F2/F3/F4).

4.6.2. Dados laboratoriais

Além dos dados coletados, chamados biomarcadores indiretos, existem os indicadores
criados a partir das dosagens laboratoriais de biomarcadores diretos de fibrose hepatica, que
sdo marcadores que poderiam indicar lesdo hepatocelular, tipo necrose ou apoptose hepatoci-
taria, que podem ser realizados em laboratorios especializados. Trata-se das concentragdes
séricas dos oito marcadores diretos discutidos anteriormente. S3o eles: Acido Hialurnico
(HA), Colageno Tipo | (COLI), Colageno Tipo IV (COLIV), Propeptideo aminoterminal do
Procolageno Tipo I (PIINP), Inibidor tecidual de metaloproteinase 1 (TIMPL), Inibidor
tecidual de metaloproteinase 2 (TIMP2), Metaloproteinase 1 (MMP1) e Metaloproteinase 2
(MMP2).

A técnica utilizada foi a ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay), da marca
Cloud-Clone Corp. O processo em cada microplaca acontece da seguinte forma:

a) o branco, padrdes, controles e amostras foram adicionadas aos pogos da placa pré-
revestidas com o Ac especifico para cada biomarcador, incubado a 37°C e lavado;

b) o Ac especifico conjugado com biotina foi adicionado a cada poco, incubado a 37°C
e depois lavado;

c) a avidina conjugada a enzima peroxidase (HRP — Horseradish Peroxidase) é
adicionada a cada pogo, incubada & 37° e depois lavada;

d) o TMB, solucdo de substrato cromogénica, foi adicionado aos pocos, incubado a
37°C, e foi possivel observar que apenas 0s poc¢os que continham o biomarcador, anticorpo
conjugado a biotina e ao conjugado da avidina/HRP exibiram mudanca de cor;

e) a reacdo enzima-substrato terminou quando a solucdo STOP (solucdo de acido

sulfurico) foi adicionada e se observou imediatamente a mudanca para a cor amarela; e
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f) foi realizada a medicdo espectrofotometricamente a um comprimento de onda de
450nm = 10nm.
Por fim, a concentracdo do biomarcador nas amostras foi determinada através da

comparacdo do O.D. das amostras com a curva padréo.

4.7. Anélise estatistica

Foram realizadas estatisticas descritivas e inferenciais. Na estatistica descritiva, foram
calculadas as frequéncias absolutas e relativas percentuais, para as variaveis categoricas, e
médias, desvio padrdo e amplitude, para as varidveis continuas. Na estatistica inferencial, foi
aplicado o teste de normalidade D Agostino-Pearson. Para a comparacdo das médias, nas dis-
tribuicGes paramétricas, foram utilizados o teste de t de Student (para duas estratificacdes) e
ANOVA (para trés ou mais estratificacdes). E para a comparacdo das distribuicdes ndo para-
métricas, foram utilizados o teste Mann-Whitney (para duas estratificacdes) e Kruskal-Wallis
(para trés ou mais estratificacdes). Para todos os testes da estatistica inferencial, foi utilizado o

coeficiente de significancia de 5% (p-valor<0,05). O software utilizado foi o BioEstat'5.3.
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5. RESULTADOS

Conforme pode ser visto na Tabela 2, participaram deste estudo 51 pacientes porta-
dores do HCV. Dentre eles, o percentual de mulheres foi maior do que o de homens, respecti-
vamente 60,8% e 39,2%. A média de idade foi de 53,4 anos, com amplitude entre 34 e 78
anos. O percentual de pacientes com historia de etilismo foi de 5,9% e de pacientes diabéticos
19,6%. A infeccdo pelos gendtipos la (41,2%) e 1b (41,2%) foi a mais prevalente, represen-
tando 82,4% dos pacientes.

Tabela 2. Perfil clinico dos pacientes.

Variavel (n=51) N (%)
Género

Feminino 31 60.8

Masculino 20 39.2
Idade

Até 50 anos 22 43.1

Acima de 50 anos 29 56.9

Média (DP) 53.4 11.6
Etilista

Sim 3 5.9

Ndo 48 94.1
DM

Sim 10 19.6

Nao 41 80.4
Genotipo

Gendtipo la 21 41.2

Gendtipo 1b 21 41.2

Gendtipo 2 2 3.9

Genotipo 3 7 13.7

Fonte: Prontudrios dos pacientes arquiva-
dos na Vigilancia Epidemioldgica de
Aparecida de Goiania/GO.

Os pacientes foram classificados com relagdo ao grau de fibrose, segundo critérios
propostos pelo PCDT. Dos 51 pacientes, 86,2% tinham a avaliagdo da fibrose pelo Fibros-
can® antes do tratamento, sendo 43,1% classificados como Fibrose Leve (FO/F1) e 43,1%
como Fibrose Significativa (F2/F3/F4). Verificou-se que 13,7% dos pacientes ndo realizaram
elastografia hepatica (Fibroscan®). Portanto, ndo obtiveram esta estimativa de fibrose hepati-

ca por este método, provavelmente porque o PCDT de 2018 autorizou o tratamento para todos
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os pacientes infectados pelo HCV, dispensando a realizacdo obrigatdria deste exame. Como ja
havia sido autorizado anteriormente no PCDT 2017, somente os indices de APRI e FIB4, cal-
culados a partir dos resultados coletados de AST, ALT e plaguetas, séo utilizados para avaliar
a fibrose hepatica pré-tratamento.
Antes do tratamento, todos os 51 pacientes obtiveram dados para o célculo dos indices
APRI e FIB4. Como mostram os dados da Tabela 3, com base na classificagdo APRI, 47,1%
foram classificados como de fibrose ausente/leve, 9,8% com fibrose avancada e 43,1% na
“Zona Cinza”, permanecendo como fibrose indeterminada. Com base na classificacdo FIB4,
33,3% foram classificados com fibrose ausente/leve, 11,8% com fibrose avancada e 54,9% na
Zona Cinza.
Apds o tratamento, 42 pacientes apresentavam dados para o calculo dos indices
APRI e FIB4. Com base no APRI, 70,6% foram classificados com fibrose ausente/leve, 5,9%
com fibrose avangada e 5,9% na Zona Cinza e em 17,6% ndo foi encontrada esta informagéo.
Com base no FIB4, 39,2% foram classificados com fibrose ausente/leve, 5,9% com fibrose

avancada e 37,3% na Zona Cinza e também em 17,6% ndo foi encontrada esta informacéo.

Tabela 3. Classificagdo quanto ao grau de fibrose.

Método Variavel (n=51) N (%) n (%)
Classificagédo Pré Tratamento P6s Tratamento

Fibroscan  Fibrose Leve (FO/F1) 22 43.1
Fibrose Significativa (F2/F3/F4) 22 43.1 Sem informacéo
Sem informagéo 7 13.7

APRI Fibrose leve/ausente 24 47.1 36 70.6
Zona Cinza/Intermediario 22 43.1 3 5.9
Fibrose Avancada 5 9.8 3 59
Sem informagéo 0 0.0 9 17.6

FIB4 Fibrose leve/ausente 17 33.3 20 39.2
Zona Cinza/Intermediario 28 54.9 19 37.3
Fibrose Avancada 6 11.8 3 5.9
Sem informagéo 0 0.0 9 17.6

Fonte: Prontudrios dos pacientes arquivados na Vigilancia Epidemioldgica de Aparecida de Goia-

nia/Go.

A Tabela 4 apresenta as caracteristicas relacionadas ao tratamento. Em relagdo aos
medicamentos utilizados, 9,8% dos pacientes receberam o SOF e SIM, 19,6% o SOF e DAC,
37,3% o SOF, DAC e RBV, 17,6% o0 medicamento 3D e 3,9% o 3D com RBV. Utilizou-se o

-

tempo de tratamento de 12 semanas para 78,4% dos pacientes e de 24 semanas para 9,8%. E
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importante ressaltar que no caso destas duas informagdes — farmaco prescrito e tempo de tra-
tamento, em 6 pacientes (11,8%) ndo foi possivel adquirir os dados, pois 0s mesmos nao ini-

ciaram o tratamento durante o periodo do estudo.

Por fim, em relacdo ao tempo entre a RVS até a data da segunda coleta (pos-
tratamento), foram obtidas as informacOes de 24 pacientes. Este intervalo de tempo variou
entre até seis meses (5,9% dos pacientes), de 7 a 12 meses (23,5%) e de 13 a 24 meses (17,7%

dos pacientes).

Tabela 4. Caracteristicas do tratamento.

Variavel (n=51) N (%)
Medicamento
SOF + SIM 5 9.8
SOF + DAC 10 19.6
SOF + DAC + RIBA 19 37.3
3D 9 17.6
3D + RBV 2 3.9
Sem informacgéo 6 11.8
Tempode TTO
12 Semanas 40 78.4
24 Semanas 5 9.8
Sem informacgéo 6 11.8
Tempo da RVS até a coleta
Até 6 meses 3 59
> 6 a 12 meses 12 23,5
> 12 a 24 meses 9 17,7
Sem informacao 27 52,9

Fonte: Prontuérios dos pacientes arquivados na Vigilan-
cia Epidemioldgica de Aparecida de Goiania/GO.

Na segunda etapa do estudo foi possivel realizar a coleta de amostra (plasma e soro)
de 24 pacientes, que alcancaram a RVS ap0s o tratamento, 0 que permitiu comparar os dados
pré e pos-tratamento desses pacientes. Essas informacdes sdo apresentadas nas Tabelas 5 a 11.

Como mostram os dados da Tabela 5, verificou-se uma diminui¢do dos valores de
APRI e FIB4 do periodo pré para o pos-tratamento. Na comparacdo dos biomarcadores dire-
tos, houve um aumento significativo no TIMP1 (p=0.0198) e uma diminuicdo no MMP2
(p=0.0035). Apesar dos outros quatro biomarcadores diretos (HA, COLIV, TIMP2 e MMP1)
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apresentarem variacfes nas concentragcbes que podem sugerir piora apos o tratamento, eles

nédo foram estatisticamente significantes (p>0,05).

Tabela 5. Comparacdo dos marcadores indiretos e diretos, antes e apds o tratamento.

Marcador Pré TTO PésTTO p-valor

Indireto
APRI 0.7665 0.4059 <0.0001
FIB4 2.192 1.7786 0.0309
Direto
HA 15.1 17.9 0.3083
PIINP 10.8 10.1 0.9097
CoLl 39.1 37 0.7107
COLIV 58.8 76.2 0.2367
TIMP1 180 243.4 0.0198
TIMP2 43.9 46.2 0.4556
MMP1 10.6 9.2 0.3564

MMP2 121577.1 68317.3 0.0035
Fonte: Prontuérios dos pacientes arquivados na Vigilan-
cia Epidemioldgica de Aparecida de Goiania/GO e resul-
tados dos testes laboratoriais.

A partir da comparacdo das concentracdes dos biomarcadores diretos pré e pos-
tratamento, de acordo com o grau de fibrose classificado pelos métodos APRI e FIB4, foi
possivel encontrarmos: com base na classificacdo pelo APRI, os dados da Tabela 6 mostram
que o MMP1 apresentou diminui¢do significativa nos pacientes classificados com Fibrose
ausente/leve, o0 MMP2 diminuiu significativamente nos pacientes considerados como “Zona

Cinza” e o TIMP1 apresentou um aumento significativo nos pacientes com Fibrose Avancada.
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Tabela 6. Comparacédo dos biomarcadores diretos com o APRI.

Fibrose Ausente/Leve ZC Fibrose Avancada

Biomarcador

) ] i -valor Pré- Pds- -valor Pré- Pos- -valor
Direto Pre-TTO  P6s-TTO o 110 Mo Tlo

HA 135 17.1 0.2809 18.0 27.0 0.4541 12.1 17.1 0.3522
PIINP 10.1 10.1 0.9915 9.6 115 0.1088 154 9.3 0.4865
COLI 40.5 35.6 0.5442 36.6 42.2 0.7263 41.6 42.3 0.9651
COLIV 66.4 81.7 0.4916 37.2 242  0.3472 94.0 76.0 0.6483
TIMP1 215.2 245.2 0.4121 161.9 219.2 0.4919 137.1 248.1 0.0336
TIMP2 43.9 46.3 0.6097 42.7 477 0.2871 47.4 44.2 0.6493
MMP1 11.5 8.5 0.0459 8.5 6.6 0.1992 13.3 155 0.7126
MMP2 98254.4 68329.2 0.3980 83208.5 13916.5 0.0027 275805.4 104509.2 0.3980

Fonte: Prontudrios dos pacientes arquivados na Vigilancia Epidemioldgica de Aparecida de Goiania/GO e resultados dos

testes laboratoriais.

Com base na classificacdo pelo FIB4, como mostram os dados da Tabela 7, somente

nos pacientes da Zona Cinza o biomarcador MMP2 apresentou uma diminuicdo significativa.

Tabela 7. Comparacdo dos biomarcadores diretos com o FIB4.

. Fibrose Ausente/Leve ZC Fibrose Avancada
Blor[r;_ariador , , p-valor Pré- P6s-  p-valor  Preé- Pos-  p-valor
reto— Pre-TTO  Pos-TTO TTO  TTO TTO  TTO
HA 13.8 17.6 0.3087 16.5 185 0.6431 11.8 17.1 0.3270
PIINP 9.5 8.7 0.6334 9.8 11.7 0.1323 15.9 9.3 0.4416
CcoLlI 38.9 39.0 0.9910 34.1 33.6  0.9295 57.7 423  0.3186
coLlv 53.3 91.1 0.1596 59.5 62.7 0.8889 63.3 76.0 0.6515
TIMP1 223.7 262.8 0.4423 170.9 2244  0.1873 159.2 248.1  0.1145
TIMP2 49.3 44.0 0.4042 41.3 48.7 0.1206 47.0 44.2 0.6939
MMP1 10.2 7.6 0.2076 10.3 9.0 0.5420 12.0 155 0.4852
MMP2 104490.4 83266.7 0.7136 127745.0 44856.4 0.0450 119805.8 104509.2 0.8400

Fonte: Prontudrios dos pacientes arquivados na Vigilancia Epidemiologica de Aparecida de Goiania/GO e resultados dos

testes laboratoriais.

Apos a identificacdo de alteracGes significativas nos valores de TIMP1, MMP1 e
MMP2, foi realizada a comparacdo de todos os marcadores diretos dosados com a caracteris-
tica do gendtipo viral e caracteristicas do tratamento. Como mostram os dados da Tabela 8,
guando comparados ao genotipo viral, houve diferenca significativa de biomarcadores diretos
em dois dos trés genotipos do HCV deste estudo. No genotipo 1a foi observada alteracdo do
TIMP1 e do MMP2, e no gen6tipo 1b houve alteracdo no TIMP2. N&o houve mudangas signi-

ficativas dos biomarcadores no genotipo 3.
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Tabela 8. Comparacdo dos biomarcadores diretos com os genotipos do virus.

. Gendtipo*
Blom_arcador 1a i b - 3 i
Direto P p p
Pré TTO P6sTTO valor Pré TTO P6s TTO valor Pré TTO P6s TTO valor
HA 18.2 19.0 0.8787 11.7 14.2 0.1374 11.8 24.0 0.4641
PIINP 12.3 9.2 0.2786 9.6 11.1  0.2538 8.9 9.9 0.6686
CoLlI 41.9 40.2 0.8487 34.2 33.8 0.9631 50.0 36.4 0.1363
COoLIV 46.0 79.3 0.2786 76.7 79.1  0.9271 315 42.7 0.7263
TIMP1 186.7 265.2 0.0305 189.3 233.8  0.3109 915 176.0  0.5055
TIMP2 48.0 48.4  0.9379 39.6 46.0 0.0408 453 350 0.2931
MMP1 9.3 9.1 0.9443 12.2 9.8 0.2986 8.6 6.4 0.4862
MMP2 118979.5 54089.9 0.0357 131830.0 92396.1 0.5664 79473.0 141345 0.4233

*Analise ndo foi feita com o gendtipo 2 porque 0 mesmo nao estava presente em nenhum dos 24 pacientes.
Fonte: Prontudrios dos pacientes arquivados na Vigilancia Epidemioldgica de Aparecida de Goiania/GO e resultados dos
testes laboratoriais.

Conforme pode ser visto na Tabela 9, houve diminuicéo significativa do MMP2 nos
pacientes que foram tratados com SOF e SIM, diminuicdo do MMP1 nos pacientes tratados
com SOF e DAC e aumento do TIMP2 nos pacientes tratados com 3D. N&o houve mudangas

significativas dos biomarcadores nos pacientes tratados com SOF, DAC e RBV.
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Tabela 9. Comparacdo dos biomarcadores diretos com os medicamentos administrados.

Biomarcador

Medicamento

Direto SOF + SIM p- SOF + DAC p- SOF+DAC+RBV p- p-

Pré TTO P6sTTO valor Pré TTO P6sTTO valor Pré TTO P6sTTO valor Pré TTO P6s TTO valor
HA 11.0 16.3  0.4690 12.7 155 0.3346  20.7 215  0.8932 8.9 13.0  0.0453
PIINP 11.5 9.4 0.4421 9.4 10.7 0.9168 126 100  0.7573 9.3 109  0.3687
CcoLI 39.6 447 04240 587 421 03069  37.6 328  0.6277 247 352  0.2427
COLIV 455 65.1 0.6138  40.5 775 01302  40.2 63.0 0.8946 110.7 99.2  0.7791
TIMP1 207.6 301.2 0.2208 194.4 2118 0.7882  165.7 235.7 0.1618 161.2 240.2  0.1532
TIMP2 44.9 46.7 09025 424 426 09613 486 454 05550 38.6 49.9  0.0365
MMP1 9.1 6.3 0.2468  16.2 10.8  0.0472 8.4 9.3 0.7367  10.7 9.6 0.7616
MMP2 05946.8 18236.2 0.0289 714450 64644.4 0.8518 110269.4 60563.8 0.1757 184657.5 114005.7 0.5711

*Analise com 23 dos 24 pacientes, pois somente 1 usou 3D+RBV.

Fonte: Prontudrios dos pacientes arquivados na Vigilancia Epidemioldgica de Aparecida de Goiania/GO e resultados dos testes laboratoriais.
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Os dados da Tabela 10, que mostram a comparacgdo dos biomarcadores com o tempo
de tratamento, sugerem que foi significativo o aumento do TIMP1 e a diminuicdo do MMP2
nos pacientes tratados por 12 semanas. Contudo, 0 mesmo ndo ocorreu nos pacientes tratados

por 24 semanas, onde houve um aumento significativo do biomarcador COLIV.

Tabela 10. Comparacao dos biomarcadores diretos com o tempo indicado de tratamento.

Tempo de Tratamento

Biomarcador

Direto 12 semanas p- 24 semanas p-

Pré TTO P6sTTO valor Pré TTO PésTTO valor
HA 15.5 18.1 04248 133 172 0.3304
PIINP 9.9 104 0.6225  15.0 9.0 0.5637
coLl 36.0 359 09859  54.2 42.1  0.5406
CoLIv 61.4 69.8  0.6087  45.9 108.0  0.0352
TIMP1 172.9 2459  0.0207 2152 231.0  0.7500
TIMP2 43.5 46.8 03262  46.1 428  0.6403
MMP1 10.6 8.3 0.1240 105 13.7  0.5396
MMP2 118169.5 53266.2 0.0018 138615.1 143572.8 0.9459

Fonte: Prontudrios dos pacientes arquivados na Vigilancia Epidemiologica de Apare-
cida de Goiania/GO e resultados dos testes laboratoriais.

Por fim, a comparacéo dos biomarcadores com o tempo de RVS até a data da coleta
apos o tratamento, apresentada na Tabela 11, demonstrou que ndo houve alteracdo significa-
tiva nos pacientes curados em até seis meses. Nos pacientes curados entre sete e 12 meses, 0
TIMP1 aumentou e 0 MMP2 diminuiu, significativamente. Nos pacientes curados entre 13 e

24 meses, somente 0 MMP2 apresentou diminuigéo significativa.

Tabela 11. Comparagdo dos biomarcadores diretos com o tempo da RVS até a coleta.

Tempo da RVS até a coleta

Biomar- p

CaI_dOI‘ Até 6 meses ) > 6 a 12 meses ) 12 a 24 meses -
TTO TTO TTO TTO TTO TTO

HA 17.1 195 0.5890 16.9 17.9 0.8379 12.1 175 0.2332

PIINP 9.2 10.1 0.7200 115 10.8 0.7290 104 9.3 0.3374

CoLlI 29.2 28.9 0.9898 35.8 34.3 0.8585 46.7 43.2 0.6625

COLIV 27.3 68.9 03977 744 814 0.7755  48.6 71.6  0.2036
TIMP1 285.8 2629 0.7746 151.9 2276 0.0406 1821 2579 0.1032
TIMP2 38.9 419 0.6519 475 455 0.6454 409 48.4  0.3099
MMP1 8.0 108 0.6704 10.6 9.4 0.6116 114 8.4 0.1102
MMP2 144763.0 169451.5 0.8014 135389.8 64282.1 0.0496 95431.6 39986.1 0.0442

Fonte: Prontuérios dos pacientes arquivados na Vigilancia Epidemioldgica de Aparecida de Goiania/GO e resul-
tados dos testes laboratoriais.
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6. DISCUSSAO

Este estudo buscou avaliar marcadores soroldgicos diretos descritos em estudos como
métodos complementares aos ja utilizados e abordados como métodos especificos e eficientes
na avaliacdo da fibrose hepatica. Por isso, podem ser utilizados para avaliarem o impacto que
0 uso dos DAAs tem sobre o figado, o seguimento do paciente apds a cura, além de poderem
ser utilizados na prevencdo de futuras complicacdes hepaticas. Dos marcadores ja descritos,
dosamos os HA, PIIINP, COLI, COLIV, TIMP1 e 2, e MMP1 e 2, e 0S comparamos com 0
grau de fibrose classificado pelo APRI e FIB4, com o gendtipo do virus e com informacGes
sobre o tratamento.

A maioria dos pacientes deste estudo tinha idade acima de 50 anos, dado que refletiu a
faixa etaria com maior prevaléncia da Hepatite C na populacdo brasileira (9). Isso também
aconteceu com o0 genotipo dos pacientes, ja que neste estudo o gendtipo 1 foi 0 mais encon-
trado (82,4%), seguido pelos genodtipos 3 (13,7%) e 2 (3,9%), refletindo assim a maior preva-
Iéncia do gendtipo 1 no mundo (81) e a maior prevaléncia dos genotipos 1, 3 e 2 respectiva-
mente na América do Sul (30).

Os valores dos marcadores indiretos, quando comparados no pré e pos-tratamento, su-
gerem um prognostico contréario aos apresentados pelos marcadores diretos. Enquanto houve
diminuicdo dos valores de APRI e FIB4, refletindo uma melhora na fibrose hepética do paci-
ente apoOs o tratamento, os aumentos do COLIV, do TIMP1 e do TIMP2, e a diminuicdo do
MMP1 e do MMP2, sugere piora.

Esse é um ponto que deve ser melhor discutido pelo fato dos marcadores indiretos se-
rem calculados a partir de diferentes pardmetros laboratoriais, conhecidamente relacionados a
atividade inflamatéria (82), que ndo s6 aqueles envolvidos essencialmente com a atividade
necrotica e apoptética do figado. As plaquetas, por exemplo, podem apresentar variagdes ndo
associadas com injdria hepética e interferirem no célculo e classificagdo do grau de fibrose.
As transaminases sao mais especificas para indicar lesdo hepatica, por se tratarem de enzimas
presentes nos hepatdcitos (83), mas nem sempre refletem o grau de fibrose. Antes do trata-
mento, as transaminases estardo altas por conta da atividade inflamatoria, e isso pode superes-
timar a fibrose (82,84,85). Apds o tratamento e alcance da RVS, as transaminases normali-
zam, causando diminui¢do do APRI e FIB4 (83,86,87), 0 que pode mascarar a existéncia de
fibrose no paciente. Apesar de que o mais esperado ¢ a regressdo da fibrose naqueles pacien-

tes que alcancaram a cura, apos o tratamento com DAAs (88,89). O fato das transaminases

48



nem sempre refletirem a fibrose ressalta a importancia de combinar o uso do APRI e FIB4
com outros métodos, como a elastografia transitoria (90).

Isso explica o fato do APRI e FIB4 apresentarem melhor acurdcia em pacientes com
fibrose mais avangada. Um estudo com 107 pacientes relatou valores maiores de transamina-
ses nos pacientes com mais fibrose, mas constatou maior exatiddo dos métodos somente nos
pacientes com mais fibrose (91). Outro estudo realizado com pacientes com hepatite C croni-
ca, tratados com Interferon e RBV, descreveu nos pacientes com fibrose severa e cirrose uma
diminuicdo significativa dos valores de APRI, tanto nos que atingiram RVS como também
naqueles que ndo atingiram a RVS. O mesmo nédo aconteceu no grupo com fibrose leve e mo-
derada (15).

Os biomarcadores diretos, na pratica, se tornam mais especificos por serem produtos
da MEC ou por serem produzidos pelas HSCs, estando assim diretamente associados com o
equilibrio da matriz e envolvidos com a degradacdo e deposicdo do coladgeno (92). Petersen et
al (2014) comparou o APRI e um score que combina as dosagens de trés dos marcadores dire-
tos dosados neste estudo (HA, TIMP1 e PIIINP), e relatou a importancia da combinacao dos
métodos, j& que cada um mede aspectos diferentes do processo fibroético (93).

Diante dos resultados contraditorios dos marcadores indiretos e diretos, decidimos cor-
relacionar os marcadores diretos com o grau de fibrose hepatica determinado pelos métodos
APRI e FIB4. Constatou-se que o TIMP1, o MMP1 e 0 MMP2 sdo métodos diretos especifi-
cos para cada grau de lesdo. Quando utilizado o método APRI, o MMP1 apresentou diminui-
cdo significativa nos pacientes com Fibrose Ausente/Leve (p=0.0459), o MMP2 diminuicéo
para pacientes da ZC (p=0.0027) e o TIMP1 aumento para aqueles com Fibrose Avancada
(p=0.0336). Com o método FIB4, somente o biomarcador MMP2 diminuiu significativamente
nos pacientes da ZC (p=0.0450). Isso pode ter ocorrido porque o método APRI mostrou-se
melhor para a avaliacdo do estadiamento hepéatico do que o FIB4, pelo nimero de pacientes
classificados na ZC. Tanto na avaliagdo no pré-tratamento, quanto na avaliacdo pés-
tratamento, o FIB4 apresentou muito mais pacientes na ZC do que o APRI. Isso imputa muita
variacdo na andlise de melhora ou piora da les&o porque os pacientes da ZC s&o indetermina-
dos e ndo classificados quanto ao grau de fibrose.

A variagdo significativa do biomarcador MMP2 nos pacientes da ZC deste estudo, e a
auséncia de estudos que demonstram diferenca significativa deste biomarcador em pacientes
com fibrose indeterminada, sugere uma limitagdo na avaliacdo realizada do estadiamento he-

patico pds-tratamento a partir dos valores do APRI e FIB4. Um estudo constatou que o APRI
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e 0 FIB4 tém um valor progndstico significativo menor em relacdo a bidpsia (94), o que é de
certa forma esperado, ja que a bidpsia é o padrdo ouro para tal avaliacdo. E ja foi relatado que
estes métodos apresentam melhor desempenho no diagnostico dos pacientes sem fibrose, e
naqueles com cirrose, do que nos pacientes com fibrose intermediaria, onde ha uma perda
significativa de acuracia diagnostica (95).

Pressupomos, entdo, que essa limitacdo diagnostica interfere na avaliacdo dos biomar-
cadores diretos a partir da classificacdo realizada pelos méetodos indiretos, 0 que ndo exclui a
aplicabilidade dos métodos APRI e FIB4. Um estudo mostrou que a diminuicdo do MMP2
esta relacionada a lesdo hepatica comparando os seus valores entre pacientes com hepatite C
cronica e pacientes saudaveis, demonstrando sua diminui¢do no grupo de pacientes saudaveis
(66). O estudo, contudo, nao correlacionou os biomarcadores aos graus de fibrose.

Acreditamos, baseando-se nos resultados deste estudo, que os marcadores TIMPL1 e
MMP1 podem ser utilizados em pacientes com fibrose definida, MMP1 em pacientes com
fibrose ausente/leve e TIMP1 em pacientes com fibrose avangada. Os estudos a seguir descre-
veram a utilizacdo destes marcadores, comparando pacientes controles com pacientes infecta-
dos com HCV e demonstraram que sdo marcadores com sensibilidade significativa. Nassef et
al (96) compararam criancas infectadas com o HCV e um grupo controle de criangas sauda-
veis. Eles concluiram que houve um aumento significativo do TIMP1 nas criancas infectadas
em relacdo as saudaveis e que este aumento também foi mais significativo nas criangas com
fibrose significativa (F>2), quando comparadas as que ndo tinham fibrose significativa. Outro
trabalho com 194 pacientes, o qual apresentou um resultado semelhante ao nosso, concluiu
que os biomarcadores podem ser associados ao grau de lesdo hepatica comparando um grupo
controle com pacientes com hepatite C crénica. O TIMP1 aumentou nos pacientes com lesao
hepética, e a MMP1 diminuiu (66). Outro estudo recente abordou a identificacdo de marcado-
res genéticos (expressdo de genes) capazes de definir o estagio da fibrose, por PCR Real-
Time, que podem servir como marcadores de estadiamento, e apresentou aumento dos TIMPs
significativamente maior nos casos de fibrose mais avancada em detrimento daqueles pacien-
tes com fibrose mais recente (97). Esse achado é coerente com o aumento significativo de
TIMP em pacientes com fibrose avangada neste estudo, o que confirma sua aplicabilidade
neste perfil de pacientes.

Os biomarcadores, quando comparados com 0s genotipos dos pacientes, apresentaram
correlacdo somente nos pacientes com o gendétipo 1, com aumento do TIMP1 e a diminuigdo

do MMP2 no genoétipo 1a, e aumento do TIMP2 no gendtipo 1b. Isso provavelmente ocorreu
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devido ao maior numero de pacientes do genotipo 1la e 1b (11 pacientes de cada genotipo,
dentre os 24 pacientes estudados), e 0 nimero baixo de pacientes com o genotipo 3. Muitos
dos trabalhos que abordaram o tema deste estudo, também tiveram pacientes do genotipo 1,
em sua maioria (46,66,82,83,89). Mas nenhum deles correlacionou os marcadores com o tipo
do genotipo.

Quando comparados com o tipo de medicamento utilizado, apresentaram uma diferen-
ca significativa; MMP2 com SOF e SIM, MMP1 com SOF e DAC e TIMP2 com 3D. Interes-
sante notar que ndo houve nenhum marcador relacionado com o tratamento com SOF, DAC e
RBV, sendo este o Unico tratamento realizado com DAAs associados a RBV, farmaco com
um perfil de acdo completamente diferente dos DAAs.

TIMP1 aumentou e MMP2 diminuiu significativamente quando o tempo de tratamento
foi de 12 semanas. O COLIV, que ainda ndo havia apresentado aumento significativo em re-
lacdo as varidveis deste estudo, nos pacientes tratados por 24 semanas foi maior, sugerindo
piora destes pacientes apds o término do tratamento. Pacientes que sdo tratados em 24 sema-
nas tém um perfil diferente dos que tratam em 12 semanas, sendo normalmente pacientes cir-
roticos.

Compreender o COLIV no processo fibrdtico € muito importante porque ele interage
com muitas outras substancias, como proteinas da matriz e MMPs. Por conta destas intera-
cOes, ele desempenha papel fundamental na homeostase do tecido (56), podendo ser direta-
mente associado a fibrose. Confirmando esta associacdo, um estudo que dosou especificamen-
te o dominio 7S do COLIV em pacientes com CHC, infectados com HBV, HCV ou nédo infec-
tados, demonstrou que o grupo onde a concentracgdo sérica do coldgeno 7S era maior, apresen-
tou piora na atividade hepética (98). Em contrapartida, e apesar de 0 COLIV ser um dos cola-
genos mais abundantes no figado (56), ele ndo é especifico. Por isso, deve ser mais estudado e
elucidado, sem desconsiderar sua sensibilidade nos pacientes tratados por mais tempo.

Por fim, quando comparados com o tempo de cura (RVS), ndo houve alteragéo signifi-
cativa de nenhum biomarcador naqueles pacientes com menor tempo de cura (até seis meses).
Nos pacientes curados entre 7 e 12 meses, variagoes no TIMP1 e MMP2 mostraram-se signi-
ficativas. Nos pacientes curados ha mais tempo, entre 13 e 24 meses, somente 0 MMP2 foi
significativo. Todas as variacdes sugerem piora dos pacientes apos RVS.

Estudo realizado com 456 pacientes com hepatite C cronica, tratados com peginterfe-
rona o 2a ¢ RBV, por 24 a 48 semanas, relatou diminuigdo do valor de TIMP1 apds término

da terapia, e RVS na 722 semana (99). Este resultado indica a melhora do paciente pos-
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tratamento, sugerindo um progndstico contrario ao apresentado neste estudo. Contudo, deve-
se ressaltar que essa comparacao ndo pode ser feita, pois se tratam de terapias e tempo de tra-
tamentos diferentes. Além disso, outras variaveis nao foram avaliadas, por falta de dados nos
prontudrios dos pacientes, como: a presenca de esteatose hepatica, 0 aumento de peso e o de-
senvolvimento de CHC.

Uma revisdo abordou a recorréncia de CHC apdés o tratamento com os DAAS e apre-
sentou trabalhos que discutiram, entre os anos de 2016 e 2018, o efeito que o tratamento anti-
viral tem no sistema imunoldgico (100). Em contrapartida, um estudo recente mostrou evi-
déncias de que o tratamento com os DAAs pode reduzir a incidéncia de CHC em pacientes
com fibrose avancgada (F3) e cirréticos (F4) (101). Nao diminuimos a relevancia do desenvol-
vimento dos DAASs e a sua efetividade em curar os pacientes, mas discutimos a importancia
de realizacdo de mais pesquisas que avaliem os efeitos do tratamento antiviral.

Este estudo apresentou algumas limitagcdes que certamente diminuiram a capacidade
de avaliacdo do grau de fibrose a partir da dosagem dos biomarcadores diretos. Foram elas:
numero reduzido de pacientes do estudo; auséncia de grupo controle; presenca de outros fato-
res de risco associados a agravos hepaticos nos pacientes deste estudo; e alto niUmero de paci-
entes classificados quanto ao grau de fibrose pelos métodos APRI e FIB4, como indetermina-
dos.
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7. CONCLUSAO

A avaliacdo precisa do grau de fibrose hepatica nos pacientes infectados pelo HCV e
tratados é importante para estabelecer o prognoéstico e a prevencao de doencas decorrentes da
les&o hepatica, como o CHC.

Os resultados encontrados demonstraram um progndstico contrério ao sugerido pelos
métodos indiretos, e indicaram piora no grau de fibrose apds o tratamento dos pacientes deste
estudo. Este resultado atinge a crenca de que o alcance da RVS isenta automaticamente o pa-
ciente de ter problemas futuros decorrentes da lesdo causada pela infeccéo, ressalta a impor-
tancia de continuar acompanhando estes pacientes apds a RVS e a necessidade de mais estu-
dos de longo prazo em torno da capacidade que os DAASs tém de restaurar o sistema imunita-
rio e a imunodepressdo que pode ser causada pela eliminacdo abrupta do virus no organismo
do paciente.

De todo modo os resultados deste estudo representam um avango por apresentarem
dados pré e pds-tratamento e relaciona-los com outras informacgdes que ndo sé o grau de fi-
brose. Dos oito biomarcadores dosados neste estudo, cinco apresentaram diferenca significa-
tiva. Foram eles: COLIV, TIMP1, TIMP2, MMP1 e MMP2. Quando avaliados de acordo com
0 grau de fibrose, MMP1 demonstrou diminuicédo significativa nos pacientes com fibrose au-
sente/leve, MMP2 demonstrou diminuicdo significativa nos pacientes indeterminados e
TIMP1 demonstrou aumento significativo nos pacientes com fibrose avancada.

E importante considerarmos que os biomarcadores diretos ndo podem ser utilizados
como unico parametro de avaliacdo, porque nenhum deles € especifico do figado, podendo ser
afetados por alteracdes extra-hepaticas. Mas todos tém papel importante na pratica clinica por
refletirem a fibrinogénese hepética com certa especificidade, quando comparada aos métodos
indiretos, contribuindo assim para o diagnoéstico, o tratamento e o prognostico, além de pode-
rem colaborar com o desenvolvimento de terapias antifibréticas, ja que a taxa de cura com 0s
DAAs hoje ja atinge quase 100% dos pacientes tratados.

Um estudo demonstrou que ha evidéncias de que o tratamento com os DAAS pode re-
duzir o risco de desenvolvimento de CHC em pacientes com fibrose avancada. Entretanto,
novos estudos devem ser realizados para avaliar o papel que eles tém no sistema imunolégico
apos a eliminacéo abrupta do virus, que abre um caminho imunossupressor temporal devido a
reconstituicdo imune, sua funcéo antifibrinogénica e outros fatores ndo relacionados com o

virus, como por exemplo: o consumo de &lcool e a presenca de diabetes.
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Em concluséo, sugerimos que sejam realizadas pesquisas prospectivas, observacionais
de longo prazo, com um numero grande de pacientes, com grupo controle, acompanhamento
dos habitos apds o tratamento e classificacdo do grau de fibrose por outro método, além do
APRI e FIB4. Sabemos da interferéncia da atividade inflamatdria nos valores das transamina-
ses por termos encontrado um numero representativo de pacientes indeterminados por estes
indices no nosso trabalho. Mas acreditamos que os marcadores diretos podem auxiliar na elu-

cidacdo destes fendmenos junto com métodos mais precisos, como a elastografia.
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