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RESUMO

A infeccgdo pelo virus da hepatite C é uma importante causa de hepatite cronica, cirrose,
carcinoma hepatocelular e € a principal causa de transplante hepatico em todo o mundo.
Além das alteracBes hepaticas, varias outras alteracdes sistémicas ja foram descritas em
associacdo com a hepatite C cronica (HCC). Varias evidéncias mostram que a infeccao
pelo virus da hepatite C estd associada com a presenga de sindrome metabdlica e com
dislipidemia, uma vez que todas as etapas do ciclo de vida do virus estdo intimamente
relacionadas com o metabolismo lipidico intracellular.

Esse estudo tem como objetivo avaliar a influéncia de fatores do hospedeiro, como a
presenca de comorbidades clinicas e o estilo de vida, com os achados histopatologicos
de figados de pacientes portadores de hepatite C cronica.

Trata-se de um estudo transversal realizado no ambulatorio de hepatites virais do HC-
UFMG. Foram revistas biopsias hepaticas de 85 pacientes incluidos no estudo com
objetivo de classificar segundo os critérios de METAVIR e avaliar a presenca de células
inflamatdrias, seus tipos, quantidades e distribuicdo no lobulo hepatico. Os achados
histolégicos das bidpsias hepéaticas foram correlacionados com a presenca de
comorbidades clinicas como diabetes, hipertensao, estado nutricional e perfil lipidico de
pacientes portadores de hepatite C cronica.

Foram comparados os achados histopatolégicos das bidpsias hepaticas de pacientes com
e sem niveis de HDL sérico > 55 mg/dl. Na andlise univariada, atividade
necroinflamatodria, infiltrado inflamatorio periportal, presenca de linfdcitos periportais e
infiltrado inflamatdrio lobular estavam associados com HDL < 55 mg/dl.
Sobrepeso/obesidade, diabetes mellitus e hipertensdo arterial sisttémica estavam
associados com atividade necroinflamatdria hepatica. Niveis aumentados de ALT, AST,
bilirrubina e triglicerideos e menores niveis de HDL também estavam associados a
atividade necroinflamatdria hepatica.

Na analise multivariada, niveis séricos de HDL apresentaram uma associacdo inversa
com o estagio de fibrose (OR 0,96, IC 0,93-0,99, p = 0,04) e com a presenca de
atividade necroinflamatéria (OR 0,95, IC 0,92-0,99, p = 0,007) nas biopsias
examinadas. A correlacdo se manteve quando se comparou 0 HDL com os diferentes
graus de atividade necroinflamatéria (p = 0,007).

Estudos recentes tem utilizado o HDL como um marcador de inflamacdo em diferentes
condicBes. No entanto, a avaliacdo pontual e isolada dos niveis séricos do HDL pode
ndo ser um bom parametro para se medir a composicao, funcionalidade e propriedades
anti-inflamatorias dessa molécula. Em nosso estudo, niveis séricos de HDL > 55 mg/dl
tiveram um papel protetor na evolucdo da hepatite C crbénica. Novos estudos séo
necessarios para melhor entender esta possivel relacao.

Palavras chave: virus da hepatite C, hepatite C cronica, diabetes mellitus, hipertensao,
HDL, estadio de fibrose, atividade necroinflamatoria



ABSTRACT

HCV is a relevant cause of chronic hepatitis, cirrhosis, hepatocellular carcinoma and is
the leading cause of liver transplant worldwide. Additionally, several extrahepatic
manifestations are also reported in chronic hepatitis C (CHC) subjects. Several
evidences have been demonstrated that HCV infection is associated with dyslipidaemia
as there is a strong interaction between the HCV life cycle and intracellular lipids
metabolism.

In this study, we hypothesized that host factors including clinical comorbidities and
lifestyle data would have an influence on liver histopathological features.

In this cross-sectional study conducted at the Viral Hepatitis Outpatient Clinics
University Hospital, we reviewed liver biopsies of 85 patients to classify each one based
on the METAVIR criteria and to evaluate the presence of inflammatory cells types,
quantities and lobular distribution. These histopathological features were correlated
clinical comorbidities such as diabetes mellitus (DM), hypertension (HTN) and lipid
profile in patients with CHC.

Histological findings in the liver specimens of CHC patients with and without HDL
cholesterol > 55 mg/dl were compared. Among the histological variables tested during
univariate analysis, liver necrosis, periportal inflammatory infiltrate, periportal
lymphocytes and lobular inflammatory infiltrate were found to be associated with HDL
cholesterol < 55 mg/dl in CHC patients. Overweight, DM, HTN were associated with
hepatic necroinflammatory activity. Increased levels of ALT, AST, bilirubin,
triglycerides and decreased levels of HDL cholesterol were associated with hepatic
necroinflammatory activity as well.

In multivariate analysis HDL cholesterol serum levels had an inverse association with
fibrosis stage (OR 0,96, IC 0,93-0,99, p = 0,04) and the presence of necroinflammatory
activity (OR 0,95, IC 0,92-0,99, p = 0,007). The correlation remains when comparing
with the degree of hepatic necroinflammatory activity (p = 0.007).

Recent studies are suggesting HDL to be a biomarker of inflammatory conditions,
however measuring HDL cholesterol levels may not accurately predict the composition,
functionality, and anti-inflammatory properties of HDL. In our study, HDL cholesterol
serum level > 55 mg/dl had a protective effect in CHC outcome. Further studies are
necessary to better understand this relationship.

Key words:  hepatitis ¢ virus, chronic hepatitis C, diabetes mellitus, hypertension,
HDL, fibrosis stage, necroinflammatory activity
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1. INTRODUCAO:

Existem no mundo mais de 130 milhdes de individuos infectados pelo virus da hepatite
C (VHC), constituindo aproximadamente 2 a 3% da populacdo global. Este agente
representa a principal causa de doenca hepatica crénica em todo o mundo, podendo
evoluir para cirrose hepética e carcinoma hepatocelular apds um periodo de até trés
décadas. Além disso, representa a principal indicacdo de transplante hepatico ortotopico
em paises mais desenvolvidos. Os gastos em saude relacionados a esse virus sdo
consideraveis, o que torna imprescindivel a adequada compreensdo sobre seus
mecanismos de infectividade. Apesar destes mecanismos ainda ndo serem totalmente
conhecidos, esforcos em compreender adequadamente a biologia e a patogénese desse

virus tém sido realizados.

Atualmente, sabe-se que o ciclo de vida do VHC apresenta intima relacdo com o
metabolismo lipidico humano, levando a alteracbes na homeostase lipidica.
Compreender a inter-relagdo do VHC com esse metabolismo é fundamental, tendo em
vista que cada etapa do ciclo de vida do virus, incluindo seus mecanismos de entrada no
hepatocito, torna-se um alvo potencial para o desenvolvimento de novas terapias
antivirais. Apesar dos recentes avan¢os no tratamento da hepatite C cronica com a
aprovacdo dos novos agentes antivirais diretos, este tratamento ainda é prolongado e
muito oneroso. O surgimento de terapias menos onerosas e, consequentemente, mais
acessiveis aos individuos infectados s6 sera possivel apés um profundo conhecimento

dos mecanismos de infectividade do VHC.

Entretanto, a infeccdo por esse agente viral também é capaz de interferir no
metabolismo da glicose no hospedeiro, aumentando o risco para desenvolvimento de
resisténcia insulinica e diabetes mellitus tipo 2. Estas alteraces tem um papel essencial
na esteatohepatite ndo-alcoolica, relacionando-se a progressdo da doenca hepética. Nao
é raro observar a presenca desses elementos em portadores crénicos do VHC, fazendo
suscitar que a interposicdo desses elementos agressores possa acelerar a progressédo da

doenca hepatica em individuos cronicamente infectados pelo VHC.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Hepatite C — histdria, epidemiologia e aspectos clinicos:

2.1.1 Historia das hepatites virais:

A histéria das hepatites virais € bastante antiga. A ictericia epidémica ja havia sido
mencionada nos manuscritos de Hipocrates, na Grécia antiga, cerca de 300 - 400 anos
a.c., revelando que a doenga poderia se localizar no 6rgdo hepatico e sendo de natureza
provavelmente infecciosa. A literatura chinesa também faz referéncia a surtos de
ictericia em sua populacdo ha mais de 5.000 anos, assim como existem relatos

semelhantes na Babilénia ha mais de 2.500 anos [1].

As epidemias ou pandemias de ictericia ocorrem h& séculos, estando associadas
geralmente a grandes guerras e/ou catastrofes humanas. Exemplo disso sdo as Guerras
da Sucessdo Austriaca (1743), de Napoledo Bonaparte no Egito (1798), a Franco-
Prussiana (1870), a Guerra de Secessdao Americana (1861 — 1865), além da Primeira e
da Segunda Grandes Guerras Mundiais (1917 — 1919 e 1939 — 1945, respectivamente).
Durante a Guerra de Secessdo Americana aproximadamente 40 mil soldados foram
acometidos pela doenca ictérica, nUmero bem inferior quando comparada a Segunda
Grande Guerra (1939 — 1945), quando cerca de 16 milhdes de soldados foram
acometidos pela doenca [1,2].

O termo hepatite foi utilizado pela primeira vez no século XXVIII por Bianchi JB
(Historia hepatica sem Thoria et praxis omnius morborum hepatitis et bilis, publicado
em 1725) para descrever o quadro ictérico [1]. Mais de um século ap6s, em 1895, foi
suscitada pela primeira vez a hipdtese da existéncia de uma forma de hepatite
transmitida por via parenteral [1,3]. Lidman observou que 191 de um total de 1.289
(14,82%) trabalhadores do porto alemédo de Bremen que receberam, por via parenteral,
vacina contra variola - estas até entdo preparadas a partir de linfa humana -
desenvolveram uma doenca ictérica meses apés a vacinacdo [3,4]. Entretanto, somente
no fim dos anos trinta que a transmisséo da hepatite por inoculagdo parenteral foi bem
estabelecida [5].



17

Em 1965, o geneticista americano Baruch Blumberg do National Institute of Health
(NIH), na Filadélfia, estudando anticorpos contra lipoproteinas em pacientes
previamente hemotransfundidos, identificou um antigeno até entdo desconhecido no
soro de um aborigine australiano, o qual foi denominado inicialmente de antigeno
Austrélia (AgAu). Este seria posteriormente denominado de antigeno de superficie
(HBsAQ) apds ter sido reconhecido como sendo o invélucro externo do virus da hepatite
B (VHB) [6,7].

Em 1973, os pesquisadores americanos Stephen Feinstone, Robert Purcell e Albert
Kapikian descreveram pela primeira vez a visualizacdo, através da técnica de
microscopia eletronica, de particulas virais em aspecto esférico nas fezes de uma

populacdo carceraria de Washington portadora de hepatite infecciosa [8].

Mario Rizzetto e colaboradores, ao examinarem, por técnicas de imunofluorescéncia,
biopsias hepéticas de pacientes com positividade sorolégica para o antigeno de
superficie do VHB, identificaram, em 1977, um novo sistema constituido de antigeno e
anticorpo, denominado sistema Delta, o qual era composto pelo antigeno Delta e
anticorpo anti-Delta. Observaram, ainda, que os anticorpos anti-Delta eram apenas
detectados em pacientes com soropositividade para o antigeno de superficie do VHB
(HBsAQ). Era a descoberta de um novo agente viral denominado virus da hepatite D
(VHD) [9,10].

No ano de 1989, pesquisas de biologia molecular realizadas por Michael Hougthon em
conjunto com seus colegas Daniel Bradley, George Kuo e Qui-Lim-Choo identificaram
um novo agente etioldgico responsavel por um nimero expressivo dos casos de
hepatites pos-transfusionais ndo-A e ndo-B [11,12]. Estava descoberto virus da hepatite
C (VHC). Neste mesmo ano, George Kuo e colaboradores desenvolveram um teste
soroldgico para a identificacdo de anticorpos contra o VHC (anti-VHC), o que veio a
demonstrar que o virus hepatotropico C era responsavel por aproximadamente 80 a 90%
das hepatites pds-transfusionais ndo-A e ndo-B, bem como de alguns casos de cirrose
hepética criptogénica [13]. Estas descobertas foram um marco na histdria da virologia,
bem como da hepatologia moderna, representando um dos grandes avangos no controle

da disseminacéo das hepatites pos-transfusionais.
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2.1.2 Epidemiologia da hepatite C:

A infeccdo pelo virus da hepatite C (VHC) € uma das principais causas de doenca
hepatica cronica com um acometimento variando entre 130-170 milhdes de individuos
em todo o mundo, segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Isto
corresponde a uma prevaléncia global entre 2 a 3% [14-18]. Entretanto, apesar da
infeccdo crbnica causada por esse agente etioldgico ser considerada como endémica
mundialmente, existe uma grande variacdo geografica em sua distribuicdo global ou

mesmo dentro de um mesmo pais [19].

O Brasil apresenta poucos estudos sobre a prevaléncia do VHC em seu territério. Uma
explicacdo seria a grande extensao territorial brasileira, existindo importantes variacdes
ndo apenas demograficas, mas também socioculturais entre as diferentes regides [20-
22]. Quando realizados, os estudos abrangem areas geograficas restritas, como as

grandes capitais brasileiras, ou pequenas populac6es, como a de doadores de sangue.

Apesar dos escassos estudos, estima-se que haja aproximadamente 2,5 milhdes de
brasileiros cronicamente infectados pelo VHC, o que corresponderia a cerca de 1 a 2%
da populacdo geral em nosso pais. Entretanto, essa prevaléncia ndo se distribui de
maneira homogénea para todas as regides, sendo observado maiores taxas na regiao
norte (2,12%) e baixa prevaléncia na regido sul (0,65%). As regides sudeste, nordeste e
centro-oeste apresentam taxas intermediarias, girando em torno de 1,43%, 1,19% e

1,04%, respectivamente [20].
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Figura 1 — Prevaléncia global da infec¢do pelo virus da hepatite C segundo a regido
geogréfica. (Fonte: Shepard e cols., 2005)

Dentre os principais fatores de risco para infeccdo pelo VHC destacam-se a transfusao
de sangue e hemoderivados de doadores infectados, o0 uso de drogas ilicitas injetaveis,
exposicao ocupacional, transplantes de Orgdos, terapias injetaveis com equipamentos
contaminados, hemodidlise, transmisséo sexual e vertical [23-27].

A transfusdo de sangue e hemoderivados de doadores infectados foram consideradas
durante muito tempo a principal forma de transmissdo do VHC. Porém, com a adogdo
de testes de rastreamento nos processos de triagem pré-doacdo pelos hemocentros,
ocorreu uma reducdo importante nesta forma de transmissdo [28,29]. Atualmente,
estima-se que o risco de transmissdo por esta via seja de 0,001% a cada unidade de
hemoderivado transfundido [29]. Devido a isso, o compartilhamento de materiais
contaminados pelos usuarios de drogas ilicitas injetaveis se tornou a principal via de
transmissdo o VHC (Figura 2) [24].
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Figura 2 — Casos de HCC segundo provavel fonte ou mecanismo de infeccdo. (Fonte:
SINAN/SVS/MS)

2.1.3 Aspectos clinicos da hepatite C cronica:

O virus hepatotrépico C (VHC) é um agente infeccioso pertencente a familia
Flaviviridae, do género Hepacivirus, cujo genoma é composto por uma fita simples de
acido ribonucléioco (RNA) de polaridade positiva envolvida por um envelope lipidico
[30,31]. Existe uma grande variedade de genoétipos deste virus — sdo ao menos 6 0s
genotipos descritos - com diferentes subtipos, havendo uma distribuicdo global bastante

heterogénea (Figura 3).
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Figura 3 — Representacdo esquematica do virus da hepatite C. (Fonte: Pécheur, 2012)
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A hepatite C é uma doenca infecciosa que pode ter curso agudo ou crénico. Apenas 20-
30% dos infectados apresentardo algum sintoma durante a fase aguda. A infec¢do aguda
pelo VHC, por ser assintomatica (60-70%) ou oligosintomatica (10-20%) em grande
parte dos casos, dificilmente é diagnosticada durante essa fase, sendo normalmente
descoberta ja em fase de cronicidade. Muitos pacientes apenas serdo diagnosticados
anos mais tarde ao desenvolveram hepatopatia avancada. Varios dos sintomas da fase
crénica, quando presentes, sdo inespecificos, podendo ser confundidos ou mesmo
atribuidos a outras condicdes patoldgicas, como, por exemplo, a depressdo. A
manifestacdo clinica mais frequentemente relatada é a fadiga, estando presente em 20 a
80% dos pacientes. Outros sintomas inespecificos incluem a anorexia, perda de peso,

nauseas, vomitos, artralgias, mialgias, dor abdominal e fraqueza [32-35].

Dentre aqueles individuos que se infectam com o VHC, aproximadamente 50 a 85%
desenvolvera hepatite C crbnica. Entretanto, o curso desta doenca, apesar de variavel de
individuo para individuo, apresenta-se usualmente de forma lentamente progressiva,
evoluindo em 5 a 30% dos casos para cirrose hepatica ao longo de um periodo de 2 a 3
décadas [32-35].

2.1.4 Manifestacdes extra-hepaticas na hepatite C cronica:

A infeccdo cronica pelo VHC pode levar a gama de manifestacdes extra-hepaticas,
podendo estar presente em até 40% dos casos ao longo do curso da doenga. Em grande
parte dos casos, estas manifestacdes estdo diretamente relacionadas a infeccdo viral.
Estas manifestacdes estdo associadas a uma gama de disturbios hematol6gicos e
autoimunes, além de doencas renais e acometimentos dermatolégicos, destacando-se a

crioglobulinemia mista (Tabela 3) [36-38].
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Tabela 1 - Manifestacdes extra-hepaticas do VHC

ManifestacOes extra-hepaticas do VHC

Manifestacdo relacionada ao sistema imunologico  Crioglobulinemia mista
Vasculite crioglobulinémica
Linfoma n&o-Hodgkin
Sindrome de Sjogren
Producéo de auto-anticorpos
Poliarterite nodosa
Gamopatias monoclonais
Trombocitopenia imune

Manifestacdes relacionadas a inflamacéo Diabetes mellitus tipo 2

Resisténcia insulinica

Glomerulonefrite membranoproliferativa

Insuficiéncia renal
Fadiga

Deterioragdo cognitiva
Depressao

2.1.5 Fatores associados com a progressao da hepatite C cronica:

A historia natural da hepatite C crénica (HCC) € variavel entre os individuos infectados,
e 0s motivos para isso ainda ndo sdo totalmente conhecidos. As dificuldades em se
estabelecer com exatiddo o tempo de infeccdo bem como o longo curso da doencga estédo
entre os principais motivos para isso. Entretanto, sabe-se que tanto fatores virais quanto
do hospedeiro estdo envolvidos na progressdo da doenca hepéatica. Estudos tém
apontado uma série de fatores como causa da fibrose hepatica nos individuos
cronicamente infectados pelo VHC, destacando-se a idade, o género, coinfec¢des virais,
presenca de outras comorbidades, grupo étnico, abuso de alcool, alteracGes
parenquimatosas do figado e resposta imune celular ao VHC [39-42]. Dentre os fatores
relacionados ao individuo que estariam implicados em uma progressdo mais rapida da
doenca, destacam-se o sexo masculino, a ndo afro-descendéncia, a contaminagdo pelo
VHC apos os 45 a 55 anos de idade e atraves da hemotransfusao [39,43,44]. Dentre 0s

fatores comportamentais, incluem-se o consumo de &lcool e maconha, além de uma
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dieta rica em colesterol [39,40]. Dentre os fatores relacionados as comorbidades,
destacam-se a coinfec¢do do VHC com o VHB e/ou HIV, a obesidade, a deficiéncia de

vitamina D, o diabetes mellitus e a resisténcia insulinica [44-47].

2.1.6 Diagnostico da hepatite C crénica:

A hepatite C € uma doenca infecciosa que pode ter curso agudo ou crénico. Como a
maioria dos individuos infectados ndo desenvolve sintomas durante a fase aguda ou séo
oligosintomaéticos, o diagndstico €, habitualmente, realizado na fase cronica da infecgéo.
Testes diagndsticos para 0 VHC sdo realizados naqueles em que ha evidéncias de algum
comprometimento hepatico através das alteragdes dos niveis de aminotransferases,
naqueles com manifestacGes extra-hepaticas ou em individuos em situacao de risco para

exposicao ao virus.

Para o diagndstico da infecdo sdo utilizados dois testes que incluem prova soroldgica
para deteccdo de anticorpos contra o VHC (anti-VHC) e testes moleculares para
deteccdo quantitativa e/ou qualitativa do RNA viral. Os primeiros séo testes
imunoenzimaticos, baseando-se na deteccdo de anticorpos contra antigenos do VHC
(anti-VHC). Estes testes adquiriram maior sensibilidade e especificidade ao longo dos
anos com o surgimento das novas geracoes (ELISA Il e 111). Entretanto, ndo séo capazes
de diferenciar infeccdes agudas, cOnicas ou cicatriz imunolégica. J& os segundos
fundamentam-se em técnicas de biologia molecular para pesquisa do material genético
do VHC (VHC-RNA), sendo a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) uma das técnicas
mais utilizadas. A confirmacdo diagnoéstica da hepatite C se da através destes testes,

atestando a presenca do RNA viral no individuo infectado [48-52].

2.1.7 Tratamento da hepatite C crénica:

Desde a descoberta do virus hepatotrépico C, no final da década de 80, grandes esforcos
em pesquisas tém sido feitos no intuito de se descobrir novas terapias que proporcionem
a interrupgdo da progressdo da doenca hepatica e, consequentemente, uma reducdo na
morbidade e mortalidade relacionadas a infeccdo cronica por este virus. Até poucos

anos atrés, essa infeccdo era encarada com pouca possibilidade de cura tendo como
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opcOes terapéuticas drogas que apresentavam importante toxicidade ao individuo
(Tabela 2), exigindo acompanhamento médico especializado por periodo prolongado
[53-58].

No Brasil, o tratamento da HCC era baseado, até bem pouco tempo (2014), apenas no
uso de interferon (IFN) convencional ou IFN peguilado (IFN-PEG) alfa-2a e alfa-2b e
no anadlogo nucleosideo ribavirina (RBV), seguindo protocolos do Ministério da Saude
(MS) [59]. Essa terapéutica objetivava a inibicdo da replicacdo viral e,
consequentemente, reducdo da atividade necroinflamatoria hepética, controlando da
progressdo da doenca e impedindo sua evolugéo para cirrose e carcinoma hepatocelular
(CHC) [59].

Em funcdo de recentes avancos da industria farmacéutica, novas drogas, como 0
Sofosbuvir (analago nucleotideo que inibe a polimerase do VHC), o Simeprevir
(inibidor de protease de segunda geracdo) e o Daclatasvir (inibidor da NS5A) foram
introduzidas no arsenal terapéutico da infeccdo crénica pelo VHC. Atualmente, o
tratamento com esses agentes antivirais diretos (AAD) tem como finalidade a
erradicacdo do virus do organismo do hospedeiro, evidenciado através de uma resposta
viroldgica sustentada (RVS) adequada [60]. Esta é definida por uma indetecabilidade do
RNA viral com 12 ou 24 semana de seguimento apds o término do tratamento. Com 0s
AAD, tem se conseguindo alcancar altas taxas de RVS, com valores maiores do que
90% contrastando como a terapia com IFN e ribavirina que atingiam uma efetividade de
apenas 50% [60].
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Tabela 2 — Efeitos colaterais do interferon

Efeitos colaterais do interferon

- Sintomas gerais: febre, tonteira, mialgias, cefaleia;

- Sintomas neuro-psiquiatricos: depressao, ansiedade, irritabilidade, insénia;

- Mielossupressao;

- Sintomas gastrointestinais: alteracdo no paladar, estomatite, nauseas, hiporexia, diarréia, dor
abdominal;

- AlteracGes enddcrinas e imunoldgicas: diabetes, hipertireoidismo, hipotireoidismo;

hepatite auto-imune, aumento da atividade de doengas auto-imunes;

- Alteragdes cardiovasculares: infarto do miocardio, arritmias, miocardiopatias;

- Alteracdes renais: nefrite intersticial, sindrome nefrotica e insuficiéncia renal aguda;

- AlteracOes pulmonares: pneumonite;

- Alteracdes oftalmologicas: borramento da visao;

2.1.8 Hepatite C cronica e comorbidades:

A infeccdo pelo virus da hepatite C (VHC) é importante causa de doenca hepatica
crbnica, havendo uma evolucdo varidvel entre os diferentes individuos infectados. A
maioria daqueles que se infectam com o VHC ndo conseguem eliminar o agente viral de
maneira espontanea, evoluindo para cronificacdo. Ao longo de duas ou trés décadas até
30% dos cronicamente infectados podem progredir para cirrose hepéatica com todas as
suas complicacdes. Entretanto, uma parcela significativa dos pacientes podera

apresentar evolucdo benigna, sem qualquer reflexo sobre a saude do individuo.

Os motivos desta variabilidade ainda ndo sdo totalmente conhecidos, havendo um
crescente nimero de estudos a este respeito. Fatores relacionados tanto ao VHC quanto
ao hospedeiro poderiam contribuir para isso. Estudos tém demonstrado que algumas
condigdes podem desempenhar um papel crucial na historia natural da hepatite C
cronica. Dentre elas, incluem-se alguns componentes da sindrome metabdlica (SM),
como a hipertensdo, a intolerancia a glicose, o diabetes mellitus (DM), a dislipidemia e
a obesidade [61-63]. Estas sdo sabidamente condic¢des que influem no desenvolvimento
de outras doencas hepaticas como, por exemplo, a esteato-hepatite ndo alcoolica
(EHNA) [63].
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A SM ¢é uma entidade complexa relacionada a um conjunto de fatores de risco
associados a doencas cardiovasculares. Sua prevaléncia tem crescido nos ultimos anos,
tornando este um problema global. Ndo existem estudos sobre a prevaléncia dessa
sindrome na populacdo geral brasileira, entretanto, segundo dados da National Health
and Nutrition Examination Survey (NHANES), estima-se, na populacdo adulta norte-
americana, uma prevaléncia acima de 20% [64,65]. Esta sindrome apresenta estreita
correlagdo com a doenca hepatica gordurosa ndo-alcéolica (DHGNA), uma condicéo
clinico-patologica ndo relacionada ao alcool associada a deposicdo de lipideos nos
hepatdcitos. Ela representa uma manifestacdo hepéatica da SM, com um espectro que vai
desde uma simples esteatose hepética até a EHNA, a qual pode resultar em importante

morbi-mortalidade ao paciente [63].

Transtornos metabdlicos associados a SM relacionam-se com a gravidade das diversas
alteraces histoldgicas em bidpsias hepéaticas em pacientes com EHNA, destacando-se a
esteatose, a balonizacdo hepatocitaria, a atividade necroinflamatéria e a progresséo para
fibrose hepatica [63]. Aliado a isso, evidéncias tem demonstrado que a infeccdo pelo
VHC tem influéncia direta no metabolismo da glicose no hospedeiro, aumentando o
risco de resisténcia insulinica (RI) e DM tipo 2 [66-68]. Desta maneira, estudos tém
sido realizados no intuito de avaliar o real impacto dos diversos componentes da SM na

progressdo da doenca hepatica em pacientes cronicamente infectados pelo VHC.

A resisténcia insulinica, em conjunto com outros elementos da SM, como a obesidade e
o DM tipo 2, tem um papel essencial na progressao da doenca hepatica gordurosa nado-
alcoolica (DHGNA). A EHNA, um espectro da DHGNA, representa uma importante
causa de doenca hepética cronica, estando associada ao desenvolvimento de cirrose
[63,69-71]. N&o é raro observar a presenca de elementos da SM em portadores cronicos
do VHC, fazendo suscitar que a interposicdo desses elementos agressores possa acelerar
a progressao da doenca hepética na HCC [63,72,73]. Desta forma, estudos tém avaliado
a inter-relacdo entre RI, DM e obesidade com o VHC na progresséo da doenga hepatica
[63,72,73]. Estudos demonstram que portadores de HCC apresentam um risco mais
elevado para o desenvolvimento de Rl ou DM. O DM tipo 2 € mais prevalente entre o
portadores de HCC quando comparados a populacdo geral ou a grupos com outras

doencas hepaticas [74-76]. Ao mesmo tempo, foi observado que em grupos de paciente
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com o diagnostico de DM tipo 2 existe uma maior prevaléncia da HCC quando
comparados a populacdo geral [127,128]. Também foi constatado que, entre aqueles que
se submetem a transplante hepatico ortotopico, a ocorréncia de DM no periodo poés-
transplante foi mais elevada naqueles transplantados devido a HCC do que por outras
etiologias [77,78]. Allison e cols. 1994 foram os primeiros a descrever a relacéo entre a
Rl e o DM tipo 2 com a HCC. Foi observada uma maior prevaléncia dessas condi¢fes
metabolicas entre cirréticos devido ao VHC do que em cirréticos por outras etiologias
[66]. Hui e cols. 2003 demonstraram que o VHC ¢ capaz de induzir Rl no hospedeiro
humano e que a propria RI estaria associada a maiores taxas de progressao para fibrose
hepatica na HCC [79]. Essa influéncia da RI na fibrose do figado de portadores crénicos

do VHC também foi evidenciada por Moucari e cols. 2008 [80].

Os mecanismos moleculares implicados no desenvolvimento de Rl e DM nos
portadores de HCC s&o complexos e ainda ndo totalmente compreendidos. A interacao
entre fatores virais e do hospedeiro sdo as hipoteses mais aceitas atualmente. Dados
recentes sugerem que proteinas da particula viral poderiam reduzir expressdo do insulin
receptor substrate 1 e 2 (IRS-1 e IRS-2) bem como inibir o processo de sinalizacdo
insulinica [81,82]. Entretanto, outros mecanismos também tém sido relacionados ao
desenvolvimento desse distdrbio metabdlico. Acredita-se que a inflamacdo cronica
relacionada a infeccdo pelo agente viral possa estar associada a R através do aumento
dos niveis de interleucinas 1, 6 e 8, do fator de necrose tumoral alfa, do fator de
crescimento transformador beta, da leptina e da resistina, bem com a menores niveis de

adiponectina [83]. (Figura 4)
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Figura 4 — Mecanismos de resisténcia insulinica na hepatite C crénica. (Fonte: Eslam e
cols., 2011)

Como mencionado anteriormente, ndo apenas a Rl e o DM tem sido implicados em uma
pior evolucdo na historia natural da HCC. Outros fatores, com a obesidade, também
poderiam influenciar na progressao da fibrose hepatica nos portadores cronicos do
VHC. A obesidade, atualmente reconhecida como uma doenga cronica que se
caracteriza pelo excesso de gordura corporal, tem sido estudada como um dos fatores
metabdlicos que poderiam impactar negativamente a evolugdo da HCC. Ortiz e cols.
2002 demonstraram que a obesidade, niveis elevados de alanina aminotransferase
(ALT) e a idade avancada durante a infeccdo pelo VHC sdo elementos que poderiam
predizer uma evolugdo mais acelerada da HCC [84]. A associacdo entre obesidade e
indices de fibrose hepatica mais pronunciados também foi encontrada por Kallwitz e
cols. 2010 [85].
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2.1.9 Ciclo de vida do virus da hepatite C e as lipoproteinas:

Recentemente, enfoque tem sido dado a inter-relacdo entre 0 VHC e as lipoproteinas.
Estudos mais atuais tém demonstrado que este virus esta associado a desordens do
metabolismo das lipoproteinas, levando a alteracdes no perfil lipidico do hospedeiro
[86]. Quando comparados a individuos ndo infectados, o hospedeiro crénico do VHC
apresenta baixos niveis séricos de colesterol total (CT), triglicerideos (TGL) e
lipoproteinas de baixo peso molecular (LDL) [87,88]. Este virus interage de maneira
complexa com o metabolismo lipidico do hospedeiro, utilizado-o em diversas etapas de
seu ciclo de vida, que vai desde o transporte do agente infeccioso no sistema vascular

até a sua entrada e replicacédo no interior do hepatocito [89]. (Figura 6)

Até pouco mais de uma década atras, pesquisas voltadas para o entendimento dos
mecanismos de infectividade do VHC eram dificultadas devido & falta de um sistema de
cultura celular eficaz capaz de reproduzir particulas virais infectantes. Com o advento
das pseudo-particulas de VHC (VHCpp) foi dado o primeiro passo na compreensao dos
mecanismos do ciclo de vida do VHC, principalmente sobre os mecanismos iniciais de
internalizacdo do VHC no hepatdcito [90,91]. Estas sdo particulas retrovirais
defeituosas compostas por um envelope lipidico contendo glicoproteinas E1 e E2 em
sua superficie e envolvendo o nucleocapsideo viral. Entretanto, foi somente com o
isolamento do geno6tipo 2a do VHC de uma paciente de origem japonesa com hepatite C
fulminante que foi possivel replicar e produzir particulas virais infectantes em culturas
celulares, os chamados VHC derivados de cultura celular (VHCcc) [92]. Com essas
particulas, permitiu-se criar um modelo de pesquisa capaz de estudar todo o ciclo de

vida do VHC através em um meio de cultura celular [93,94].

O processo de entrada do virus dentro do hepatdcito envolve a interacdo entre
receptores de superficie viral e de membrana plasmatica da célula do hospedeiro. As
glicoproteinas E1 e E2 localizadas no envelope viral estdo envolvidas na entrada e fuséo
das membranas [95]. J& na superficie externa da membrana plasmatica hepatocitaria
existem varios receptores ou fatores envolvidos na internalizagdo do VHC. Destacam-se
0s scavenger receptor classe B tipo 1 (SR-B1), o receptor de LDL (LDL-R), o receptor
Niemann-Pick C1-like 1 (NPC1L1), a tetraspamina CD81, receptores do fator de
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crescimento epidérmico e glicosaminoglicanos [96-101]. Os receptores SR-B1, LDL-R

e 0 NPC1L1 estdo envolvidos no metabolismo lipidico do hepatocito. (Figuras 5 e 6)
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Figura 5 — Representacdo esquematica do processo de acoplamento da particula do
VVHC com os receptores de membrana plasmética e 0os mecanismos de entrada do virus
no hepatdcito. (Fonte: Lindenbach e cols., 2013)

Nos Ultimos anos, muito enfoque tem sido dado ao receptor SR-B1 no intuito de se
descobrir seu real papel no ciclo de vida do VHC. Trata-se de uma glicoproteina
ancorada na membrana plasmatica do hepatocito, sendo hoje considerado o principal
receptor das lipoproteinas de alta densidade (HDL) nestas células. Entretanto, este
receptor também é capaz de se ligar a outras moléculas, como as lipoproteinas de
densidade muito baixa (VLDL), lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e lipoproteinas

oxidadas. Dados demonstram que, apds sua ligacdo ao HDL, este receptor € capaz de
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facilitar seletivamente a transferéncia de ésteres de colesterol do HDL ao interior da
célula hepatocitaria. Além da sua funcdo original de transferéncia de lipideos, o0 SR-B1
também é capaz de interagir com o VHC, estando supostamente envolvido na
internalizacdo desta particula viral no hepatécito [96,97,101,102]. Estudos
experimentais tem demonstrado que particulas virais sdo capazes de aumentar sua
infectividade quando cultivadas em meio enriquecido com HDL. Voisset e cols. 2006
observaram que 0 HDL ndo s6 promoveria a internalizacdo das particulas virais nas
células alvo como também reduziria o efeito neutralizante dos anticorpos contra o VHC
[103,104].

Como dito anteriormente, além do SR-B1, outros receptores relacionados ao
metabolismo lipidico podem estar envolvidos no processo de internalizagdo do VHC. O
LDL-R é uma glicoproteina transmembrana responsavel pela absorcdo de particulas de
LDL ao meio intra-celular [98,105]. Sua expressao foi relacionada a maiores cargas de
particulas virais dentro dos hepatdcitos [106]. Mais recentemente, foi constatado o
envolvimento do NPC1L1 no ciclo de vida do VHC. Trata-se de uma proteina
localizada na membrana canalicular do hepatécitos e de enterdcitos responsavel pela
absorcdo intestinal de colesterol e na regulacdo na concentracdo biliar deste lipidio.
Acredita-se que seja capaz de promover a entrada do VHC no hepatdcito através de sua
interacdo com colesterdis localizados na superficie das particulas lipovirais (PLV) e

pela regulacdo da homeostase do colesterol [107-110].
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Figura 6 — Representacdo esquematica do ciclo de vida do virus da hepatite C no
hospedeiro humano (Fonte: Catanese e cols., 2015)
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a associacao entre comorbidades clinico-laboratoriais e os achados
histopatoldgicos de bidpsias hepaticas de pacientes portadores de hepatite C crénica.

3.2 Objetivos especificos:

3.2.1- Graduar e estadiar pela classificacdo de METAVIR as biopsias hepéticas dos

pacientes portadores de hepatite C cronica;

3.2.2- Avaliar a presenca e a quantidade de celulas mononucleares e polimorfonucleares
nas regides portais, periportais, mediozonais e perivenulares dos l6bulos hepéticos das

biopsias hepaticas dos pacientes portadores de hepatite C cronica;

3.2.3- Avaliar a intensidade da esteatose em bidpsias hepéticas dos pacientes portadores
de hepatite C croénica;

3.2.4- Comparar os achados histopatoldgicos das bidpsias hepaticas dos pacientes

portadores de hepatite C crdnica com as biopsias hepaticas do grupo controle;

3.2.5- Comparar o estilo de vida bem como os dados demograficos, clinicos,
bioquimicos e viroldgicos em pacientes com e sem fibrose avancada nas biopsias

hepéticas dos pacientes portadores de hepatite C cronica;

3.2.6- Comparar o estilo de vida bem como os dados demograficos, clinicos,
bioguimicos e viroldgicos em pacientes com e sem atividade necroinflamatéria nas

bidpsias hepaticas dos pacientes portadores de hepatite C cronica;

3.2.7- Comparar os achados histopatologicos em bidpsias hepaticas dos pacientes

portadores de hepatite C cronica com e sem hipertenséo arterial sistémica;

3.2.8- Comparar os achados histopatologicos em bidpsias hepaticas dos pacientes

portadores de hepatite C cronica com e sem diabetes mellitus;
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3.2.9- Comparar os achados histopatoldgicos em bidpsias hepaticas dos pacientes
portadores de hepatite C crdonica com os niveis séricos de lipoproteinas de alta

densidade;

3.2.10- Avaliar a associacdo da intensidade da fibrose hepéatica com o estilo de vida,
presenca de comorbidades bem como dados demogréaficos e clinico-laboratoriais nos

pacientes portadores de hepatite C cronica;

3.2.11- Avaliar a associacgdo da presenca de atividade necroinflamatdria hepatica com o
estilo de vida, presenca de comorbidades bem como dados demogréficos e clinico-

laboratoriais nos pacientes portadores de hepatite C cronica;

3.2.12- Avaliar a associacgdo da hepatite de interface com o estilo de vida, presenca de
comorbidades bem como dados demograficos e clinico-laboratoriais nos pacientes

portadores de hepatite C cronica;

3.2.13- Avaliar a associacdo da presenca de atividade necroinflamatoria lobular hepética
com o estilo de vida, presenca de comorbidades bem como dados demograficos e

clinico-laboratoriais nos pacientes portadores de hepatite C cronica;

3.2.14- Avaliar a associacao do grau de atividade necroinflamatéria hepatica com o
estilo de vida, presenca de comorbidades bem como dados demogréficos e clinico-

laboratoriais nos pacientes portadores de hepatite C cronica;
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4. PACIENTES E METODOS

4.1 Populacéo de estudo

Trata-se de estudo transversal conduzido no Ambulatério de Hepatites Virais do
Instituto Alfa de Gastroenterologia do Hospital das Clinicas da UFMG-EBSERH entre
mar¢co de 2013 a dezembro de 2016. Um total de 115 pacientes adultos em
acompanhamento ambulatorial no servico foram convidados e selecionados para
participar do estudo apos assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido. O
diagnédstico de hepatite C cronica foi feito através da confirmacdo da presenca de
anticorpos anti-VHC em exames sorologicos dos pacientes. A confirmacdo diagndéstica
foi feita através do teste de VHC-RNA. Todos os pacientes com HCC foram submetidos

a pesquisa de outras doencas hepéticas.

4.1.1 Critérios de inclusao

- Ter o diagnostico confirmado de HCC;

- Ter idade entre 18 e 75 anos;

- Aceitar participar da pesquisa ap0s assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE);

- Estar cognitivamente capaz de responder os questionarios da pesquisa (avaliacdo
médica);

4.1.2 Critérios de exclusao

- Recusa do paciente em participar da pesquisa (n=4);

- Mulheres gestantes;

- Coinfeccdo pelos VHB e/ou HIV;

- Tratamento antiviral atual;

- Tratamento atual com antidepressivos;

- Pacientes com diagnoéstico de doencas avangadas, com, por exemplo, insuficiéncia
cardiaca (ICC), insuficiéncia renal (IR), doenca pulmonar crénica ou neoplasia;

- Cirrose descompensada;
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- Presenca de encefalopatia hepética ou outra condicdo fisica ou mental que pudesse
comprometer o processo de entrevistas;

- Presenca de esquistossomose hepatica (n=1);

- Pacientes em usos de medicamentos hipolipemiantes como estatina e fibratos (n=16);

- Biopsia inadequada (n=6);

- Caracteristicas histoldgicas de NASH em bidpsia (n=3);

O diagndstico de cirrose foi feito baseado em achados clinicos, bioquimicos,
radioldgicos e histopatologicos [130]. Dados clinicos e bioquimicos foram obtidos a
partir dos prontuarios medicos e utilizados para calcular os escores de Child-Turcotte-

Pugh [131] e a relagdo AST/plaqueta (APRI) [132].

Todos os pacientes haviam sido previamente submetidos a bidpsia percutdnea do
figado. Foram excluidos do estudo seis pacientes com bidpsia considerada inadequada
(sessdo de caracteristicas histologicas). Também foram excluidos pacientes cujas
biopsias apresentassem caracteristicas histolégicas de NASH como balonizacdo de
hepatdcitos e fibrose perisinusoidal (n=3). Oitenta e cinco pacientes e suas biopsias
foram entdo incluidos na andlise final.

Como grupo controle foram usados doadores de figado [n = 29; 22 (75,9%) homens;
idade media 36.8 £ 14.1] cadastrados no Servigo de Transplante Hepatico do Instituto
Alfa de Gastroenterologia (HC-UFMG).

4.2 Caracteristicas histopatoldgicas

Os fragmentos de figado foram obtidos através de bidpsia percutanea utilizando agulha
de Menghini. Apds a coleta os fragmentos foram fixados em formol 10% e, apos
preparo histologico, emblocados em parafina. Os cortes histologicos de 3um foram
corados com hematoxilina e eosina, tricrbmico de Gomori e Picrosirius red e
examinados por um Uanico patologista que desconhecia os dados dos pacientes
(GHDPS).

A avaliacdo histoldgica foi baseada no escore de METAVIR [133] onde se estadia a
fibrose como: FO, auséncia de fibrose; F1, expansdo fibrosa dos tratos portais; F2,

expansdo fibrosa dos tratos portais com formacéo de septos conjuntivos portais; F3,
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presenca de septos conjuntivos com distorcdo da arquitetura lobular; F4, cirrose
hepatica. A graduacdo da atividade necroinflamatéria leva em consideracdo a
intensidade e localizacdo do infiltrado inflamatorio associado a necrose de hepatocitos e
é classificado de AO a A3, sendo AOQ, atividade necroinflamatoria ausente; Al, atividade
necroinflamatoria leve; A2, atividade necroinflamatoria moderada; A3, atividade

necroinflamatéria acentuada.

Também foram avaliados, separadamente, a presenca e a intensidade de células
inflamatorias (mononucleares e polimorfonucleares) em cada uma das regides do 16bulo
hepatico (regido portal, periportal, mediozonal ou lobular e perivenular) segundo o

escore variando de 0 a 3, sendo 0, ausente; 1, leve; 2, moderado e 3, acentuado).

A esteatose foi graduada de 0 a 3, sendo 0, ausente ou <5%; 1, leve (5% - 33%); 2,
moderada (33% - 66%) e 3, acentuada (> 66%).

Para padronizar o tamanho da amostragem, todos os fragmentos foram medidos com
régua milimetrada e contados o nimero de tratos portais. Para minimizar erros de

avaliacdo foram consideradas adequadas bidpsias com no minimo 6 tratos portais.

4.3 Parametros laboratoriais

Apos jejum de 12-14 horas foi colhido sangue venoso de todos os pacientes para analise
dos parametros virologicos. Presenca de anticorpo anti-VHC foi avaliado pelo teste de
ELISA (AXSYM VHC, version 3.0; Abott GmbH & Co., Wiesbaden, Germany) e a
presenca do virus foi confirmada por PCR qualitativo para VHC RNA (AMPLICOR 2.0
assay Roche Diagnostics, Branchburg, NJ). O genétipo do VHC e a carga viral foram
determinados usando teste comercial (Cobas Tag Man VHC test V.2.0; Roche
Molecular Systems, Pleasanton, CA) e o line probe assay (VERSANT VHC genotyping
assays; Bayer’s Diagnostic Corporation, Tarrytown, NY), respectivamente. Carga viral

e gendtipo do VHC estavam disponiveis em 75 (88,2%) pacientes.
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4.4 Parametros bioquimicos e hematoldgicos

Apds jejum de 12-14 horas foi colhido sangue venoso de todos 0s pacientes para analise
dos parametros bioquimicos e hematoldgicos. Alanina aminotransferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST), gama-glutamyltranspeptidase (y-GT), fosfatase
alcalina (FA), albumina, bilirrubina total, atividade de protrombina (PA), creatinina,
glicemia, colesterol total, lipoproteina de alta densidade (HDL), lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e triglicerideos (TGL) foram dosados por métodos laboratoriais de

rotina.

4.5 Dados comportamentais

O dado comportamental avaliado foi o histérico de consumo atual ou pregresso de
alcool (<20 g/dia vs. >20 g/dia).

4.6 Comorbidades clinicas

Hipertensdo arterial sistémica foi diagnosticada segundo os critérios da Sociedade
Europeia de Hipertensdo (2013) e os Guidelines da Sociedade Europeia de Cardiologia
[134]. Diabetes mellitus (DM) foi diagnosticada usando os Guidelines da Associacao
Americana de Diabetes para diagnostico e classificagdo de diabetes (2014) [135]. A
dislipidemia foi diagnosticada de acordo com o Guidelines de 2013 do American

College of Cardiology/American Heart Association Task Force on Practice [136].

4.7 Dados antropométricos

Peso e altura foram medidos usando balanca mecanica de plataforma (FILIZOLA®).
indice de massa corporal (IMC) foi calculado segundo a férmula: IMC = peso/altura®.
Todas as medidas foram realizadas por nutricionista vinculado ao Ambulatorio de
Hepatites Virais do Hospital das Clinicas da UFMG.
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4.8 Aspectos éticos

O estudo foi planejado e executado de acordo com a Declaracéo de Helsinki e aprovado
pelo Comité de Etica local segundo o nimero (ETIC-0404.0.203.000-10).

4.9 Analise estatistica

Os dados foram analisados através do programa de estatistica SPSS versdo 17.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL). Anélise descritiva foi utilizada para descrever os dados de estilo de
vida, demogréficos, clinicos, nutricionais e bioquimicos. O teste de Shapiro-Wilk foi
utilizado para avaliar se as variaveis tinham distribuicdo normal. Para comparacao das
porcentagens foi utilizado os teste chi-quadrado de Pearson e o teste exato de Fisher.
Para comparacdo das medianas foram usados os testes Mann-Whitney U ou Kruskal-
Wallis e para comparacdo das médias foram usados os testes T de Student ou ANOVA.

A associacdo entre as caracteristicas histopatoldgicas [Modelo 1, Fibrose (FO - F2
versus F3 - F4); Modelo 2, atividade necroinflamatoria hepética; Modelo 3, hepatite de
interface; Modelo 4, atividade necroinflamatoria lobular] e as seguintes variaveis:
demograficas (género, idade), comorbidades clinicas (HAS, DM), estilo de vida [uso de
alcool (<20 g/dia vs. >20 g/dia)] e bioquimicos [colesterol HDL (<55 mg/dl vs. >55
mg/dl) e triglicerideos (<150 mg/dl vs. > 150 mg/dl)] foram feitos por analise
univariada. Todas as associagdes com p < 0.25 foram incluidas no modelo final de
regressdo logistica. Odds ratio (OR) e IC de 95% foram usados como estimativa do

risco. O teste de Hosmer-Lemeshow foi usado para avaliar a adequabilidade do modelo.

As varidveis que tinham mais de 10% de perda de dados ndo incluidas no modelo de
analise multivariada. Os niveis de significancia considerados foram de valores de
p<0.05.
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5 RESULTADOS

5.1 Dados clinico-laboratoriais dos pacientes

A média da idade dos pacientes foi de 57.2 £ 10.7 anos e, 40/85 (47.1%) eram homens.
Entre os pacientes, 10 (11.8%) tinham diagnostico de cirrose hepatica [Child-Turcotte-
Pugh score, (A5): 5 (50.0%), (A6): 3 (30.0%) e (B7) 2 (20.0%), APRI score (media +
DP): 2.6 + 1.5]. As caracteristicas clinico-laboratoriais e demograficas dos pacientes

estdo resumidas na Tabela 3.

Pacientes com fibrose mais avancada (METAVIR F3 ou F4) eram mais velhos do que
os pacientes com fibrose FO — F1 (Tabela 3). Com relacdo aos dados bioquimicos e
hematoldgicos, pacientes com fibrose avancada apresentam maiores niveis de ALT,
AST, y-GT, bilirrubina e tempo de protrombina e menores niveis de albumina quando

comparados com pacientes FO-F1 (Tabela 3).



Tabela 3 Dados clinicos, laboratoriais, demograficos e sociais dos pacientes portadores de hepatite C

crénica (n = 85).

Variaveis Fibrose (FO - F2) Fibrose (F3 - F4) p value
Demograficos
Pacientes 62 23
Género
Masculino n (%) 29 (46.8) 11 (47.8) 0.93
Feminino n (%) 33 (53.2) 12 (52.2)
Idade (anos)? 55.5+11.0 61.8+8.9 0.02*
indice de massa corporal (kg/m2)? 26.4+4.2 26.0+29 0.68
Comorbidades clinica n (%)
DM 13 (21.0) 6 (26.1) 0.62
HAS 23 (37.1) 12 (52.2) 0.21
Estilo de vida n (%)°
Uso regular de alcool (> 20g etanol/dia) 12/60 (20.0) 2122 (9.1) 0.60
Histdrico de uso de alcool 52/60 (86.7) 20/22 (90.9) 0.25
Dados Bioquimicos e hematolégicos
Albumina (g/dI)® 43+0.4 3.9+0.6 0.002*
ALT(U/N)P 46.0 (38.0 - 78.0) 79.5 (53.8 - 132.0) 0.006*
FA (U/I)b 88.0 (V0.8 - 126.5) 114.0 (81.8-176.0) 0.10
AST (U/)° 43.0 (32.0 - 66.0) 78.5 (64.8 - 118.5) < 0.0001*
y-GT (UN)° 57.0 (30.0 - 106.0) 84.5 (50.8 - 200.8) 0.03*
Glicemia (mg/dI)° 91.0 (84.0 - 110.5) 91.5 (84.3 - 104.3) 0.90
Tempo de Protrombina (segundos)® 14.1 (13.3-14.7) 15.8 (13.0-17.4) 0.01*
Bilirubina Total (mg/dI)° 0.70 (0.50 - 0.85) 1.10 (0.60 - 1.79) 0.001*
Colesterol Total (mg/dI)>¢ 175.0 (146.0 - 200.5)  156.0 (139.0 - 188.5) 0.14
LDL colesterol (mg/dl)>¢ 90.2 (65.3 - 121.0) 95.0 (82.5 - 105.3) 0.97
HDL colesterol (mg/dI)°>® 55.0 (44.0 - 69.0) 48.0 (41.5 - 57.3) 0.23
Triglicerideos (mg/dl)°* 85.0 (69.0 - 142.5) 87.0 (70.0 - 115.5) 0.29
Aspectos virolégicos®
VHC-RNA log10 (1U)/ml)® 5.9 (5.4 - 6.3) 5.7 (5.5 - 6.2) 0.67
Genotipo 1 n (%) 42/53 (79.2) 20/22 (90.9) 0.32

a, média £ desvio padrdo (DP); b, [Mediana e intervalo interquartil (IQR), percentil 25 - 75]; ¢, 82 pacientes com informacdes
sobre consumo de alcool; d, dados de 78 pacientes (91.8%); e, dados de 75 pacientes (88.2%); ALT, alanina aminotransferase; FO,
fosfatase alcalina; AST, aspartato aminotransferase; DM, diabetes mellitus; VHC, virus hepatite C; HAS, hipertensdo arterial
sistémica; y-GT, gama glutamiltransferase; RNA, &cido ribonucléico;*, p values < 0.05 foram considerados significantes [the
asymptotic Pearson’s Chi-square test (varidveis categoricas)]; Test T (média £ DP) ou Mann Whitney [Mediana e intervalo

interquartil (IQR, percentil 25™ - 75™)].
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Sobrepeso, DM e HAS estavam associados com atividade necroinflamatoria (Tabela 4).
Niveis elevados de ALT, AST, bilirrubina e triglicerideos, bem como niveis diminuidos

de HDL também estavam associados a atividade necroinflamatdria hepética (Tabela 4).
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Tabela 4 Dados clinicos, laboratoriais, demogréficos e sociais de pacientes portadores de Hepatite C cronica
(n=85).

Atividade necro- Atividade necro-

Variaveis inflamatoria ausente  inflamatoria presente p value
Demograficos
Pacientes 18 67
Género
Masculino n (%) 9 (50.0) 31 (46.3) 0.78
Feminino n (%) 9 (50.0) 36 (53.7)
Idade (anos)? 56.1 + 8.6 57.5+11.3 0.61
indice de massa corporal (kg/m?)® 245145 26.8+ 3.6 0.02*
Comorbidades clinica n (%)
DM 1 (5.6) 18 (26.9) 0.05*
HAS 3(16.7) 32 (47.8) 0.02*
Estilo de vida n (%)°
Uso regular de alcool (> 20g etanol/dia) 6 (33.3) 8 (12.5) 0.04*
Historico de uso de alcool 17 (94.4) 55 (85.9) 0.33
Dados Biogquimicos e hematol6gicos
Albumina (g/dI)® 4.4(4.1-4.7) 4.3(4.1-45) 0.15
ALT(U/N)" 44.0 (28.0 - 49.0) 69.0 (44.0 - 95.0) < 0.001*
FA (UN)° 88.0 (65.5 - 172.0) 105.0 (73.0 - 142.0) 0.61
AST (U/I)° 36.0 (28.5 - 46.5) 65.0 (40.0 - 86.0) < 0.001*
y-GT (UN)° 43 (23.1- 129.5) 71.0 (38.0 - 125.0) 0.10
Glicemia (mg/dI)° 89.0 (78.0 - 97.0) 91.0 (85.0 - 114.0) 0.07
Tempo de Protrombina (segundos)® 14.1 (13.2 - 14.6) 14.2 (13.0 - 15.4) 0.51
Bilirubina Total (mg/dl)® 0.60 (0.40 - 0.70) 0.79 (0.51-1.21) 0.009*

Colesterol Total (mg/dl)®®
LDL colesterol (mg/dI)®*

175.0 (146.5 - 187.5)
80.0 (52.0 - 107.0)

163.0 (140.0 - 201.0) 0.99
99.0 (74.0 - 119.8) 0.11

HDL colesterol (mg/dI)®¢ 61.0 (45.0 - 86.5) 51.0 (41.0 - 58.0) 0.02*

Triglicerideos (mg/dl)°* 80.0 (61.0 - 112.5) 87.0 (69.0 - 142.0) 0.02*
Aspectos virolégicos®

VHC-RNA log10 (1U)/ml)° 5.69 (5.33 - 5.99) 5.97 (5.63 - 6.32) 0.06

Genétipo 1 n (%) 14 (82.4) 48 (82.8) 0.97

a, média £ desvio padrdo (DP); b, [Mediana e intervalo interquartil (IQR), percentil 25 - 75]; ¢, 82 pacientes com informacdes
sobre consumo de alcool; d, dados de 78 pacientes (91.8%); e, dados de pacientes (88.2%); ALT, alanina aminotransferase; FO,
fosfatase alcalina; AST, aspartato aminotransferase; DM, diabetes mellitus; VHC, virus hepatite C; HAS, hipertensdo arterial
sistémica; y-GT, gama glutamiltransferase; RNA, &cido ribonucléico;*, p values < 0.05 foram 75 considerados significantes [the
asymptotic Pearson’s Chi-square test (varidveis categoricas)]; Test T (média £ DP) ou Mann Whitney [Mediana e intervalo
interquartil (IQR, percentil 25™ - 75™)].
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5.2 Achados histoldgicos das bidpsias hepaticas de pacientes portadores de hepatite ¢ crénica e

controles

Os achados histologicos das biopsias hepatica de pacientes portadores de hepatite C cronica foram
comparadas com os do grupo controle (Tabela 5). Entre as variaveis analisadas, presenca de
histiocitos em todos os segmentos do I6bulo hepético e neutréfilos distribuidos no 16bulo e na

regido perivenular ndo estavam associados com a presenca de hepatite C cronica (Tabela 5).

Hepatite de interface e atividade inflamatdria lobular em bidpsia hepética de pacientes portadores
de hepatite C crbnica estéo representados nas figuras 7 e 8, respectivamente.

Tabela 5. Achados histopatoldgicos em bidpsia hepéatica do grupo controle e pacientes portadores
de hepatite C crénica (n = 114).

Grupo controle  Pacientes HCC

Achados histopatolégicos p value

n=29 n =85
Fibrose avancada (F3 - F4) n (%) 0 23 (27.1) 0.001*
Atividade Necroinflamatéria n (%) 0 67 (78.8) <0.0001*
Esteatose (minimo 5,0%) 4(13.8) 57 (67.0) <0.0001*
Infiltrado inflamatério portal n (%) 2 (6.9) 85 (100.0) <0.0001*
Neutrofilos 0 44 (51.8) <0.0001*
Linfécitos 2(6.9) 85 (100.0) <0.0001*
Histiocitos 2(6.9) 16 (18.8) 0.43
Infiltrado inflamatério periportal n (%) 0 65 (76.5) < 0.0001*
Neutrofilos 0 19 (22.3) 0.003*
Linfécitos 0 65 (76.5) <0.0001*
Histidcitos 0 4 (4.7) 0.57
Infiltrado inflamatério lobular n (%) 0 62 (72.9) <0.0001*
Neutrofilos 0 9 (10.6) 0.35
Linfécitos 0 62 (72.9) <0.0001*
Histidcitos 0 3 (3.5 1.00
Infiltrado inflamatério perivenular n (%) 0 18 (21.2) 0.006*
Neutrofilos 0 1(1.2) 1.00
Linfécitos 0 18 (21.2) 0.007*
Histidcitos 0 1(1.2) 1.00

HCC, hepatite C crbnica; 1; a presenca de atividade necroinflamatéria e fibrose foi avaliada segundo critérios do escore
METAVIR; presenca de esteatose foi considerada quando presente em mais de 5% dos hepatdcitos; 2, presenga de
células inflamatdrias (mononucleares e polimorfonucleares), foi graduada de 0 a 3 (0, ausente; 1, leve; 2, moderada e 3,
acentuada) separadamente em todas as regides do loébulo hepatico; * p values < 0.05 foram considerados significantes
[the asymptotic Pearson’s Chi-square test and Fisher’s exact test (variaveis categoricas)].
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Figura 7: A e B: Hepatites de Interface em HCC ("piecemeal necrosis"): Contorno
irregular do trato portal contendo denso infiltrado inflamatério mononuclear que invade a
placa limitante de hepatdcitos. (H&E - 10x).

Figura 8: Hepatite lobular em HCC: Focos de
infiltrado  inflamatério  associado a  necrose
hepatocitaria na intimidade do I6bulo hepatico. (H&E -
40x).

5.3 Achados histopatologicos em bidpsia hepéatica de pacientes portadores de hepatite C

crbnica com e sem hipertensao arterial sistémica

Os achados histopatoldgicos das bidpsias hepaticas de pacientes portadores de hepatite C cronica
foram comparadas quanto a presenca ou auséncia de hipertensdo arterial sisttémica (Tabela 6).
Dentre as variaveis testadas na analise univariada, a presenca de atividade necroinflamatoria,



46

presenca de infiltrado inflamatorio periportal, presenca de neutrdfilos e linfocitos na regido

periportal mostraram associacdo com a presenca de HAS. (Tabela 6).

Tabela 6. Achados histopatologicos em bidpsia hepatica de pacientes portadores de hepatite C

crénica com e sem HAS (n = 85).

Achados histopatologicos nH:A§5 Se:i ';'SS p value
Fibrose avancada (F3 - F4) n (%) 12 (33.4) 11 (22.0) 0.21
Atividade Necroinflamatéria n (%) 32 (91.4) 35 (70.0) 0.02*
Esteatose (minimo 5.0%) 24 (68.6) 33 (66.0) 0.80

Infiltrado inflamatdrio portal n (%) 35 (100.0) 50 (100.0) 0.31
Neutrofilos 22 (62.9) 22 (44.0) 0.10
Linfocitos 35 (100.0) 50 (100.0) 0.35
Histiocitos 9 (25.7) 7 (14.0) 0.25

Infiltrado inflamatério periportal n (%) 32 (91.4) 33 (66.0) 0.03*
Neutrofilos 12 (34.3) 7 (14.0) 0.03*
Linfécitos 32 (91.4) 33 (66.0) 0.03*
Histidcitos 2 (5.7) 2 (4.0) 1.00

Infiltrado inflamatério lobular n (%) 26 (74.3) 36 (72.0) 0.82
Neutrofilos 4 (11.4) 5(10.0) 0.83
Linfécitos 26 (74.3) 36 (72.0) 0.93
Histidcitos 1(2.9) 2 (4.0) 1.00

Infiltrado inflamat6rio perivenular n (%) 4(11.4) 14 (28.0) 0.10
Neutrofilos 0 1(2.0) 1.00
Linfécitos 4 (11.4) 14 (28.0) 0.13
Histidcitos 0 1(2.0) 1.00

HCC, hepatite C cronica; HAS, hipertensdo arterial sistémica 1; a presenca de atividade necroinflamatéria e fibrose foi
avaliada segundo critérios do escore METAVIR; presenca de esteatose foi considerada quando presente em mais de 5%
dos hepatdcitos; 2, presenca de células inflamatorias (mononucleares e polimorfonucleares), foi graduada de 0 a 3 (0,
ausente; 1, leve; 2, moderada e 3, acentuada) separadamente em todas as regides do I6bulo hepatico; * p values < 0.05
foram considerados significantes [the asymptotic Pearson’s Chi-square test and Fisher’s exact test (variaveis
categoricas)].

5.4 Achados histopatologicos em bidpsia hepatica de pacientes portadores de hepatite C

cronica com e sem diabetes mellitus

Os achados histopatoldgicos das biopsias hepéticas de pacientes portadores de hepatite C cronica
foram comparadas quanto a presenca ou auséncia de DM (Tabela 7). Dentre as variaveis testadas na
analise univariada, presenca de linfocitos e histiocitos em regido lobular estavam associados com a
presenca de DM (Tabela 7).
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Tabela 7. Achados histopatoldgicos em bidpsia hepéatica de pacientes portadores de hepatite C

crénica com e sem diabetes mellitus (n = 85).

Achados histopatologicos nzl\i9 s::rz 6D(|5\/I p value
Fibrose avancada (F3 - F4) n (%) 6 (31.6) 17 (25.8) 0.62
Actividade Necroinflamatéria n (%) 18 (94.7) 49.0 (74.2) 0.06
Esteatose (minimo 5.0%) 11 (57.9) 46 (69.7) 0.34

Infiltrado inflamatério portal n (%) 19 (100.0) 66 (100.0) 0.23
Neutrofilos 13 (68.4) 31 (46.9) 0.23
Linfécitos 19 (100.0) 66 (100.0) 0.15
Histidcitos 6 (31.6) 10 (15.2) 0.14

Infiltrado inflamatdrio periportal n (%) 17 (89.5) 48 (72.7) 0.11
Neutrofilos 6 (31.6) 13 (19.7) 0.27
Linfocitos 17 (89.5) 48 (72.7) 0.10
Histiocitos 2 (10.5) 2 (3.0) 0.26

Infiltrado inflamatdrio lobular n (%) 17 (89.5) 45 (68.2) 0.08
Neutrdfilos 3 (15.8) 6 (9.1) 0.41
Linfocitos 17 (89.5) 45 (68.2) 0.04*
Histiocitos 2 (10.5) 1(1.5) 0.05*

Infiltrado inflamatdrio perivenular n (%) 1(5.3) 17 (25.8) 0.06
Neutrdfilos 0 1(1.5) 1.00
Linfocitos 1(5.3) 17 (25.8) 0.19
Histidcitos 0 1(1.5) 1.00

HCC, hepatite C crbnica; DM, diabetes mellitus; 1, a presen¢a de atividade necroinflamatdria e fibrose foi avaliada
segundo critérios do escore METAVIR; presenca de esteatose foi considerada quando presente em mais de 5% dos
hepatécitos; 2, presenca de células inflamatérias (mononucleares e polimorfonucleares), foi graduada de 0 a 3 (0,
ausente; 1, leve; 2, moderada e 3, acentuada) separadamente em todas as regides do lobulo hepatico; * p values < 0.05
foram considerados significantes [the asymptotic Pearson’s Chi-square test and Fisher’s exact test (variaveis
categoricas)].

5.5 Achados histopatologicos em bidpsia hepéatica de pacientes portadores de hepatite C

cronica com e sem niveis de HDL > 55 mg/dl

Niveis elevados de HDL diminuem o risco de doencas cardiovasculares. Niveis séricos de HDL
iguais ou maiores que 60 mg/dl ou 1.55 mmol/l sdo considerados excelentes, enquanto niveis
menores que 40 mg/dl or 1.03 mmol/l sdo considerados abaixo do desejavel [137]. Na nossa
amostra, a mediana e intervalo (25" - 75" percentil) do colesterol HDL foi de 52,5 (50.0 e 64.3).
Baseado nos valores descritos acima, os valores de nivel sérico de HDL foram estratificados em

<55 mg/dl and >55 mg/dl na nossa amostra.
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Os achados histopatologicos das bidpsias hepaticas de pacientes portadores de hepatite C crénica
foram comparadas quanto a presenca ou auséncia de niveis séricos de HDL > 55 mg/dl (Tabela 8).
Dentre as variaveis testadas na analise univariada, presenca de atividade necroinflamatdria,
presenca de infiltrado inflamatdrio periportal e lobular e linfocitos periportal estavam associados

com niveis séricos de HDL < 55 mg/dl (Tabela 8).

Tabela 8. Achados histopatoldgicos em bidpsia hepéatica de pacientes portadores de hepatite C

cronica com e sem HDL colesterol > 55 mg/dl (n = 85).

HDL colesterol HDL colesterol
Achados histopatolégicos > 55 mg/dl < 55 mg/dl
n=28 n =50 value
Fibrose avancada (F3 - F4) n (%) 5 (17.9) 16 (32.0) 0.18
Actividade Necroinflamatéria n (%) 17 (60.7) 43 (86.0) 0.01*
Esteatose (minimo 5.0%) 20 (71.4) 32 (64.0) 0.42
Infiltrado inflamat6rio portal n (%) 14 (50.0) 25 (50.0) 0.09
Neutrofilos 10 (35.7) 28 (56.0) 0.09
Linfécitos 28 (100.0) 50 (100.0) 0.09
Histidcitos 2(7.1) 9 (18.0) 0.19
Infiltrado inflamatério periportal n (%) 16 (57.1) 42 (84.0) 0.03*
Neutrofilos 2(7.1) 12 (24.0) 0.06
Linfécitos 16 (57.1) 42 (84.0) 0.03*
Histidcitos 0 1(2.0) 1.00
Infiltrado inflamatério lobular n (%) 16 (57.1) 39 (78.0) 0.05*
Neutrofilos 1(3.6) 5(10.0) 0.31
Linfécitos 16 (57.1) 39 (78.0) 0.13
Histidcitos 0 1(2.0) 1.00
Infiltrado inflamatdrio perivenular n (%) 7 (25.0) 10 (20.0) 0.61
Neutrdfilos 0 1(2.0) 1.0
Linfocitos 7 (25.0) 10 (20.0) 0.61
Histiocitos 0 0 -

HCC, hepatite C crbnica; 1, a presenca de atividade inflamatéria e fibrose foi aaliada Segundo critérios do escore
METAVIR; presenca de esteatose foi considerada quando presente em mais de 33% dos hepatdcitos; 2, A presenca de
células inflamatérias (mononucleares and polimorfonucleares), foi graduada de 0 a 3 (0, ausente; 1, leve; 2, moderada
and 3 acentuada) separadamente em todas as regides do 16bulo hepatico; * p values < 0.05 foram considerados
significantes [the asymptotic Pearson’s Chi-square test and Fisher’s exact test (variaveis categoricas)].
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5.6 Fatores associados com os achados histopatologicos em bidpsia hepatica de

portadores de hepatite C cronica

Na andlise univariada, idade, HAS, TGL e HDL foram selecionados. Idade e HDL < 55 mg/dI
permaneceram associados, de forma significante e independente, com o grau de fibrose
hepética (FO - F2 vs. F3 - F4) apds analise multivariada (Modelo 1) (Tabela 9).

Na analise univariada, IMC, HAS, DM, TGL e HDL foram selecionados. HAS e HDL < 55
mg/dl permaneceram associados, de forma significante e independente, com a presenca de
atividade necroinflamatdria apds analise multivariada (Modelo 2) (Tabela 9).

Na anélise univariada, idade, IMC, HAS, DM e HDL foram selecionados. HAS e HDL < 55
mg/dl permaneceram associados, de forma significante e independente, com a presenca de
atividade necroinflamatdria periportal ap6s analise multivariada (Modelo 3) (Tabela 9).

Na andlise univariada, DM, TGL e HDL foram selecionados. HDL < 55 mg/dl permaneceu
associado, de forma significante e independente, com a presenca de atividade
necroinflamatoria lobular apds anélise multivariada (Modelo 4) (Tabela 9).
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Tabela 9 Variaveis associadas com o0s achados histoptolégicos em bidpsia hepética de

pacientes portadores de hepatite C cronica (n = 85).

Variaveis independentes

Modelo 1
Varidvel dependente - Fibrose (FO - F2 vs F3 - F4)

Analise Analise multivariada
univariada

p OR IC 95% p
Género 0.44 - - -
Idade 0.004 1.08 1.01-1.16 0.02*
indice de massa corporal 0.90 - - -
Hipertensao 0.22 1.11 0.25-4.94 0.89
Diabetes mellitus 0.52 - - -
Uso de alcool (= 20 g/dia) 0.60 - - -
Triglicerideos > 150 mg/dl 0.22 0.99 0.98-1.01 0.13
HDL < 55 mg/dl 0.08 1.04 1.01-1.08 0.04*

Modelo 2

Variaveis independents

Variavel dependente — Atividade necroinflamatoria

Analise Analise multivariada
univariada

p OR IC 95% p
Género 0.85 - - -
Idade 0.40 - - -
indice de massa corporal 0.03 1.11 0.93-1.32 0.25
Hipertensao 0.03 5.62 1.28 - 24.65 0.02*
Diabetes mellitus 0.08 2.48 0.25 - 24.87 0.44
Uso de alcool (= 20 g/dia) 0.27 - - -
Triglicerideos > 150 mg/dl 0.03 1.01 0.99-1.03 0.13
HDL < 55 mg/dI 0.005 1.05 1.01-1.09 0.007*
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Tabela 9 (continuacdo). Variaveis associadas com os achados histoptologicos em bidpsia

hepatica de pacientes portadores de hepatite C crénica (n = 85).

Variaveis independentes Modelo 3
Variadvel dependente — Atividade necroinflamatéria
periportal
Analise Analise multivariada
univariada
p OR IC 95% p
Género 0.82 - - -
Idade 0.02 1.05 0.99-1.11 0.14
indice de massa corporal 0.08 1.11 0.95-1.29 0.19
Hipertensao 0.003 7.13 1.95-26.15  0.003*
Diabetes mellitus 0.05 1.45 0.25-8.48 0.68
Uso de alcool (= 20 g/dia) 0.74 - - -
Triglicerideos > 150 mg/dl 0.80 - - -
HDL < 55 mg/d| 0.005 1.05 1.01-1.09 0.007*
Modelo 4
Variaveis independentes Variavel dependente — Atividade necroinflamatoria
lobular
Analise Analise multivariada
univariada
p OR IC 95% P
Género 0.32 - - -
Idade 0.91 - - -
indice de massa corporal 0.49 - - -
Hipertensao 0.40 - - -
Diabetes mellitus 0.21 1.57 0.29-9.38 0.61
Uso de alcool (= 20 g/dia) 0.88 - - -
Triglicerideos > 150 mg/dl 0.02 1.02 0.99-1.03 0.06
HDL < 55 mg/dI 0.008 1.04 1.01-1.07 0.04*
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5.7 Comorbidades clinicas, colesterol, carga viral e genétipo do VHC

A carga viral e o genotipo do VHC ndo estiveram associados com HAS, DM, TGL > 150
mg/dl e HDL < 55 mg/dl.

5.8 Correlacdo do grau de atividade necroinflamatoria e os niveis séricos de HDL
Pacientes portadores de hepatite C crénica com niveis séricos menores de HDL tiveram

maiores graus de atividade necroinflamatéria do que aqueles com niveis séricos maiores de
HDL (Figura 9).
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Figura 9 - Correlagdo entre o grau de atividade necroinflamatéria e niveis séricos de HDL em
pacientes com hepatite C crénica (n = 78). Cada box mostra mediana (barra horizontal) e os quartis
superiores e inferiores. Whiskers mostram os valores maximo e minimo.
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6. DISCUSSAO

A infeccdo pelo virus da hepatite C (VHC) é uma importante causa de doenca hepatica
crénica em todo o mundo, podendo evoluir, em até 30% dos casos, para cirrose num
periodo de duas a trés decadas [14-18,32-35]. Esta infeccdo também se relaciona ao
desenvolvimento do carcinoma hepatocelular (CHC) bem como a uma gama de
manifestacbes extra-hepaticas, sendo a principal indicacdo de transplante hepatico
ortotépico nos paises mais desenvolvidos [32-35]. Os custos em saude relacionados
com esse virus sdo considerdveis, o que torna muito importante uma adequada
compreensdo sobre seus mecanismos de infectividade, interacdo com o sistema imune
do hospedeiro, cronificacdo da doenca hepatica e desenvolvimento de manifestacdes
sistémicas. Tal conhecimento permitira o desenvolvimento de novas terapias antivirais

mais eficientes, com menor custo e menos efeitos adversos.

O objetivo do nosso trabalho foi avaliar a influéncia de comorbidades clinico-
laboratoriais, mormente comorbidades associadas a sindrome metabdlica, na evolucao
da hepatite C crbnica. Para tanto, foram avaliados as alteragdes histopatoldgicas
observadas nas bidpsias hepéticas dos pacientes portadores de HCC. Foi feito o
estadiamento (fibrose) e graduacdo (atividade inflamatoria) da doenca, segundo o0s
critéerios de METAVIR, bem como a presenca de infiltrado inflamatério, sua
intensidade, o tipo celular e sua localizacdo em cada uma das regides do I6bulo
hepatico.

Nosso estudo demonstrou uma associacdo inversa entre 0s niveis séricos de HDL com
estadios mais avancgados de fibrose hepéatica (OR 1,04; p = 0,04), presenca de atividade
necroinflamatéria hepéatica (OR 1,05; p = 0,007), hepatite de interface (OR 1,04; p =
0,02) e com a atividade inflamatoria intralobular (OR 1,04; p = 0,04). Essa associa¢do
permaneceu quando comparamos 0s nhiveis séricos de HDL com o grau de atividade
necroinflamatoria estabelecido segundo o sistema METAVIR (p = 0,007),
demonstrando que pacientes com HCC e niveis séricos mais elevados de HDL
apresentam estdgios menos avancados de fibrose hepatica e menor atividade
necroinflamatoria intra-hepéatica quando comparados a aqueles infectados com niveis

menores de HDL.
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Embora muitos estudos tenham relatado niveis anormais de lipidios séricos na HCC,
especialmente baixos niveis de colesterol total [138] e de lipoproteina de baixa
densidade (LDL) [87,88, 139], e sua relacdo com a fibrose hepética [140], pouco se sabe
sobre o perfil sérico do HDL nos pacientes cronicamente infectados pelo VHC bem
como a possivel interacdo entre os dois. Enquanto alguns estudos mostram uma
associacao de fibrose hepética avancada na HCC com altos niveis de HDL [141], outros

ndo demonstram qualquer tipo de correlacdo [142].

Recentemente, a inter-relacdo entre o0 VHC e o metabolismo lipidico do hospedeiro tem
sido demonstrada em alguns estudos [86]. O ciclo de vida deste agente viral apresenta
estreito vinculo com o metabolismo lipidico humano. O VHC ¢é capaz de alterar a
homeostase lipidica ao mesmo tempo em que se utiliza desse processo para perpetuar
sua existéncia no organismo do hospedeiro. Individuos cronicamente infectados por
esse virus apresentam um perfil lipidico alterado, expresso por baixos niveis de
colesterol total (CT), lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e triglicerideos (TGL)
qguando comparados a controles ndo infectados [87,88]. A gravidade dessas alteracdes
esta associada ndo s a progressdo da doenga hepatica, mas também a fatores tanto do
hospedeiro quanto viral. Exemplo disso é a relacdo do polimorfismo no gene CC
rs12979860 (IFNL3) com maiores niveis séricos de CT e LDL em pacientes infectados
pelo gendtipo 1 do VHC [111].

Uma vez dentro da célula, o virus altera o metabolismo lipidico intracelular, diminuindo
o catabolismo dos lipides bem como a secre¢do das lipoproteinas ao meio extra-celular.
Como resultado, provoca um acumulo significativo de lipides dentro dos hepatdcitos
levando ao desenvolvimento da esteatose hepética. Esta é uma alteracdo classicamente
associada HCC. Estudos tem demonstrado que a infeccdo pelo genétipo 3 do VHC
relaciona-se a graus mais acentuados de esteatose no figado bem como a uma reducdo
mais pronunciada nos niveis séricos de colesterol quando comparada a infec¢do por
outros genotipos [112-114]. Entretanto, fatores relacionados ao hospedeiro sdo capazes
de influenciar essas alteragdes no parénquima hepatico. Variagcbes genéticas como o
polimorfismo do gene interleucina 28B (I1L28B) relaciona-se a esteatose mais branda,
niveis séricos mais elevados de LDL e melhores taxas de resposta viral sustentada

(RVS) em individuos que receberam terapia anti-viral [115-117]. Além do elemento
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genético, outros fatores relacionados ao acumulo de lipideos nos hepatdcitos séo a
resisténcia insulinica ou diabetes mellitus (DM), o consumo de alcool e a sindrome
metabolica (SM) [118-120].

O virus é secretado pelo hepatécito e transportado na circulagdo sistémica ligado a
lipoproteinas, as chamadas particulas lipovirais. Estas se utilizam de receptores de
membrana plasmatica, alguns relacionados ao metabolismo lipidico, no processo de
internalizacdo do agente dentro do hepatdcito. Pesquisas recentes tem dado enfoque ao
scavenger receptor class B member 1 (SR-B1), uma glicoproteina transmembrana
localizado na superficie celular dos hepatdcitos e em tecidos esteroidogénicos, cuja
funcdo bioldgica principal é a absorcdo de ésteres de colesterol apos sua ligacdo com
lipoproteinas de alta densidade (HDL). Entretanto, 0 SR-B1 apresenta uma importante
interacdo com o VHC, sendo um dos receptores implicados no processo de entrada do
virus no hepatocito. O processo no qual a particula viral se adere ao receptor é
complexo, envolvendo o reconhecimento da apolipoproteina E (apo E) e da proteina de
superficie E2 (E2) do virus pelo SR-B1, facilitando a entrada do agente infeccioso
[96,97,101,102]. Voisset e cols (2005), utilizando-se de modelos com VHCpp,
demonstraram que meios enriquecidos com HDL resultam em um aumento de até trés
vezes na capacidade de internalizacdo das particulas virais, sugerindo que o HDL
poderia funcionar como um facilitador neste processo [104]. Isso ocorreria sem haver
um aumento nos niveis de expressdo do SR-B1 ou uma interacdo direta entre o HDL e a
VHCpp [104]. Em estudo subsequente, Voisset e cols (2006) ndo apenas expuseram
resultados semelhantes ao anterior, como sugeriram que o HDL seria responsavel por
reduzir o efeito neutralizante do anticorpo anti-VHC [103]. Desta forma, o HDL poderia
aumentar o poder de infectividade do VHC uma vez que ambos se ligam nos mesmos
receptores de membrana plasmatica sem, entretanto, competir por este local de ligacéo.

Nossos resultados demonstram associacdo de baixos niveis de HDL com a progressao
da fibrose hepatica. Poynard e cols (1986) [143] e Imbert-Bismut e cols (2001) [144]
demonstraram que os niveis circulantes de apo-lipoproteina Al, a principal lipoproteina
do HDL, diminuem com a progressdo da fibrose na doenca hepatica alcodlica e na
HCC, e diminuem ainda mais com o estabelecimento da cirrose. Um estudo de Fabris e

cols (1997) [145] sugere que niveis séricos diminuidos de HDL em pacientes com HCC
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precede o desenvolvimento de cirrose e correlaciona de forma inversa com 0s niveis
séricos de interleucina 6. Em analise multivariada, Habib e cols. (2005) [146]
mostraram que baixos niveis séricos de HDL tem valor preditivo, independente do
escore MELD, de mortalidade entre 6-12 meses em pacientes com cirrose ndo
colestatica. A diminuicdo da funcdo hepética observada na cirrose ou em estados
avancados de fibrose poderia ser uma explicacdo para diminui¢do dos niveis séricos de
HDL, no entanto, no nosso estudo, somente 10 pacientes tinham diagndstico de fibrose
acentuada/cirrose. Além disso, a observacao de que a cronicidade ndo é necessaria para
se observar as alteragdes nos niveis séricos de lipideos [147] e que as mesmas tendem a
se resolver apdés a cura da infeccdo [148, 149] fortalece a hipdtese de um efeito

citopatico direto do VHC sobre 0 metabolismo lipidico do hospedeiro.

Estudos recentes tém atribuido ao HDL um papel de biomarcador em doencas
inflamatorias crbnicas, no entanto, os niveis de colesterol sérico podem ndo ser
representativos de sua composi¢do e atuacdo antiinflamatéria [150]. O HDL quando
associado a doencas inflamatorias crénicas (diabetes, obesidade, doencas reumaticas,
doenga renal crbnica, doenga inflamatdria cronica e infecgdes cronicas) assume um
papel pré-inflamatério e disfuncional, o que pode acontecer sem mudangas nos niveis

séricos de HDL, o que pode atrapalhar a interpretacdo dos resultados [151] .

Enquanto a infecgdo crbnica pelo VHC contribui para o desenvolvimento de
complicacbes metabolicas, a presenca de doencas concorrentes relacionadas ao
metabolismo humano também contribuem para a progressdo da doenca hepatica, com
maior risco de CHC [121], menores taxas de RVS ao tratamento anti-viral [122] e
progressao mais acelerada para fibrose do figado entre pacientes com HCC [123-126].

A infeccdo crbnica pelo virus hepatotrépico C é capaz ndo apenas de interferir no
metabolismo lipidico, mas também a homeostase da insulina no organismo humano. A
associacdo deste virus com a resisténcia insulinica (R1) e o diabetes mellitus (DM) tipo
2 é bem estabelecida. Estudos demonstram que portadores de HCC apresentam um risco
mais elevado para o desenvolvimento de Rl ou DM tipo 2 [74,75]. Ao mesmo tempo,
foi observado que em grupos de paciente com o DM tipo 2 apresentavam maior
prevaléncia da HCC quando comparados a populacdo geral [127,128]. Dados da
National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) entre 1988 a 1994
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mostraram uma associacdo independente de Rl e DM com a infec¢do pelo VHC na
populacédo norte-americana [64]. Entretanto, em dados posteriores da NHANES (1998-
2008), essas associacdes deixaram de ser consideradas significativas. Esta relacdo pode
ter sido alterada pelo crescimento de outros fatores de riscos para 0 DM, sendo 0 mais
importante o rapido aumento da prevaléncia da obesidade [129]. Além disso, dentre
aqueles que se submetem ao transplante hepético, a ocorréncia de DM no periodo pos-
transplante tem sido mais elevadas entre pacientes que se submetem a transplante
devido ao VHC do que por outras etiologias [77,78]. Portanto, alteracdes no
metabolismo de carboidratos também sdo comumente observados nos pacientes com
HCC.

A resisténcia insulinica, em conjunto com outros elementos da sindrome metabdlica
(SM), como a obesidade e o DM tipo 2, tem um papel essencial na progressdo da
doenca hepatica gordurosa ndo-alcodlica (DHGNA). A esteatohepatite ndo-alcodlica
(EHNA), um espectro da DHGNA, é considerada um grave e crescente problema de
salde publica mundial. Ela representa a manifestacdo hepéatica da SM, sendo uma
importante causa de doenca cronica no figado, estando associada ao desenvolvimento de
cirrose e CHC [63,69-71]. N&o é raro observar a presenca de elementos da SM em
portadores crénicos do VHC, fazendo suscitar que a interposicdo desses elementos
agressores possa acelerar a progressao da doenca hepatica em individuos cronicamente
infectados pelo VHC. Desta forma, estudos tém sido realizados no intuito de se avaliar
0 sinergismo entre elementos como RI, DM e a obesidade e 0 VHC na progressao da
doenca hepatica [63,72,73].

Utilizando o estadio de fibrose em bidpsia hepatica como marcador, varios estudos
demonstraram que os pacientes com HCC e SM ou DM concomitantes apresentam uma
progressdo mais agressiva da doenca. Entretanto, em nosso estudo, ndo conseguimos
encontrar qualquer associacdo entre DM, IMC ou hipertensao arterial sistémica (HAS)
com estagios mais avangados de fibrose do figado. Também n&o foi demonstrado
associacfes entre essas condicdes metabolicas e as presencas de atividade
necroinflamatoria, atividade inflamatéria intra-lobular e hepatite de interface. Kuo e
cols. (2016) [152] demonstraram que a SM estava associada a uma maior rigidez

hepatica medida através da elastografia hepética transitoria (FibroscanR) entre
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individuos com HCC. Ziada e cols. (2012) [153] concluiram que a Rl em pacientes com
HCC esta associada a fibrose progressiva do figado e que poderia ser um preditor para a
auséncia de uma resposta viroldgica rapida e precoce em pacientes de origem egipcia.
Patel e cols. (2011) [138] demonstraram resultados semelhantes entre pacientes de etnia
asidtica. Dyal e cols. (2015) [154], em uma revisdo sistematica, demonstraram uma
associacao significativa entre esteatose e DM com fibrose avancada no figado de
pacientes com HCC, enquanto que a associacdo entre obesidade e fibrose avancada
ficou limitada, com resultados conflitantes. Por fim, em uma meta-analise publicada
recentemente e que incluiu 1461 pacientes Rueger e cols. (2016) [155] concluiram que a
progressdo acelerada para fibrose hepéatica na HCC é explicada principalmente por
fatores ndo modificaveis, como idade, sexo e vias de infeccdo e ndo pelo consumo

significativo de alcool, DM ou IMC.

A ligagdo entre a infeccdo pelo VHC com a Rl e o0 DM é complexa. A RI surge em
estadios precoces da HCC resultando em uma progressdo mais acelerada para fibrose
hepéatica com todas as suas complicacfes [156]. A hiperinsulinemia compensatoria que
ocorre na Rl pode estimular a fibrogénese. A incubacdo de células estreladas hepaticas
humanas (CEH), também conhecidas com células de Ito, com insulina e fator de
crescimento insulinico tipo 1 (FCI-1) resultou em um aumento na proliferacdo de CEH

e na expressdo de genes que codificam a producdo do colageno tipo 1 [157, 158].

Algumas limitacBes devem ser consideradas ao interpretar esses resultados. O metodo
ideal para avaliar o impacto de doencgas metabdlicas na progressdo da historia natural da
HCC seria identificar pacientes com antecedentes de doencas metabodlicas que
posteriormente adquiriram infeccdo pelo VHC. No entanto, muitos desses estudos,
incluindo o nosso, foram de natureza observacional e utilizaram um estudo de caso-
controle ou estudo de coorte retrospectivo, o que intrinsecamente limita a capacidade de
compreender a causalidade. Os estudos atuais apresentam uma heterogeneidade entre as
populacdes estudadas, nas definicdes de obesidade e RI e, muitas vezes, ndo levam em
conta medidas mais precisas de risco metabolico como a circunferéncia da cintura (CC)
para avaliagdo da adiposidade visceral. Isso poderia ser especialmente importante para a
avaliacdo das doencas metabdlicas. Além disso, em nosso trabalho, foi estudada uma

pequena populagdo (n = 85), com apenas 23 pacientes cm fibrose avancgada/cirrose e
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ndo havendo casos com atividade necroinflamatoria acentuada, o que poderia
influenciar nossos resultados.

Entender se a infeccdo cronica pelo VHC aumenta o risco de desenvolver complicacGes
metabolicas merece especial atencdo. No entanto, também é importante compreender o
impacto das doengas metabdlicas subjacentes na histéria natural da HCC. Reconhecer o
impacto da obesidade, RI e perfil lipidico na progressdo da HCC é especialmente

importante, dada a crescente prevaléncia da obesidade e da SM em todo o mundo.

O futuro desafio na area de hepatologia, em uma era em que quase todos 0s casos de
HCC séo erradicaveis por eficientes agentes antivirais de acdo direta, sera determinar se
as alteracdes metabdlicas, e consequentes eventos cardiovasculares, associadas ao VHC
sdo também completamente reversiveis ou se poderdo agravar apés a terapia antiviral
com RVS adequada. Essas descobertas poderdo proporcionar uma assisténcia
personalizada, mais eficiente e com menor custo que inclui ndo somente a terapia
antiviral mas também a abordagem de todas as comorbidades associadas com esta

doenca sistémica que € a hepatite C cronica.
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7. CONCLUSAO

7.1 N&o houve diferenca entre o grupo controle e os portadores de hepatite C cronica

apenas quanto a presenca de histiocitos em todas as regides do I6bulo hepatico;

7.2 Os grupos com e sem fibrose avangada foram diferentes no que se refere a idade e
aos niveis séricos de albumina, ALT, AST, y-GT, bilirrubina total e tempo de

protombina;

7.3 Os grupos com e sem atividade inflamatoria foram diferentes com relacéo ao IMC,
presenca de DM, HAS, uso regular de alcool e niveis séricos de ALT, AST, bilirrubina
total, HDL e TGl

7.4 Os grupos com e sem HAS foram diferentes com relacéo a presenca de atividade
necroinflamatoria, infiltrado inflamatorio periportal com presenca de neutréfilos e

linfocitos;

7.5 Os grupos com e sem DM foram diferentes com relacdo a presenca de linfocitos e

histidcitos na regido lobular;

7.6 Os grupos com e sem niveis séricos de colesterol > 55 mg/dl foram diferentes com
relacdo a presenca de atividade necroinflamatdria e presenca de infiltrado inflamatério

periportal e lobular;

7.7 A analise multivariada mostrou associagdo dos niveis de fibrose com a idade do
paciente e niveis séricos de HDL < 55 mg/dl;

7.8 A andlise multivariada mostrou associacdo da atividade necroinflamatdria com a

presenca de HAS e niveis séricos de HDL < 55 mg/dl;

7.9 A anélise multivariada mostrou associacdo da atividade necroinflamatéria periportal

com a presenca de HAS e niveis séricos de HDL < 55 mg/dl;
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7.10 A analise multivariada mostrou associacdo da atividade necroinflamatoria lobular

com a presenca de niveis séricos de HDL < 55 mg/dl;

7.11 Houve associacao entre os nives sericos de HDL e grau de atividade inflamatoria
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ABSTRACT

HCV is a relevant cause of chronic hepatitis, cirrhosis, hepatocellular carcinoma and is
the leading cause of liver transplant worldwide. Additionally, several extrahepatic
manifestations are also reported in chronic hepatitis C (CHC) subjects. Several
evidences have been demonstrated that HCV infection is associated with dyslipidaemia
and there is a strong interaction between the virus HCV life cycle and intracellular lipids

metabolism.

In this study, we hypothesized that host factors including clinical comorbidities and

lifestyle would have an influence on liver histopathological features.

In this cross-sectional study conducted at the Viral Hepatitis Outpatient Clinics
University Hospital, we reviewed liver biopsis of 85 patients to classify each one based
on the METAVIR criteria and to evaluate the presence of inflammatory cells types,
quantities and lobular distribution. These histopathological features were correlated
clinical comorbidities such as diabetes mellitus (DM), hypertension (HTN) and lipid

profile in patients with CHC.

Histological findings in the liver specimens of CHC patients with and without HDL
cholesterol > 55 mg/dl were compared. Among the histological variables tested during
univariate analysis, liver necrosis, periportal inflammatory infiltrate, periportal
lymphocytes and lobular inflammatory infiltrate were found to be associated with HDL
cholesterol < 55 mg/dl in CHC patients. Overweight, DM, HTN were associated with
hepatic necroinflammatory activity. Increased levels of ALT, AST, bilirubin,
triglycerides and decreased levels of HDL cholesterol were associated to hepatic

necroinflammatory activity as well.

In multivariate analysis HDL cholesterol serum levels had an inverse association with
fibrosis stage (OR 0,96, IC 0,93-0,99, p=0,04)and the presence of necroinflammatory
activity (OR 0,95, IC 0,92-0,99, p=0,007). The correlation remains when comparing

with the degree of hepatic necroinflammatory activity (p=0.007).

Recent studies are suggesting HDL to be a biomarker of inflammatory conditions,
however measuring HDL cholesterol levels may not accurately predict the composition,

functionality, and anti-inflammatory properties of HDL. In our study high serum levels
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of HDL cholesterol had a protective effect in HCC outcome. Further studies are
necessary to better understand this relationship.

Key words:  hepatitis ¢ virus, chronic hepatitis C, diabetes mellitus, hypertension,
HDL, fibrosis stage, necroinflammatory activity
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INTRODUCTION

According to the Global Burden of Diseases, Injuries and Risk Factors hepatitis
C virus (HCV) affects over 184 million people.! HCV is a relevant cause of chronic
hepatitis, cirrhosis, hepatocellular carcinoma and the leading cause of liver transplant
worldwide.” In addition, HCV has been associated with extrahepatic disorders including
insulin resistance (IR), diabetes mellitus type 2 (T2DM), obesity, dyslipidaemia and

metabolic syndrome (MS).?

Regarding the liver as a central organ in lipid metabolism®, there have been
several evidences demonstrating that HCV infection is associated with dyslipidaemia.’
Several studies focusing the HCV life cycle, have shown a strong interaction between
the virus and intracellular lipids pointing to an interaction between host lipids and viral
replication.”® Otherwise, in patients with CHC, cirrhosis was associated with
atherosclerosis  independently of cardiovascular risk factors.”  Furthermore,
abnormalities in lipid metabolism and subsequent hepatic steatosis are reported to be a

risk factor for progression of liver fibrosis in these patients.°

Subjects with T2DM have at least a 2-fold greater risk of HCV infection®!
whereas, individuals with CHC have elevated risk of T2DM.'* Recently, in a meta-
analysis of published studies, individuals chronically infected by HCV were found to be
at increased risk for cardiovascular disease-related morbidity and mortality, especially

patients with diabetes and hypertension (HTN)."

In the management of CHC patients, it is essential to assess the degree of liver
fibrosis, which will determine disease progression, clinical outcomes and urgency of
antiviral treatment. ** The evaluation of both grade and stage, i.e., necroinflammatory
activity and the degree of fibrosis, are relevant in therapeutic decision-making.'® Several
histological changes mark the progression of chronic hepatitis C infection to liver
cirrhosis. Among them, inflammatory infiltrate, periportal and lobular necrosis degree,
lobular degeneration and fibrosis are strongly associated with prognosis and, altogether

these histological parameters have been assessed by METAVIR scoring system.®

In this study, we hypothesized that host factors including clinical comorbidities

and lifestyle data would have an influence on liver histopathological features.
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Therefore, we aimed to evaluate the association of hepatic histological findings as
inflammatory cells types, quantities and zonal distribution with T2DM, HTN and lipid
profile in patients with CHC. We also investigated the association between
demographic, nutritional, biochemical and virological variables with liver histologic

features of the patients with CHC.

PATIENTS AND METHODS

Study population and design

This is a cross-sectional study conducted at the Viral Hepatitis Outpatient
Clinics, University Hospital, Belo Horizonte, Brazil from March 2013 to December
2016. A total of 115 consecutive adults outpatients who agreed to participate signed the
informed consent form and were selected to participate in the study. The diagnosis of
hepatitis C was performed by the presence of serum antibodies to HCV and confirmed
by HCV-RNA test.

Patients with CHC were screened for other hepatic diseases. The exclusion
criteria were refusal to participate in the study (n = 4), pregnancy, hepatic
encephalopathy, HBV (Hepatitis B virus)/HCV or HCV/HIV co-infection, current anti-
viral treatment and the presence of advanced disease (chronic kidney disease, heart
failure, chronic pulmonary disease, neoplasia). Patients with clinical liver cirrhosis
decompensation or hepatocellular carcinoma were excluded. Sixteen patients who were

taking hypolipemiant drugs as statins or fibrates were also excluded (n = 16).

The diagnosis of cirrhosis was based on standard clinical, biochemical,
radiological and histological parameters.'” The Child-Turcotte-Pugh'® and AST to
platelet ratio index (APRI)' scores were calculated for each participant based on

medical data. The clinical and biochemical data were collected from medical records.

All patients had undergone percutaneous needle liver biopsy and we excluded
six due to inadequate biopsies. To eliminate any confounding feature we also excluded
patients whose biopsies have shown any features of non-alcoholic steatohepatitis
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(NASH) such as ballooning and perisinusoidal fibrosis (n = 3). Eighty-five patients

were included in the final analysis.

As a control group, we included liver donors [n = 29; 22 (75.9%) males; mean
age, 36.8 £ 14.1] from the Liver Transplant Service of the University Hospital of the
Federal University of Minas Gerais who died due to head injury, cerebral haemorrhage

or cerebral infarction.

Histological features

Liver fragments were obtained from each patient by percutaneous route using a
Menghini needle. The specimens were 10.0% formalin-fixed and paraffin-embedded. A
3 um thick liver section was routinely stained with hematoxylin and eosin, Gomori’s
trichromic and Picrosirius red method and the slides were blindly examined by one
trained pathologist (GHDPS).

Fibrosis was scored as follows according to METAVIR criteria'®: FO, no
fibrosis; F1, portal fibrous expansion; F2, portal fibrous widening with few septa; F3,
bridging fibrosis with architectural distortion; and F4, liver cirrhosis. Based on the
degree of lymphocyte infiltration and hepatocyte necrosis the level of inflammation was
classified from A0 to A3.2° The degree of mononuclear and polymorfonuclear cells
infiltration in portal, periportal, lobular and perivenular regions, were separately graded

from 0 to 3 (0, absent; 1, mild; 2, moderate and 3 marked).

To control biopsy size, each biopsy length was measured with a hand ruler and
the number of portal areas on one cross-section was counted.?’ Thus, to minimize
sampling error, the quality of liver biopsies was considered inadequate for histological
diagnosis and patient was excluded from analysis if the biopsy were fragmented or had

< 6 portal tracts (n=6).

Laboratory parameters

Following an overnight fasting (12 to 14-hours) venous blood samples from
peripheral vein were obtained from all participants. Antibody to HCV was investigated
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by a commercial ELISA (AXSYM HCV, version 3.0; Abott GmbH & Co., Wiesbaden,
Germany) and HCV status was confirmed by a qualitative PCR for HCV RNA
(AMPLICOR 2.0 assay Roche Diagnostics, Branchburg, NJ) according to the
manufacturers’ instructions. HCV genotyping and viral load were determined by using a
commercial test (Cobas Tag Man HCV test V.2.0; Roche Molecular Systems,
Pleasanton, CA) and a line probe assay (VERSANT HCV genotyping assays; Bayer’s
Diagnostic Corporation, Tarrytown, NY), respectively. The assays were performed
according to the manufacturers’ recommendations. Viral load and HCV genotyping

were accessible in 75 (88.2%) of the included patients.

Biochemical and haematological data

Following an overnight fasting (12 to 14-hours) venous blood samples from
peripheral vein were obtained from all participants. Alanine aminotransferase (ALT),
aspartate amino transferase (AST), gamma-glutamyltranspeptidase (y-GT), alkaline
phosphatase (ALP), albumin, total bilirubin, prothrombin activity (PA), creatinine,
glycaemia, triglycerides (TGL), total cholesterol and high-density lipoprotein
cholesterol (HDL-C) were evaluated by routine laboratory methods. Non HDL-C
cholesterol was evaluated Very low-density lipoprotein (VLDL-C) and low-density

lipoprotein (LDL-C) were calculated by using Friedwald’s formulae.

Lifestyle assessment

The lifestyle assessment evaluated current and previous history of smoking

and/or alcohol use (<20 g/day vs. >20 g/day).
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Clinical Comorbidities

HTN was diagnosed according to the 2013 European Society of Hypertension
and of the European Society of Cardiology Guidelines?!, and diabetes mellitus (DM)
was defined using the 2014, American Diabetes Association Guidelines diagnosis and
classification of DM.?? Dyslipidaemia was diagnosed according to the 2013 American
College of Cardiology/American Heart Association Task Force on Practice Guidelines
(ACC/AHA) guideline on the treatment of blood cholesterol to reduce atherosclerotic

cardiovascular risk in adults: a report of the ACC/AHA. %

Anthropometry Assessment

The weight and height were measured with a mechanical platform scale
(FILIZOLA®). The body mass index (BMI) was calculated using the formula, BMI =
weight/height?.

Ethical Statement

The study was designed and conducted in accordance with the Declaration of
Helsinki and was approved by the Ethics Committee of our Institution (Number: ETIC-
0404.0.203.000-10).

Statistical Analysis

Data were analysed with SPSS (SPSS Inc., Chicago, IL) statistical software
package version 17.0. Descriptive statistics were used to provide information regarding
the demographic, clinical, lifestyle, nutritional, and biochemical data. The Shapiro-Wilk
test was used to evaluate whether the data were normally distributed. For the

comparison of the percentages the asymptotic Pearson’s Chi-square test and Fisher’s
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exact test were used. For comparisons of medians, the Mann-Whitney U or Kruskal-
Wallis and, for means, the Student’s t test or ANOVA were used.

Associations between histological features [Model 1, Fibrosis (FO - F2 versus F3
- F4); Model 2, hepatic necroinflammatory activity; Model 3, interface hepatitis; Model
4, lobular necrosis] and the following variables: demographic (gender, age), clinical
comorbidities (HTN, DM), lifestyle data [alcohol use (<20 g/day vs. >20 g/day)] and
biochemical data [HDL-C (<55 mg/dl vs. >55 mg/dl) and triglycerides (<150 mg/dl vs.
>150 mg/dl)] were evaluated by univariate analysis. All variables with p values <0.25
were included in the full models of logistic regression. Odds ratio (OR) and 95%CI
were used as an estimate of the risk. The Hosmer-Lemeshow test was used to assess the
adequacy of the models. Variables that had more than missing data >10% were not

selected for the multivariate analysis models.

The strength of association between HDL-C serum levels, triglycerides/HDL-C
ratio (TGL/HDL-C) and hepatic necroinflammatory activity and the direction of the

relationship were analysed by Spearman’s correlation.

The level of significance was set at p values <0.05.

Results

Characteristics of the patients

The mean age of the patients was 57.2 + 10.7 years and 40/85 (47.1%) were
men. Among them, 10 (11.8%) were diagnosed with liver cirrhosis [Child-Turcotte-
Pugh score, (A5): 5 (50.0%), (A6): 3 (30.0%) and (B7) 2 (20.0%), APRI score (mean £
SD): 2.6 £ 1.5]. The characteristics of CHC patients are summarized in Table 1.

Patients with advanced fibrosis (Metavir score, F3 or F4) were older than
patients with fibrosis stage FO - F2 (Table 1). Regarding biochemical and
haematological data, patients with advanced fibrosis are more likely than patients with
fibrosis stage FO - F2 to have higher prothrombin time, increased levels of ALT, AST,
v-GT and bilirubin and decreased levels of aloumin (Table 1).
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Overweight, DM and HTN were associated with hepatic necroinflammatory
activity (Table 2). Increased levels of ALT, AST, bilirubin, triglycerides and decreased

levels of HDL-C were also associated with liver inflammation and necrosis (Table 2).

Histological findings in the liver specimens of control group and patients with chronic
hepatitis C

Histological findings in the liver specimens of patients with CHC were compared
with those of the control group. Of the histological variables analysed, histiocytes in all
liver zones and neutrophils in lobular and perivenular zones were not found to be

associated with HCV chronic infection (Table 1S; see supplementary material).

Histological findings in the liver specimens of patients chronically infected by HCV
with and without hypertension

In the univariate analysis, the presence of necroinflammatory activity, periportal
inflammatory infiltrate, periportal neutrophils and periportal lymphocytes were
associated with HTN in CHC patients (Table 2S; see supplementary material).

Histological findings in the liver specimens of patients chronically infected by HCV

with and without diabetes mellitus

In the univariate analysis, lobular lymphocytes and lobular histiocytes were

associated with DM in CHC patients (Table 3S; see supplementary material).

Histological findings in the liver specimens of patients chronically infected by HCV
with and without HDL-C cholesterol >55 mg/dl
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It is well defined that HDL-C levels >60 mg/dl or 1.55 mmol/l and <40 mg/dl or
1.03 mmol/I are associated with decreased and increased risk of cardiovascular diseases
(CVD), respectively.?® Thus, because the median and range (25" - 75™ percentile) of
HDL-C in the population of this study were 52.5 (50.0 and 64.3), we stratified the HDL-

C in <55 mg/dl and >55 mg/dl to evaluate associations with histological findings.

Because recently, non-HDL-C was shown to be a better predictor of CVD death
than LDL-C, even in patients with triglyceride levels below 200 mg/dl, we included
non-HDL-C values instead of LDL-C in the statistical analyses. In the univariate
analysis, liver necrosis, periportal inflammatory infiltrate, periportal lymphocytes and
lobular inflammatory infiltrate were found to be associated with HDL-C <55 mg/dl in
CHC patients (Table 3).

The TGL/HDL-C ratio was positively correlated with both hepatic
necroinflammatory (r = 0.30, p = 0.005) and lobular inflammatory activity (r = 0.29, p =
0.009).

Factors associated with histological findings in the liver specimens in patients with

chronic hepatitis C

In the univariate analysis, age, HTN, TGL and HDL-C <55 mg/dl were selected.
Age and HDL-C <55 mg/dl remained associated with fibrosis (FO - F2 vs. F3 - F4) in
the multivariate analysis (Model 1) (Table 4).

In the univariate analysis, BMI, HTN, T2DM, TGL and HDL-C (<55 mg/dl) were
selected. HTN and HDL-C <55 mg/dl remained associated with the presence of hepatic

necroinflammatory activity in the multivariate analysis (Model 2) (Table 4).

In the univariate analysis, age, BMI, HTN, T2DM and HDL-C (<55 mg/dl) were
selected. HTN and HDL-C <55 mg/dl remained associated with interface inflammatory

activity in the multivariate analysis (Model 3) (Table 4).

In the univariate analysis, T2DM, TGL and HDL-C were selected. HDL-C (<55
mg/dl) remained associated with lobular inflammatory activity in the multivariate
analysis (Model 4) (Table 4).
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3.7. Clinical comorbidities, High Density Lipoprotein Cholesterol, HCV viral load and
HCV genotype

Neither viral load nor HCV genotype was associated with HTN, T2DM, TGL
>150 mg/dl, HDL-C <55 mg/dl and TGL/HDL-C ratio.

3.8 Correlation between the degree of hepatic necroinflammatory activity and High

Density Lipoprotein Cholesterol levels

CHC patients with lower HDL-C cholesterol serum levels had higher degree of
hepatic necroinflammatory activity than those with lower HDL-C cholesterol levels,
(Figure 3).

Discussion

In this study, we showed that lower HDL-C level is associated hepatic
necroinflammatory activity in the liver specimens in CHC patients. HDL-C level was
also inversely correlated with the degree of hepatic necroinflammatory activity.

Our data point to the relevance of HCV-host interactions determining the
hepatitis C outcome. Several lines of evidence have demonstrated that the virus is
strongly associated with the metabolism of lipids and lipoproteins.”® During HCV life
cycle, the virus utilizes the host lipid metabolism and is secreted from the liver as highly
infective lipoviral particles (LVPs).2"?® Otherwise, the role played by the host's
concurrent metabolic diseases also contributes to the hepatic disease progression.? In a
previous study, it was demonstrated that patients infected with HCV genotype 1, the
quantity of plasma HCV-LVPs correlated with plasma TGL/HDL-C ratio, HOMA-IR,
and non-response to IFN-based antiviral therapy.*® In the current study, TGL/HDL-C
was positively correlated with both hepatic necroinflammatory and lobular
inflammatory activity. These results highlight the influence of lipid and glucose
metabolism on the maintenance of circulating HCV-LVPs. However, data about the
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association between lipid metabolism and CHC are complex and not completely

understood.

It has been known that the liver play a crucial role in lipid metabolism, thus
alterations of hepatic function are linked to modifications of circulating lipids.** The
majority of the studies, that evaluated the HDL-C levels in patients with advanced liver
disease, demonstrated an inverse association between this lipid molecule and several

adverse outcomes in cirrhotic subjects as survival®*** 3435

and poor short-term prognosis
Furthermore, in a study developed in Italy, evaluating serum cholesterol, HDL-C, TGL
and liver function in 114 patients chronically infected by HCV, interestingly, decreased
HDL-C levels were found in these subjects prior to the onset of cirrhosis.*
Additionally, HDL-C levels were inversely correlated with serum concentrations of
interleukin-6 (IL-6).%® Based on these findings, we hypothesized that, in the setting of
liver disease, lipid profile might influence the host's immune response (especially
cytokine-related effects) as well as inflammatory mediators, probably, may interfere in

the liver secretion of emergent HDL-C.

In our study, low HDL-C levels were associated increased periportal and lobular
inflammatory infiltrate with predominance of lymphocytes. Beyond the liver, high IL-6
plasma levels were associated with low HDL-C in relevant community dwelling older
Italian subjects cohort (n = 1044).*" In this population, the prevalence of diabetes
mellitus and previous transient ischemic attack (TIA)/stroke was higher in the low
HDL-C compared to the normal HDL-C group, while no differences emerged in the

prevalence of coronary heart disease, hypertension, and chronic liver diseases.

As previously described the HCV is one of the major causes of cirrhosis and
CHC?, and it’s also closely associated with metabolism of lipids and lipoprotein326,
however the role played by the host factors in the progression of CHC should not be
disregarded. Currently, it is expected that more than 95.0% of patients with CHC can be
“cured” within 12 to 24 weeks of therapy based on direct-acting antivirals (DAAs).*®
The development of DAAs for the treatment of CHC represents a remarkable step in the
clinical approach of patients chronically infected with HCV. Despite these, a recently
study demonstrated that DAAs-induced clearance does not completely restore the
altered cytokine and chemokine milieu in CHC patients.®® This data point toward the

importance to control other potential and modifiable factors implicated in hepatitis C
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progression as glycaemia, lipid profile and weight, i. e., host- and disease-specific

factors that affect the progression of liver and liver-related diseases.

In the current study, low HDL-C was associated with liver fibrosis. Similarly,
prior studies demonstrated that serum cholesterol level, specifically HDL-C, diminishes
among cirrhotic patients. Habib et al. (2005) showed that HDL-C in noncholestatic
cirrhotic subjects can be an indicator of liver function and prognosis.** In our study,
HDL-C was not correlated with albumin, total bilirubin, PA and AST/ALT ratio. These
results should be attributed to our small data set with the inclusion of only 10 patients

with advanced liver disease.

Despite our results did not demonstrate association between lipid molecules and
HCV viral load and genotype, several investigations have been demonstrated a strict
connection among the HCV infection and the metabolism of HDL-C.**** These data
indicate the involvement of HDL in HCV entry in the hepatocytes. This process was
mediated by the formation of a complex including a lipoprotein receptor recognized as
scavenger receptor class B type | (SR-BI), HDL-C and HCV envelope glycoproteins
complex.®**! In conclusion, the ability of SR-BI to interact with HDL might be

significant for the support or even strengthening of HCV infection.

The limitations of our study should to be considered. The subjects included were
recruited from a referral centre and consequently may not be representative of all
patients with CHC. In addition, the cross-sectional nature of this investigation precluded
the possibility to recognize any cause-effect relationship between serum HDL-C levels
and hepatic histological findings is CHC patients.

In summary, the results of our study may influence clinical decision-making and
contribute to the development of effective strategies to control potential and modifiable
host factors implicated in the hepatic disease progression in individuals chronically
infected with HCV.

Conclusion: Low serum HDL-C levels were inversely associated with hepatic
necroinflammatory activity and fibrosis. Our results point to the importance of
screening non-cholesterol and cholesterol molecules in patients with CHC, particularly

prior the onset of cirrhosis.
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Table 1. Demographic, clinical, life style, biochemical and virological data of patients with chronic hepatitis

C (n=385).
Variables Fibrosis (FO - F2) Fibrosis (F3 - F4) p value
Demographics
Patients 62 23
Sex
Male n (%) 29 (46.8) 11 (47.8) 0.93
Female n (%) 33 (53.2) 12 (52.2)
Age (years)? 55.5+11.0 61.8+8.9 0.02*
Body Mass Index (kg/m2)® 26.4+4.2 26.0+2.9 0.68
Clinical Comorbidities n (%)
DM 13 (21.0) 6 (26.1) 0.62
HTN 23 (37.1) 12 (52.2) 0.21
Life style data n (%)°
Current alcohol use (> 20
ethanol/day) ( g 12/60 (20.0) 2/22 (9.1) 0.60
Past alcohol use 52/60 (86.7) 20/22 (90.9) 0.25
Biochemical and haematological data
Albumin (g/dI)° 43+04 3.9+0.6 0.002*
ALT(UN)P 46.0 (38.0 - 78.0) 79.5 (53.8 - 132.0) 0.006*
ALP (U/I)° 88.0 (70.8 - 126.5) 114.0(81.8 -176.0) 0.10
AST (UN)P° 43.0 (32.0 - 66.0) 78.5(64.8 - 118.5) < 0.0001*
y-GT (U/I)° 57.0 (30.0 - 106.0)  84.5(50.8 - 200.8) 0.03*
Glycaemia (mg/dl)° 91.0 (84.0 - 110.5) 91.5 (84.3 - 104.3) 0.90

Prothrombin time (seconds)®
Total bilirubin (mg/dI)®

Total cholesterol (mg/dl)™¢

LDL-C cholesterol (mg/dI)°*
HDL-C cholesterol (mg/dI)>®
Triglycerides (mg/dl)°®

Virological parameters®
HCV-RNA log10 (1U)/ml)°
Genotype 1 n (%)

14.1 (13.3 - 14.7)
0.70 (0.50 - 0.85)

175.0 (146.0 -
200.5)

90.2 (65.3 - 121.0)
55.0 (44.0 - 69.0)
85.0 (69.0 - 142.5)

5.9 (5.4 - 6.3)
42/53 (79.2)

15.8 (13.0 - 17.4) 0.01*

1.10(0.60 - 1.79)  0.001*
156.0 (139.0 -
188.5) 0.14
95.0 (82.5 - 105.3) 0.97
48.0 (41.5 - 57.3) 0.23

87.0 (70.0 - 115.5) 0.29

5.7 (5.5 - 6.2) 0.67
20/22 (90.9) 0.32

a, mean = standard deviation (SD); b, [Median and interquartile range (IQR), 25™ - 75™ percentile]; c, 82 patients with information on
alcohol consumption; d, data from 78 subjects (91.8%); e, data from 75 subjects (88.2%); ALT, alanine aminotransferase; ALP,
alkaline Phosphatase; AST, aspartate aminotransferase; DM, diabetes mellitus; HCV, hepatitis C virus; HTN, hypertension; y-GT,
gama-glutamyltransferase; RNA, Ribonucleic Acid;*, p values < 0.05 were considered significant [the asymptotic Pearson’s Chi-
square test (categorical variables)]; Test T (mean + SD) or Mann Whitney [Median and interquartile range (IQR, 25" - 75"
percentile)].
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Table 2. Demographic, clinical, life style, biochemical and virological data of patients with chronic hepatitis

C (n=385).
Without hepatic With hepatic
Variables necroinflammatory necroinflammatory p value
activity activity

Demographics

Patients 18 67

Sex
Male n (%) 9 (50.0) 31 (46.3) 0.78
Female n (%) 9 (50.0) 36 (53.7) '
Age (years)® 56.1 + 8.6 57.5+11.3 0.61
Body Mass Index (kg/m2)? 245+45 26.8+ 3.6 0.02*

Clinical Comorbidities n (%)
DM 1(5.6) 18 (26.9) 0.05*
HTN 3(16.7) 32 (47.8) 0.02*

Life style data n (%)°
Current alcohol use (> 20

ethanol/day) (>204g 6 (33.3) 8 (12.5) 0.04*
Past alcohol use 17 (94.4) 55 (85.9) 0.33

Biochemical and haematological data
Albumin (g/dI)° 4.4(4.1-4.7) 4.3 (4.1-4.5) 0.15
ALT(UN)P 44.0 (28.0 - 49.0) 69.0 (44.0 - 95.0) < 0.001*
ALP (U/I)° 88.0 (65.5-172.0) 105.0(73.0 - 142.0) 0.61
AST (UN)P° 36.0 (28.5 - 46.5) 65.0 (40.0 - 86.0) < 0.001*
y-GT (U/I)° 43 (23.1 - 129.5) 71.0(38.0 - 125.0) 0.10
Glycaemia (mg/dl)° 89.0 (78.0-97.0)  91.0(85.0 - 114.0) 0.07

Prothrombin time (seconds)®
Total bilirubin (mg/dI)®

Total cholesterol (mg/dl)™¢

LDL-C cholesterol (mg/dI)°*
HDL-C cholesterol (mg/dI)>®
Triglycerides (mg/dl)°®
Virological parameters®
HCV-RNA log10 (1U)/ml)®
Genotype 1 n (%)

14.1 (13.2 - 14.6)
0.60 (0.40 - 0.70)

175.0 (146.5 -
187.5)

80.0 (52.0 - 107.0)
61.0 (45.0 - 86.5)
80.0 (61.0 - 112.5)

5.69 (5.33 - 5.99)
14 (82.4)

14.2 (13.0 - 15.4) 0.51
0.79 (0.51-1.21)  0.009*
163.0 (140.0 -
201.0) 0.99

99.0 (74.0 - 119.8) 0.11
51.0 (41.0 - 58.0) 0.02*
87.0 (69.0 - 142.0)  0.02*

5.97 (5.63 - 6.32) 0.06
48 (82.8) 0.97

a, mean = standard deviation (SD); b, [Median and interquartile range (IQR), 25" - 75™ percentile]; ¢, 82 patients with information on
alcohol consumption; d, data from 78 subjects (91.8%); e, data from 75 subjects (88.2%); ALT, alanine aminotransferase; ALP,
alkaline Phosphatase; AST, aspartate aminotransferase; DM, diabetes mellitus; HCV, hepatitis C virus; HTN, hypertension; y-GT,
gama glutamyltransferase; RNA, Ribonucleic Acid;*, p values < 0.05 were considered significant [the asymptotic Pearson’s Chi-
square test (categorical variables)]; Test T (mean + SD) or Mann Whitney [Median and interquartile range (IQR, 25" - 75"
percentile)].



Table 3. Histological findings in the liver specimens of patients with chronic hepatitis C with and

without HDL-C cholesterol <55 mg/dl (n = 85).

100

HDL-C HDL-C
cholesterol cholesterol
Histological findings >55 mgdl <55 mg/d vaFI)ue
n=28 n =50
Severe liver fibrosis (F3 - F4) n (%) 5(17.9) 16 (32.0) 0.18
Necro-inflammatory activity n (%) 17 (60.7) 43 (86.0) 0.01*
Steatosis n (at least 5.0%) 20 (71.4) 32 (64.0) 0.42
Portal inflammatory infiltrate n (%) 14 (50.0) 25 (50.0) 0.09
Neutrophils 10 (35.7) 28 (56.0) 0.09
Lymphocytes 28 (100.0) 50 (100.0) 0.09
Histiocytes 2(7.1) 9 (18.0) 0.19
Periportal inflammatory infiltrate n (%) 16 (57.1) 42 (84.0) 0.03*
Neutrophils 2(7.1) 12 (24.0) 0.06
Lymphocytes 16 (57.1) 42 (84.0) 0.03*
Histiocytes 0 1(2.0) 1.00
Lobular inflammatory infiltrate n (%) 16 (57.1) 39 (78.0) 0.05*
Neutrophils 1(3.6) 5 (10.0) 0.31
Lymphocytes 16 (57.1) 39 (78.0) 0.13
Histiocytes 0 1(2.0) 1.00
gz)ntrolobular inflammatory infiltrate n 7 (25.0) 10 (20.0) 0.61
Neutrophils 0 1(2.0) 1.0
Lymphocytes 7 (25.0) 10 (20.0) 0.61
Histiocytes 0 0 -

CHC, chronic hepatitis C; DM, diabetes mellitus; 1, the presence of necroinflammatory activity and fibrosis were
evaluated taking into account METAVIR classification, the presence of steatosis was considered when higher than
5,0%; 2, The degree of inflammatory cells (mononuclear and polymorfonuclear), was scored from 0 to 3 (0, absent; 1,
mild; 2, moderate and 3, marked) separately in all hepatic sites; *, p values < 0.05 were considered significant [the
asymptotic Pearson’s Chi-square test and Fisher’s exact test (categorical variables)].
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Table 4. Variables associated with histological findings in the liver specimens in patients with

chronic hepatitis C (n = 85).

Independent variable

Model 1
Dependent variable - Fibrosis (FO - F2 vs F3 - F4)

Univariate Multivariate analysis
analysis

p OR 95%ClI p
Sex 0.44 - - -
Age 0.04 1.08 1.01-1.16 0.02*
Body mass index 0.90 - - -
Hypertension 0.22 1.11 0.25-4.94 0.89
Diabetes mellitus 0.52 - - -
Alcohol use (= 20 g/day) 0.60 - - -
Triglycerides mg/dl >150 mg/dl 0.22 0.99 0.98-1.01 0.13
HDL-C cholesterol <55 mg/dl 0.08 1.04 1.01-1.08 0.04*

Model 2
Independent variable Dependent variable — ngatic necroinflammatory
activity
Univariate Multivariate analysis
analysis

p OR 95%ClI p
Sex 0.85 - - -
Age 0.41 - - -
Body mass index 0.03 1.11 0.93-1.32 0.25
Hypertension 0.03 5.62 1.28 - 24.65 0.02*
Diabetes mellitus 0.08 2.48 0.25-24.87 0.44
Alcohol use (= 20 g/day) 0.27 - - -
Triglycerides mg/dl >150 mg/dl 0.03 1.01 0.99-1.03 0.13
HDL-C cholesterol <55 mg/d|I 0.005 1.05 1.01-1.09 0.007*
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Table 4 (continuation) - Variables associated with histological findings in the liver

specimens in patients with chronic hepatitis C (n = 85).

Independent variable Model 3
Dependent variable - .In.terface inflammatory
activity
Univariate Multivariate analysis
analysis
p OR 95%ClI p
Sex 0.82 - - -
Age 0.02 1.05 0.99-1.11 0.14
Body mass index 0.08 1.11 0.95-1.29 0.19
Hypertension 0.003 7.13 1.95-26.15 0.003*
Diabetes mellitus 0.05 1.45 0.25-8.48 0.68
Alcohol use (= 20 g/day) 0.74 - - -
Triglycerides mg/dl >150 mg/dl 0.80 - - -
HDL-C cholesterol <55 mg/dl 0.005 1.05 1.01-1.09 0.007*
Model 4
Independent variable Dependent variable - L.obular inflammatory
activity
Univariate Multivariate analysis
analysis
p OR 95%CI P
Sex 0.32 - - -
Age 0.91 - - -
Body mass index 0.49 - - -
Hypertension 0.40 - - -
Diabetes mellitus 0.21 1.57 0.29-9.38 0.61
Alcohol use (= 20 g/day) 0.88 - - -
Triglycerides mg/dl >150 mg/dl 0.02 1.02 0.99-1.03 0.06
HDL-C cholesterol <55 mg/dl 0.008 1.04 1.01-1.07 0.04*
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Figure 3. Correlation between the degree of hepatic
necroinflammatory activity and High Density Lipoprotein
Cholesterol levels in patients with chronic hepatitis C (n =
78). Each box shows the median (horizontal bar) and the
lower and upper quartiles. Whiskers indicate the minimum
and maximum values.



SUPPLEMENTARY MATERIAL
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Table 1S. Histological findings®? in the liver specimens of control group and patients with chronic

hepatitis C (n = 114).

Histological findings Conrt]rc:)I g;oup CHCn: Ea;Sents varl)ue
Severe liver fibrosis (F3 - F4) n (%) 0 23 (27.1) 0.001*
Necroinflammatory activity n (%) 0 67 (78.8) <0.0001*
Steatosis n (at least 5.0%) 4 (13.8) 57 (67.0) <0.0001*

Portal inflammatory infiltrate n (%) 2 (6.9) 85 (100.0) <0.0001*
Neutrophils 0 44 (51.8) <0.0001*
Lymphocytes 2 (6.9) 85 (100.0) <0.0001*
Histiocytes 2 (6.9) 16 (18.8) 0.43

Periportal inflammatory infiltrate n (%) 0 65 (76.5) < 0.0001*
Neutrophils 0 19 (22.3) 0.003*
Lymphocytes 0 65 (76.5) <0.0001*
Histiocytes 0 4 (4.7) 0.57

Lobular inflammatory infiltrate n (%) 0 62 (72.9) <0.0001*
Neutrophils 0 9 (10.6) 0.35
Lymphocytes 0 62 (72.9) <0.0001*
Histiocytes 0 3(3.5) 1.00

Perivenular inflammatory infiltrate n (%) 0 18 (21.2) 0.006*
Neutrophils 0 1(1.2) 1.00
Lymphocytes 0 18 (21.2) 0.007*
Histiocytes 0 1(1.2) 1.00

CHC, chronic hepatitis C; DM, diabetes mellitus; 1, the presence of necroinflammatory activity and fibrosis were
evaluated taking into account METAVIR classification, the presence of steatosis was considered when higher than
5,0%; 2, The degree of inflammatory cells (mononuclear and polymorfonuclear), was scored from 0 to 3 (0, absent; 1,
mild; 2, moderate and 3, marked) separately in all hepatic sites; *, p values < 0.05 were considered significant [the
asymptotic Pearson’s Chi-square test and Fisher’s exact test (categorical variables)].
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Table 2S. Histological findings in the liver specimens of patients chronically infected by HCV with

and without hypertension.

Histological findings HTN Without HTN b
n=35 n=>50 value
Severe liver fibrosis (F3 - F4) n (%) 12 (33.4) 11 (22.0) 0.21
Necroinflammatory activity n (%) 32 (91.4) 35 (70.0) 0.02*
Steatosis n (at least 5.0%) 24 (68.6) 33 (66.0) 0.80
Steatosis 35 (100.0) 50 (100.0) 0.31
Neutrophils 22 (62.9) 22 (44.0) 0.10
Lymphocytes 35 (100.0) 50 (100.0) 0.35
Histiocytes 9 (25.7) 7 (14.0) 0.25
Periportal inflammatory infiltrate n (%) 32 (91.4) 33 (66.0) 0.03*
Neutrophils 12 (34.3) 7 (14.0) 0.03*
Lymphocytes 32 (91.4) 33 (66.0) 0.03*
Histiocytes 2 (5.7) 2 (4.0) 1.00
Lobular inflammatory infiltrate n (%) 26 (74.3) 36 (72.0) 0.82
Neutrophils 4(11.4) 5(10.0) 0.83
Lymphocytes 26 (74.3) 36 (72.0) 0.93
Histiocytes 1(2.9) 2 (4.0) 1.00
Centrolobular inflammatory infiltrate n (%) 4(11.4) 14 (28.0) 0.10
Neutrophils 0 1(2.0) 1.00
Lymphocytes 4(11.4) 14 (28.0) 0.13
Histiocytes 0 1(2.0) 1.00

CHC, chronic hepatitis C; DM, diabetes mellitus; 1, the presence of necroinflammatory activity and fibrosis were
evaluated taking into account METAVIR classification, the presence of steatosis was considered when higher than
5,0%; 2, The degree of inflammatory cells (mononuclear and polymorfonuclear), was scored from 0 to 3 (0, absent; 1,
mild; 2, moderate and 3, marked) separately in all hepatic sites; *, p values < 0.05 were considered significant [the
asymptotic Pearson’s Chi-square test and Fisher’s exact test (categorical variables)].



Table 3S. Histological findings in the liver specimens of patients with chronic hepatitis C with and

without diabetes mellitus (n = 85).
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DM

Without DM

Histological findings N=19 =66 varl)ue
Severe liver fibrosis (F3 - F4) n (%) 6 (31.6) 17 (25.8) 0.62
Necro-inflammatory activity n (%) 18 (94.7) 49.0 (74.2) 0.06
Steatosis n (at least 5.0%) 11 (57.9) 46 (69.7) 0.34

Portal inflammatory infiltrate n (%) 19 (100.0) 66 (100.0) 0.23
Neutrophils 13 (68.4) 31 (46.9) 0.23
Lymphocytes 19 (100.0) 66 (100.0) 0.15
Histiocytes 6 (31.6) 10 (15.2) 0.14

Periportal inflammatory infiltrate n (%) 17 (89.5) 48 (72.7) 0.11
Neutrophils 6 (31.6) 13 (19.7) 0.27
Lymphocytes 17 (89.5) 48 (72.7) 0.10
Histiocytes 2 (10.5) 2 (3.0 0.26

Lobular inflammatory infiltrate n (%) 17 (89.5) 45 (68.2) 0.08
Neutrophils 3 (15.8) 6 (9.1) 0.41
Lymphocytes 17 (89.5) 45 (68.2) 0.04*
Histiocytes 2 (10.5) 1(1.5) 0.05*

Centrolobular inflammatory infiltrate n (%) 1(5.3) 17 (25.8) 0.06
Neutrophils 0 1(1.5) 1.00
Lymphocytes 1(5.3) 17 (25.8) 0.19
Histiocytes 0 1(1.5) 1.00

CHC, chronic hepatitis C; DM, diabetes mellitus; 1, the presence of necroinflammatory activity and fibrosis were
evaluated taking into account METAVIR classification, the presence of steatosis was considered when higher than
5,0%; 2, The degree of inflammatory cells (mononuclear and polymorfonuclear), was scored from 0 to 3 (0, absent; 1,
mild; 2, moderate and 3, marked) separately in all hepatic sites; *, p values < 0.05 were considered significant [the
asymptotic Pearson’s Chi-square test and Fisher’s exact test (categorical variables)].



