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RESUMO

INTRODUCAO: o carcinoma hepatocelular (CHC) est4 associado ao desequilibrio da resposta
imune mediado pelo tumor e hospedeiro. A resposta virologica sustentada (RVS) reduz, mas
ndo elimina o risco de CHC. Este estudo analisou biomarcadores soluveis periféricos, em
pacientes com CHC com virus da hepatite C (HCV) e com RVS.

METODOS: 62 adultos cirroticos com CHC foram distribuidos em dois grupos: virémicos
(CHC-HCV, n=30) ou com RVS (CHC-RVS, n=32). 32 Participantes saudaveis foram
controles (CT). Parametros qualitativos e quantitativos (Luminex Bio-Plex) comparativos,
correlagdes (Spearman), interacdes (software Cytoscape Consortium 2.8), heat maps €
diagramas visuais de tipologia de mediadores soluveis periféricos (citocinas pré-inflamatoérias,
regulatorias, quimiocinas e fatores de crescimento) foram analisados por métodos estatisticos
apropriados e area sob a curva ROC (AUC-ROC).

RESULTADOS: aumento significativo dos mediadores soltveis foi observado nos grupos
CHC comparados ao CT. Houve menor quantificagao de CCL3, CXCL10, IFN-g, IL-1Ra, IL-
10 e VEGF no grupo CHC-RVS comparado ao CHC-HCV. CXCL10 e CCL3 apresentaram
maior acurdcia para discriminar os grupos CHC (AUC-ROC: 0,77 e 0,73, respectivamente).
Valores de CXCL10 e CCL3 menores que 38,6pg/mL e 1,3pg/mL (razdo de verossimilhanca
de 3 e 15), respectivamente, qualificaram o grupo HCV-RVS. Correlagdes intensas da rede
integrativa de mediadores foram observadas no CT, com significativa perda de conectividade
no grupo CHC-HCV, com eixo no polo entre quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias, e
recuperagao discreta da conectividade no grupo CHC-RVS, com eixo desviado para citocinas
reguladoras e fatores de crescimento.

CONCLUSOES: CXCL10 e CCL3 apresentaram maior desempenho para caracterizar os
grupos CHC. As redes integrativas de conexdes entre mediadores soluveis apresentaram perfis
muito distintos entre os grupos CHC virémico (CHC-HCV) e com RVS (CHC-RVS). A maior
rede de conexdes no grupo CHC-RVS sugere o impacto da cura da infec¢ao pelo HCV na
reconstituicdo imune, a despeito de permanecer menos robusta do que a observada no grupo
CT. Estes resultados somam conhecimento a respeito dos distintos perfis de resposta imune em
pacientes com CHC virémicos ou com RVS, o que podera ter implicagdes oncogénicas de
importancia clinica.

PALAVRAS CHAVES: Carcinoma hepatocelular; hepatite C; cirrose hepatica;

biomarcadores; citocinas.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Hepatocellular carcinoma (HCC) is associated with tumor- and host-
mediated immune response imbalance. Sustained virological response (SVR) reduces but does
not eliminate the risk of HCC. This study analyzed peripheral soluble biomarkers in patients

with HCC with hepatitis C virus (HCV) and with SVR.

METHODS: 62 cirrhotic adults with HCC were categorized into two groups: viremic (HCC-
HCV, n=30) or with SVR (HCC-SVR, n=32). 32 Healthy participants were controls (CT).
Comparative qualitative and quantitative parameters (Luminex Bio-Plex), correlations
(Spearman), interactions (Cytoscape Consortium 2.8 software), heat maps and visual typology
diagrams of peripheral soluble mediators (pro-inflammatory and regulatory cytokines,
chemokines, and growth factors) were analyzed by appropriate statistical methods and area

under the ROC curve (AUC-ROC).

RESULTS: A significant increase in soluble mediators was observed in the CHC groups
compared to the CT group. There was less quantification of CCL3, CXCL10, IFN-g, IL-1Ra,
IL-10 and VEGF in the CHC-RVS group compared to CHC-HCV. CXCL10 and CCL3 were
more accurate in discriminating HCC groups (AUC-ROC: 0.77 and 0.73, respectively).
CXCL10 and CCL3 values lower than 38.6pg/mL and 1.3pg/mL (likelihood ratio of 3 and 15),
respectively, qualified the HCV-SVR group. Strong correlations of the integrative network of
mediators were observed in the CT, with a significant loss of connectivity in the HCC-HCV
group, with an axis between chemokines and pro-inflammatory cytokines, and a slight recovery
of connectivity in the HCC-SVR group, with an axis shifted to regulatory cytokines and growth

factors.

CONCLUSIONS: CXCL10 and CCL3 performed better to characterize HCC groups. The
integrative networks of connections between soluble mediators showed distinct profiles
between viremic HCC (HCC-HCV) and with SVR (HCC-SVR) participants. The greater
network of connections in the CHC-SVR group suggests the impact of HCV eradication on
immune reconstitution, despite remaining less robust than that observed in the CT group. These
results add knowledge about the distinct immune response profiles in patients with viremic

HCC or with SVR, which may have clinically significant oncogenic implication.

KEYWORDS: Hepatocellular carcinoma; hepatitis C; cirrhosis; biomarkers; cytokines.



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

AFL Alfa-fetoproteina

ALT Alanino Aminotransferase

APRI Relacao aspartato-Amino-Transferase/Plaquetas
AST Aspartato Aminotransferase

AUC Area under curve — area sob a curva

CHC Carcinoma hepatocelular

COEP Comité de Etica em Pesquisa

BCLC Barcelona Clinic Liver Cancer

DAAs Antivirais de A¢ao Direta

EDA Endoscopia Digestiva Alta

FA Fosfatase alcalina

FIB-4 Fibrose escore-4 — escore de fibrose 4
HCV Hepatitis C virus (virus da hepatite C)
GGT Gama Glutamil Transferase

IFN Interferon

11Q Intervalo interquartilico

LI-RADS Liver Imaging Reporting and Data System
MELD Model of end stage liver disease

Na Sédio

OMS Organizacao Mundial da Satde

PS Performance Status

RM Ressonancia Magnética

RNA Acido ribonucléico

RNI Relagao Normatizada Internacional

ROC Receiver Operating Characteristic Curve (curva ROC)
RVS Resposta Viroldgica Sustentada

UFMG Universidade Federal de Minas Gerais

US Ultrassonografia

TC Tomografia computadorizada



SUMARIO

I - INTRODUCAO/JUSTIFICATIVA 9
II - ANTECEDENTES CIENTIFICOS 9
Carcinoma hepatocelular: aspectos clinicos e epidemioldgicos 9
Diagnéstico e estadiamento do carcinoma hepatocelular 11
Hepatite C cronica e sua relagdo com o carcinoma hepatocelular 12
O impacto do tratamento da hepatite C na ocorréncia e recorréncia do CHC 12

Aspectos fisiopatoldgicos da carcinogénese do carcinoma hepatocelular associado a
hepatite C cronica 13

Aspectos da imunologia da associacao entre a hepatite C cronica e o carcinoma

hepatocelular 14
III - OBJETIVOS 16
Primério 16
Secundarios 16
IV - METODOLOGIA 17
Desenho do estudo 17
Selecdo dos participantes 17
Critérios de inclusdo 17
Critérios de exclusao ou de nao inclusao 18
Locais de realizacao da pesquisa 18
Coleta de material bioldgico 18
Metodologia de execucao dos experimentos imunes 19
Analise estatistica 20
Aspectos éticos 21
V - RESULTADOS 22
VI - DISCUSSAO 33
VII - CONCLUSOES 36
VIII - REFERENCIAS 38
IX - ANEXOS 43
Tabelas 43
Graficos 45
Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) 49

Parecer COEP 54



I - INTRODUCAO/JUSTIFICATIVA

O carcinoma hepatocelular (CHC) ¢ um sério problema de satde publica mundial, com
aumento crescente de incidéncia. Trata-se de tumor associado a cirrose hepatica em cerca de
90% dos casos cuja evolugao clinica e prognostico sao, ainda, muito reservados, caracterizando-
0 como agravo de alta mortalidade.!

Os tratamentos atuais da hepatite C com os novos antivirais de acao direta, ou DAAs
(direct-acting antivirals agents), sao altamente eficazes, com taxas de resposta virologica
sustentada (RVS) superiores a 95%.%> No entanto, apesar desse notavel avango, a cirrose
associada ao virus de hepatite C (hepatitis C virus - HCV) continua a principal causa de CHC
no mundo ocidental, a despeito da reduc¢do de incidéncia com a cura da infec¢do viral.?

Estudos tém revelado que a RVS estd associada a redugdo significativa no risco de
desenvolver CHC, de cerca de 70%, independentemente do estadio da fibrose hepatica inicial.
No entanto, a RVS nao elimina o risco de desenvolvimento de CHC, sobretudo em pacientes
com fibrose avancada e cirrose. 34

As evidéncias cientificas revelam que a inflamacao hepatica continua e duradora esté
associada ao desenvolvimento do CHC. Por sua vez, este tumor ¢ altamente imunogénico,
caracterizado por extensa infiltragdo de células imunes.> ¢ Portanto, estudos que visam analisar
a interagdo dos processos imunes associados as hepatopatias cronicas sao importantes para a
maior compreensao da fisiopatologia tumoral. Assim, este estudo visa analisar aspectos da
imunologia de pacientes com CHC associado a cirrose secunddria a hepatite C cronica, através

da analise de biomarcadores imunes, com foco em citocinas e sua rede de interagoes.

II - ANTECEDENTES CIENTIFICOS

Carcinoma hepatocelular: aspectos clinicos e epidemiologicos

O cancer primario de figado compreende um grupo heterogéneo de tumores com
diferentes caracteristicas histoldgicas, sendo que o carcinoma hepatocelular (CHC) contabiliza
a maior parte desses tumores, cerca de 90%, seguido pelo colangiocarcinoma intra-hepatico e
outros mais raros, como o carcinoma fibrolamelar e o hepatoblastoma.’

O CHC ocupa, atualmente, a posi¢ao de quinto cancer mais comum ¢ de terceira causa
mais frequente de morte relacionada ao cancer em todo o mundo.® Estimativas do GLOBOCAN
sao de que as mortes por cancer de figado devem aumentar em cerca de 55% até 2040, caso nao

sejam adotadas medidas preventivas. Deve haver, ainda, registro de 1,4 milhdo de novos
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diagnosticos e 1,3 milhdo de 6bitos. Assim, estima-se a taxa anual mundial de meio milhao de
novos casos ou mortes. ®

Fato notavel no CHC ¢ a sua alta mortalidade, com taxa de sobrevida de 18% em cinco
anos.” Em muitos casos, o diagndstico é tardio, ja em estadios avangados, sem possibilidade de
terapia curativa, o que implica em sobrevida mediana de seis a 12 meses ap0s o diagnostico.'?

No Brasil, os dados sobre a incidéncia de CHC sdo, ainda, limitados. Em estudo
observacional retrospectivo com informacgdes disponiveis no DATASUS, foram identificados
28.822 casos entre julho de 2011 e junho de 2016, compreendendo 0,7% dos diagnosticos de
neoplasias no pais. Cerca de 76% dos diagnosticos foram em estadio avangado.'!

Aproximadamente 90% dos tumores estdo associados a uma ou mais etiologias
subjacentes conhecidas.! A despeito da incidéncia global muito variavel, atribuida a prevaléncia
heterogénea dos fatores de risco nos diversos paises, a hepatite C cronica e o alcoolismo
permanecem como os principais fatores.!? Assim, cerca de 31% dos casos sdo atribuidos a
infec¢do pelo HCV em todo o mundo.! Deve-se salientar que a implementagdo da vacinagio
universal contra a hepatite B e o tratamento da hepatite C com os novos antivirais de agdo direta,
os DAAs, estdo mudando esse panorama®, somados a emergéncia de casos de CHC associado
a doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica, sobretudo em paises desenvolvidos.'?

Cerca de um tergo dos pacientes com cirrose desenvolverdo CHC, com taxa anual de 1-
8% ao ano." 2 Tem-se reconhecido que o envelhecimento, sobretudo acima de 70 anos, o sexo
masculino (propor¢ao de homens para mulheres acometidos na razao de 2,3:1) e a presenga de
hipertensdo portal clinicamente significativa sdo importantes fatores de risco.'* Estudos
revelam que a incidéncia de CHC aumenta paralelamente ao aumento da pressido portal.’

A hipertensdao portal ¢ uma das principais consequéncias da cirrose, responsavel por
complicagdes graves, como a ascite, 0 sangramento varicoso e a encefalopatia hepatica. '“A
presenca de varizes esofagogéstricas visualizadas em métodos de imagem ou por endoscopia

digestiva alta confirma o diagnostico. !

Diagnostico e estadiamento do carcinoma hepatocelular

Em pacientes com cirrose hepatica de qualquer etiologia, o rastreamento do CHC visa
detectar o tumor em fases precoces e possibilitar tratamentos curativos que reduzem a
mortalidade.'? !¢ Portanto, recomenda-se o rastreamento semestral do tumor através da
ultrassonografia abdominal, realizada por profissional experiente, com ou sem a dosagem da

alfa-fetoproteina (AFP).!” A combinagdo da ultrassonografia com AFP aumenta a sensibilidade
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de detecdo do CHC precoce de 53 para 63%, mantendo-se uma estratégia de bom custo-
beneficio. ¥

Uma vez que um nodulo hepatico suspeito ¢ identificado, principalmente igual ou maior
que um centimetro, o diagndstico de CHC precisa ser confirmado ou afastado através de exames
de imagem mais precisos.

Os métodos de imagem contrastados trifasicos, como a tomografia computadorizada
(TC) ou a ressonancia magnética (RM), sdo essenciais para a analise de nodulos suspeitos uma
vez que, diferentemente dos demais canceres solidos, o diagnostico do CHC, no contexto de
figado cirrdtico ou nos casos de hepatite B cronica, € estabelecido com base nesses métodos de
imagem sem necessidade de confirmagdo por biopsia.' 1?

A assertividade do diagnostico do CHC por métodos de imagem parte do entendimento
do desarranjo vascular peculiar que ocorre na carcinogénese hepatica e da alta probabilidade
pré-teste de CHC no cenario de cirrose.! Para TC e RM multifasicas, os principais recursos de
imagem incluem tamanho igual ou maior que um centimetro, hiperrealce do tumor na fase
arterial e, dependendo do tamanho exato, uma combinacao de washout, crescimento do tumor
e aparéncia da capsula.'s 1
De acordo com a classificagdo LI-RADS (Livre Imaging Reporting and Data System),°
amplamente utilizada em todo o mundo, os noédulos hepaticos sdo classificados em:

— LI-RADS 1 e LI-RADS 2 - indicam nédulo definitivamente e provavelmente benigno,
respectivamente;

— LI-RADS 3 - indica baixa probabilidade de CHC;

— LI-RADS 4 - indica provavel CHC;

— LI-RADS 5 - confirma o diagnostico de CHC.

Hepatite C cronica e sua rela¢cdo com o carcinoma hepatocelular

A hepatite C cronica ¢ um importante problema de satide publica mundial. Estimativas
atuais apontam para cerca de 58 milhdes de pessoas vivendo com o HCV no mundo e cerca de
1,5 milhdo de novas infecgdes ao ano.?! Segundo a Organiza¢do Mundial de Saude, em 2019
ocorreram cerca de 290.000 6bitos por complicacdes da hepatite C cronica, como cirrose
descompensada ¢ CHC. 2! No Brasil, de 1999 a 2017, foram notificados 331.855 casos ¢ a
prevaléncia atual estimada de pessoas soro-reagentes (anti-HCV positivo) ¢ de cerca de 0,7%.%

De 2000 a 2021, 279.872 casos foram diagnosticados, com 62.611 6bitos.?
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A progressdo da hepatite C cronica caracteriza-se por inflamacao hepatica persistente e
formacdo de cicatrizes fibréticas progressivas que resultam em cirrose em 10-20% dos
pacientes em 20-30 anos de infec¢do.>* Assim, a lesdo hepatica pode variar, em duas décadas,
de alteragdes histologicas minimas, em cerca de 30% dos que adquirem a infec¢do, a fibrose
extensa, cirrose e surgimento de CHC.?> Como a progressdo da fibrose ndo ¢ linear, ¢ dificil
estimar o progndstico e as futuras complicagdes. ° Dado o curso muitas vezes indolente e
silencioso da hepatite C cronica, ndo ¢ incomum o diagnostico somente quando surgem as
complicagdes da doenga hepatica avancada.?

Uma vez que a doenca hepdtica cronica € estabelecida, ¢ importante estadiar a doenga.
Os escores de Child-Pugh, Model for End-Stage Liver (MELD) e MELD-Na (MELD-s6dio)
tém sido amplamente utilizados para classificar a cirrose e predizer o risco de mortalidade,
respectivamente.?® Pacientes com cirrose que preenchem os critérios da classe A sdo ditos

compensados, enquanto os categorizados como B ou C apresentam cirrose descompensada. '3

O impacto do tratamento da hepatite C na ocorréncia e recorréncia do CHC

O tratamento da hepatite C crdnica iniciou na década de 80 com regimes terapé&uticos
baseados em interferons, com ou sem ribavirina, com baixas taxas de resposta virologica
sustentada (RVS), da ordem de 50%, muitos efeitos colaterais, uso prolongado e limitagdes
importantes de seu uso, como em pacientes cirroticos.?’” Por volta de 2011, surgiram os
primeiros antivirais de agao direta, inicialmente associados aos interferons mais ribavirina, até
que, a partir de 2017, foram apresentados os estudos de fase 3 com os tratamentos antivirais
orais, de curta duracao, bem tolerados, com minimas restricdes de uso ¢ com chances de
resposta virologica sustentada acima de 97%.>?®  Trata-se, portanto, de um notorio
acontecimento na historia da Medicina, onde a hepatite C cronica tornou-se a primeira infec¢ao
viral cronica curavel.?’

O objetivo principal do tratamento, independentemente do esquema terapéutico, ¢ a
resposta viroldgica sustentada (RVS), definida por RNA do HCV indetectavel no soro ou
plasma 12 ou 24 semanas apds o término do tratamento, avaliada por método de biologia
molecular com limite inferior de detec¢do <15 UI/ml RNA de HCV.? A RVS est4 associada a
normalizagdo das enzimas hepaticas, denotando melhora da necroinflamacao e,
progressivamente, da fibrose hepatica.?

Na era dos interferons, varios estudos demonstraram reducao na incidéncia do CHC a

longo prazo apos a cura da infeccdo, embora o risco fosse mantido em pacientes com fibrose
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hepatica avangada ou cirrose.?*3° Em seguida, outros estudos com seguimento de longo prazo,
como o HALT-C3' (Hepatitis C Antiviral Long-term Treatment against Cirrhosis),
confirmaram menor incidéncia da CHC em pacientes com RVS comparados aos nao
respondedores. No entanto, pacientes com mais de 65 anos e com fibrose hepatica avangada ou
cirrose mantinham risco de CHC, especialmente os com comorbidades, como diabetes.?!: 3

Aguardava-se que a cura da infeccao pelo HCV com os DAAs resultasse em reducao
dramatica na incidéncia de CHC. Todavia, estudos observacionais iniciais relataram aumento
inesperado tanto na ocorréncia quanto na recorréncia do CHC em pacientes com RVS tratados
com essas drogas, sugerindo que o tratamento com DAAs poderia estar relacionado a
recorréncia do CHC com base em alteracao da vigilancia imunolégica apds a erradicacdo do
HCV.3% 3 Grande parte desses estudos foi criticada por falhas metodoldgicas, como amostras
pequenas, auséncia de grupo controle, tempo de seguimento curto, viés de sele¢dao ou potenciais
fatores de confusao.

A despeito de os dados iniciais terem alertado para o risco, estudos subsequentes nao
mostraram maior ocorréncia ou recorréncia do CHC?3® em pacientes tratados com DAAs ou
IFN, incluindo uma metanalise que revisou 41 estudos e analisou mais de 13.000 pacientes
tratados com DAA ou IFN.*¢

Atualmente, acredita-se que, ndo obstante o tratamento com DAAs reduzir o risco de
CHC, particularmente em pacientes com cirrose hepatica, o risco permanece €, portanto, deve-
se manter o rastreamento de CHC nesses pacientes por tempo indeterminado.':? A presenca de
cofatores associados a hepatopatia pelo HCV, como o consumo de 4lcool, a sindrome
metabolica associada a obesidade e/ou diabetes mellitus tipo 2, aumentam as chances de CHC

ap0s a cura da infecgdo.’

Aspectos fisiopatologicos da carcinogénese do carcinoma hepatocelular associado a hepatite

C cronica

A historia natural do CHC pode ser dividida em trés fases: 1) fase molecular, que inclui
as alteragcdoes gendmicas sequenciais levando a transformagdo celular; 2) fase pré-clinica,
periodo inicial no qual o tumor ¢ ainda pequeno para ser detectado pelas técnicas de imagem, e
em um segundo periodo, fase de diagnostico pré-clinico, durante o qual o tumor ¢ detectavel,
mas ainda assintomatico; e 3) fase clinica ou com sintomas relacionados a doenga tumoral.?’

Os mecanismos da carcinogénese hepatica sdo diversos e variam entre pacientes com

ou sem cirrose € com os distintos fatores etioldgicos.® Nas ultimas décadas, tem sido
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amplamente investigada a associacao entre o CHC e a inflamacao, que ¢ a primeira resposta a
agressao hepatica. Trata-se de um processo complexo - uma tentativa, por parte do organismo,
de remover estimulos lesivos e iniciar o processo de cicatriza¢do tecidual.®

A interagdo de varios fatores esta na origem dos primeiros passos da transformacao
maligna dos hepatocitos e do desenvolvimento do CHC. Esses fatores incluem predisposi¢ao
genética, interagdes entre fatores virais e ndo virais, o microambiente celular e varias células
imunes, e o estadiamento da doenga hepatica cronica subjacente.® ° O desenvolvimento do
CHC, em sua maioria, requer inflamacao persistente, incluindo necrose e regeneracao de
hepatdcitos com consequente fibrose cicatricial. O risco aumenta apds o estabelecimento da
cirrose e, paralelamente, a0 comprometimento progressivo da fungio hepatica.'?

Diferentemente do DNA do virus B, o RNA do HCV nao integra ao genoma do
hospedeiro e, portanto, o risco de CHC ¢ limitado somente aqueles que desenvolvem cirrose ou
fibrose avangada.’

Trés mecanismos principais estdo envolvidos no surgimento do CHC relacionado ao
virus C, como inflamacao cronica, desregulacao da resposta imune e funcao alterada das células
apresentadoras de antigenos.* Apds a entrada nos hepatdcitos, ha replicagdo viral com
diferentes tipos de alteragdes celulares e alteragcdes imunomediadas. Simultaneamente, a
inflamacgdo cronica associada ao estresse oxidativo e danos no DNA celular resultam em
alteragdes epigenéticas em hepatdcitos infectados podendo levar ao desenvolvimento do

CHC.%

Aspectos da imunologia da associacdo entre a hepatite C cronica e o carcinoma

hepatocelular

O microambiente hepatico, constituido por hepatdcitos, células imunes, receptores,
citocinas, matriz extracelular e outros elementos, ¢ regulado para manter o equilibrio dindmico
entre tolerancia e imunidade.®

O figado possui grande capacidade de reparacdo apds danos agudos. Hepatocitos
diferenciados sdo capazes de reentrar no ciclo celular e servir como sua propria fonte principal
de substitui¢do.*! No entanto, no contexto de inflama¢do cronica, como no caso da cirrose
hepatica pelo HCV, as alteracdes na resposta imune e a desregulagdo dessa rede rigidamente
controlada podem resultar no desenvolvimento da fibrose hepatica e da carcinogénese. & 4!

O sistema imune ¢ composto por grande variedade de células e mediadores que

interagem em rede complexa e dindmica, cuja fungdo ¢ proteger o hospedeiro contra patdgenos
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estranhos e, simultaneamente, manter a tolerncia em relagdo aos seus proprios antigenos.*?
Esse sistema compreende a imunidade inata e adaptativa e ambas constituem os principais
participantes da geragdao das respostas inflamatorias aguda e cronica. Estdo incluidos nesse
sistema os diferentes tipos citocinas.*?

As citocinas compreendem uma categoria de moléculas de glicoproteinas sinalizadoras,
produzidas por ampla gama de células imunes e ndo imunes, que se ligam a receptores e
promovem a transdugd@o de sinal dentro da célula alvo. As citocinas incluem as quimiocinas,
interferons, interleucinas, linfocinas e o fator de necrose tumoral.** Os sinais ativam genes
responsaveis pela divisdo celular, crescimento e diferenciagdo, migragdo ou mesmo apoptose.
Além disso, as citocinas desempenham papel critico na modulacao dos sistemas imunes inato
¢ adaptativo.**> ¥ Forma-se, portanto, uma rede de citocinas que participam de diversos
processos celulares em interagdes complexas e inter-relacionadas. Uma tnica citocina pode ser
secretada por diferentes tipos de células e pode atuar em varios tipos celulares. 3 44

As citocinas sdo classificadas em varias categorias, dentre as quais: pro-inflamatorias,
como IL-1, IL-6 ¢ TNF-a, anti-inflamatérias, como IL-4 e IL10, além de outras com papéis
pleiotropicos, como o TGF-B1.4% 4, No ambiente hepético, ha um equilibrio geral entre essas
citocinas visando manter a homeostase. As doencgas hepaticas cronicas, como a cirrose pelo
HCV e CHC, levam a uma regulagdo positiva dos sinais inflamatérios e causam desequilibrio
homeostatico associado a necroinflamagio.

Tanto as citocinas quanto seus receptores correspondentes participam da resposta
inflamatoéria e sdo importantes na fisiopatologia do CHC visto que atuam na proliferagao de
células cancerigenas, no microambiente inflamatdrio do tumor e na evasio da resposta imune.*”
48 Assim, este pode ser o primeiro passo para a carcinogénese resultante da inflamagdo. Além
disso, as citocinas podem, por si, desencadear carcinogénese hepatica através da sinalizagdo de
crescimento, angiogénese ¢ metastase.*s

A inflamagdo persistente ou desregulada, através do ciclo de morte celular e
regeneragao, leva a sobrevivéncia e proliferacao celular e a formagao de nddulos regenerativos,
displasia e cincer.% 3° Sabe-se, também, que os tumores participam de respostas imunes,
levando a inducdo de ambiente imunossupressor local e/ou sistémico favordvel ao seu
desenvolvimento.* 3 Assim, o0 CHC depende de uma rede imunossupressora complexa para
modificar o sistema imunolédgico do hospedeiro para evitar a sua destrui¢ao e favorecer o seu
crescimento.>”

Com base nestas premissas, formulou-se a hipotese de que ha distintos parametros de

mediadores soluveis periféricos, analisados por quantificacdo de citocinas e suas redes de
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interacdes, em pacientes que desenvolveram CHC com hepatite C ndo tratada (virémicos) ou

ap6s curados da infeccdo viral (RVS), visto que possivelmente ocorrem fendmenos imunes

distintos nestas duas condigoes.

III - OBJETIVOS

Primario

Analisar os biomarcadores imunes e suas redes integrativas em pacientes com carcinoma
hepatocelular e cirrose associada a infecg¢ao cronica pelo virus C em pacientes virémicos ou

curados da infec¢ao.

Secundarios

Descrever as caracteristicas clinicas, epidemiologicas e laboratoriais de pacientes com
carcinoma hepatocelular e cirrose associada a infec¢ao cronica pelo virus C categorizados

como virémicos ou curados da infecgao;

Analisar o perfil panoramico quantitativo e as redes integrativas de mediadores soluveis
(quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias, citocinas regulatorias e fatores de crescimento)
em amostras de soro de pacientes com carcinoma hepatocelular e cirrose associada a infeccao
cronica pelo virus C categorizados como virémicos ou curados da infeccdo e compara-los

aos de individuos saudaveis;

Verificar se os niveis de mediadores soluveis poderao diferenciar os grupos de pacientes com
carcinoma hepatocelular e cirrose associada a infec¢ao cronica pelo virus C categorizados

como virémicos ou curados da infecgao;

Determinar a acuracia e selecionar os biomarcadores com melhor performance para
discriminar os grupos de pacientes com cirrose associada a infec¢do cronica pelo virus C

categorizados como virémicos ou curados da infecgao.
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IV-METODOLOGIA

Desenho do estudo

Estudo transversal, de amostra de conveniéncia, com inclusdo prospectiva no periodo

de margo de 2018 a junho de 2022.

Selecdo dos participantes

Foram selecionados consecutivamente 92 pacientes com diagnostico confirmado de
carcinoma hepatocelular confirmado por critérios pré-estabelecidos (TC ou RM com
classificacdo LI-RADS 5) com histdria atual ou prévia de infeccao crdnica pelo virus C.
Desses, 30 (36,6%) foram excluidos em razdo de tratamento prévio do tumor
(quimioembolizagao, radiofrequéncia, cirurgia, uso de sorafenibe). Sessenta e dois pacientes
foram, portanto, selecionados para participar do estudo, tendo sido classificados em dois

grupos:

— Grupo CHC-HCV: 30 participantes com diagnostico confirmado de CHC e HCV RNA
detectdvel em amostra de sangue periférico (viremia positiva);

— Grupo CHC-RVS: 32 participantes com diagnostico confirmado de CHC e hepatite C
cronica tratados previamente da hepatite C com RVS (31 participantes tratados com

DAAs e um com interferon).

Para estabelecimento dos valores de referéncia dos parametros imunes, selecionou-se
como controles (N=32) participantes saudaveis profissionais de area de satde, recrutados
no Hospital da Baleia que aceitaram participar das pesquisas em biomarcadores de doengas

infecciosas da Fundagdo Oswaldo Cruz. Este grupo foi nomeado como CT (de control

group).

Critérios de inclusdao

Pacientes com idade maior ou igual a 18 anos, com diagndstico confirmado de CHC e
hepatite C cronica, tratada ou nao, que aceitaram o convite para participar do estudo apos
esclarecimentos de seus objetivos e métodos e assinatura do TCLE pelo paciente ou seu

representante legal.
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Critérios de exclusdo ou de ndo inclusdao

— Impossibilidade de participagdo em razdo de condicdes clinicas desfavoraveis
(comprometimento cognitivo ou ndo compreensao dos objetivos do estudo);

— Pacientes com CHC submetidos a tratamento tumoral prévio, como
quimioemboliza¢ado, radiofrequéncia e drogas antitumorais;

— Pacientes sabidamente portadores de doencas sistémicas descompensadas (ex.:
insuficiéncia cardiaca grave, diabetes mellitus descompensado), doencas autoimunes
(ex.: lapus, artrite reumatoide), uso de drogas imunossupressoras, coinfecgdo com o
virus da hepatite B (HBV) ou da imunodeficiéncia humana (HIV) e transplantados de
orgaos solidos;

— Pacientes com sintomas respiratérios ou com historico de infec¢ao confirmada de

COVID-19 nos 30 dias que antecederam o convite para a participagao.

Locais de realizagdo da pesquisa

Os participantes foram recrutados no Ambulatoério de Doengas Hepaticas Cronicas e no
Ambulatério de Nodulos Hepaticos do Instituto Alfa de Gastroenterologia do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais.

O processamento e armazenamento das amostras bioldgicas ocorreu no Laboratorio de
Hepatites Virais da Faculdade de Medicina da UFMG.

Os procedimentos experimentais foram realizados no laboratério do Grupo Integrado
de Pesquisas em Biomarcadores (GIPB) da Fundagao Oswaldo Cruz- FIOCRUZ —Instituto
René Rachou — IRR, em Belo Horizonte (MQG).

As informacdes clinicas de interesse para a pesquisa foram coletadas de prontuarios
hospitalares ou diretamente com os participantes nos servigos citados (anexo) e serao

apresentadas na Tabela 1.

Coleta de material biologico

No dia da inclusdo, apos o aceite em participar do projeto, esclarecimentos e assinatura
do TCLE, realizou-se a coleta de 10mL em veia periférica dos participantes (procedimento

realizado por profissionais capacitados). Em seguida, processou-se o material bioldgico no
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Laboratorio de Hepatites Virais da Faculdade de Medicina da UFMG (sala 257), que foi
imediatamente armazenado em aliquotas em freezer a -80°C.

Para a obtencao do soro, foram utilizados 5 mL de sangue total sem anticoagulante. As
amostras foram centrifugadas a 200xg, 4°C por 20 minutos. Ap6s centrifugacdo, o soro foi
fracionado em aliquotas de ImL em microtubos de 1,5 mL que, em seguida, foram

armazenados a -80°C até a sua utilizagao.

Metodologia de execucgdo dos experimentos imunes

Os ensaios se basearam nos principios da citometria de fluxo. Especificamente,
microesferas magnéticas e anticorpos especificos para cada um dos analitos foram analisados
individualmente na amostra. Resumidamente, em placas de 96 pogos, especificas para a
plataforma Luminex, foram adicionados microesferas, padrdes e controles (fornecidos pelo
kit) e as amostras de soro dos participantes. Apos incubagdo sob resfriamento e agitacao
overnight, adicionou-se, em cada pogo, uma mistura de anticorpos biotinilados de detecgao
para cada microesfera. Apdés 30 minutos de incubagdo, adicionou-se uma solugdo de
estreptavidina conjugada a ficoeritrina (PE) em cada pogo € uma segunda incuba¢ao de 30
minutos foi realizada. Posteriormente as placas foram lavadas para leitura.

Os ensaios foram adquiridos utilizando-se o equipamento Luminex 200 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) e o software Exponent (BioRad, Hercules,
California, EUA). Para a andlise da aquisicdo utilizou-se o software Bio Plex Manager
(BioRad, Hercules, California, EUA). A concentragdo final de cada biomarcador sérico foi
estimada por regressao logistica de cinco parametros de acordo com a curva padrao inserida
em cada lote experimental e os resultados expressos em pg/mL.

Foram incluidos na andlise os seguintes analitos: quimiocinas CXCLS8 (IL-8), CCL11
(eotaxina), CCL3 (proteina 1 alfa inflamatoria de macrofagos, macrophage inflammatory
protein 1 a - MIP-1a), CCL4 (MIP-1B), CCL2 (Proteina 1 qumiotatica de mondcitos,
monocyte chemotactic protein 1 - MCP-1), CCL5 (RANTES), CXCL10 (proteina 10
induzida por interferon, /FN-inducible protein-10 - 1P-10), fatores de crescimento ([IL-7,
fator de crescimento basico de fibroblastos [basic fibroblast growth factor - FGF-basic], fator
de crescimento BB derivado de plaquetas [platelet-derived growth factor BB — PDGFBB],
fator de crescimento do endotélio vascular [vascular endothelial growth factor — VEGF],

fator estimulador de colonias granulociticas [granulocyte colonystimulating fator - G-CSF]
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e fator estimulador de coldonias granulociticas-macrofagicas [granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor - GM-CSF)), citocinas pro-inflamatorias (IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-
12p70, IFN-y, IL-17A, IL-2, IL-15) e citocinas reguladoras (IL-1ra, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10
e [L-13).

Analise estatistica

Para as analises dos dados demograficos e laboratoriais, utilizou-se o teste T de Student
para comparar variaveis normais. As varidveis ndo normais foram comparadas pelo teste U
de Mann-Whitney. As variaveis qualitativas foram comparadas pelo teste qui-quadrado ou
teste exato de Fisher, conforme apropriado. Valores de p < 0,05 foram considerados
significativos.

Os resultados obtidos pela plataforma Luminex Bio-Plex Pro™ foram analisados
utilizando-se o software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc.). Os dados foram
analisados apds a conversdo dos valores de concentragao sérica (pg/mL).

Inicialmente realizou-se a andlise quantitativa dos mediadores séricos soluveis dos
grupos (CHC-RVS, CHC-HCV e CT) cujos valores foram expressos em mediana com
intervalo interquartilico (IIQ). Em seguida, realizou-se a analise comparativa entre os grupos
empregando-se o teste T de Student para dados paramétricos e o teste de Mann-Whitney para
os nao paramétricos. Em todos os casos, a diferenca significativa foi considerada em p <
0,05. Os dados entdo foram convertidos e expressos em dados categoricos (proporcao de
individuos acima do ponto de corte de cada mediador calculado como a mediana global dos
valores em cada grupo).

Curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) foram construidas para verificar a
area sob a curva (AUC) indicadora da acuracia global de cada parametro para discriminar os
dois grupos de participantes (CHC-RVS e CHC-HCV). Resultados da AUC maiores 0.7
foram considerados com acuracia moderada e selecionados para analise descritiva
complementar.

As correlagdes analisadas entre os parametros avaliados foram realizadas através do
teste de correlacdo de Spearman (r) e as redes de conexdes dos biomarcadores foram
representadas visualmente através de diagramas de topologia. Uma correlagao positiva foi
indicativa do aumento de duas citocinas. Foram representadas somente as correlagdes
moderadas e fortes.

Também foi construido o Heat map para representagao grafica de dados no qual os
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valores individuais foram representados com cores, utilizando-se de cores “quentes” (tons
em vermelho) e “frias” (tons em verdes) para demonstrar dados/ correlagdes mais ou menos
presentes/intensas.

As andlises de rede de interagdes foram realizadas por meio do software Cytoscape 2.8
(Cytoscape Consortium). Em todos os casos, as diferengas estatisticamente significativas

foram consideradas com o valor de p menor que 0,05.

Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da UFMG: CAAE 1830412.4.0000.5149
e aditivo CAAE 15732513.0.1001.5149. Os participantes que aceitaram voluntariamente
participar da pesquisa assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido apds
esclarecidas as suas duvidas ou de seus responsaveis.

Os pesquisadores se comprometeram a realizar os procedimentos respeitando os
principios éticos que norteiam a boa pratica em pesquisa € cumpriram as normas éticas da

Resolugao 466/12.
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V - RESULTADOS

Caracteristicas clinicas, epidemioldgicas e pardmetros laboratoriais de participantes com
carcinoma hepatocelular e cirrose pelo HCV categorizados como virémicos (HCV) ou com

resposta virologica sustentada (RV'S)

A andlise das caracteristicas demograficas e clinicas revelou que os grupos CHC-RVS
e CHC-HCV nao diferiram em relagdo a distribuicdo de sexo (predominio do sexo
masculino), a idade acima de 60 anos e ao indice de massa corporal que foi observado nos
limites entre peso normal e sobrepeso.

Quanto a presenga de comorbidades, também houve distribuigdo semelhante entre os
grupos em relagdo a prevaléncia de hipertensdo arterial sistémica, diabetes mellitus e
ingestao de bebidas alcoodlicas.

Notavel foi a prevaléncia em ambos os grupos de hipertensao portal (acima de 80%) e
de varizes de eso6fago (acima de 60%). Os grupos se diferiram em relagdo ao historico de
ascite, mais presente no grupo CHC-HCV (12,5% x 55,2%, p<0,001).

A distribuicao da classificagdo da cirrose hepatica foi heterogénea, tendo o grupo CHC-
HCV apresentado maior prevaléncia de cirrose descompensada (p=0,04).

Em relacdo aos resultados laboratoriais, pode-se observar diferengas significativas na
maioria dos parametros entre os grupos CHC-RVS e CHC-HCV Com excegao dos valores
de plaquetas, RNI e creatinina, houve diferencas significativas entre todos os demais
parametros de funcdo hepatica analisados, revelando maior comprometimento da fungdo
hepética no grupo CHC-HCV. Notou-se, também, maior elevagdo da alfa fetoproteina nesse
grupo (p=0,04).

O tempo médio e mediano do surgimento do CHC ap6s a RVS (n=32) foi de 36.9 + 29
e 35.0 (14.8 — 51.5) meses, respectivamente.

As caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais dos participantes estdao

detalhadas nas Tabelas 3 e 4 (anexos).
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Andlise quantitativa dos biomarcadores imunologicos de participantes com carcinoma

hepatocelular e cirrose pelo HCV categorizados como virémicos (HCV) ou com resposta

virologica sustentada (RV'S)

Conforme demonstrado na Tabela 1 (graficos detalhados nas figuras 4 a 7 nos anexos), pode-

se observar os seguintes resultados da analise quantitativa comparativa dos biomarcadores

imunologicos:

Grupo CHC-HCV comparado a CT — elevagdo dos niveis séricos da maioria das
quimiocinas (CXCLS8, CCLI11, CCL3, CCL4, CCLS5 e CXCL10) e citocinas pro-
inflamatoérias (IL-1 B, IL-6, TNF-a, IL-12, IFN-y e IL-15), com queda nos niveis de

CCL2, mantendo-se inalterado o nivel de IL-17.

Grupo CHC-HCV comparado a CT - elevacao dos niveis sé€ricos da maioria citocinas
reguladoras (IL-1Ra, IL-4, IL-5, IL-9 e IL-10) e dos fatores de crescimento (FGF,
VEGF, G-CSF, GM-CSF e IL-7), com queda nos niveis de PDGF e IL-2 e nivel
inalterado de IL-13.

Grupo CHC-RVS comparado a CHC-HCV - queda de quimiocinas (CXCL8, CCL3,
CCL4 e CXCL10) e citocinas pro-inflamatorias (TNF- a, e IL-15) e niveis elevados de
CCLI11, CCLS5, IL-1B, IL-6, IL-12, IFN-y comparados ao CT. Excec¢des foram notadas
para os niveis reduzido de CCL2 em ambos os grupos ¢ sem alteracdo em IL-17 com

relacao ao CT.

Grupo CHC-RVS comparado a CHC-HCV - menores valores de citocinas reguladoras
(IL-5 e I1-10) e fatores de crescimento (FGF-basic, G-CSF, GM-CSF) e maior valor de
PDGF. Houve e maiores niveis de IL-1Ra, IL-4, IL-9, VEGF e IL-7 comparados ao CT.

Nenhuma alteragao foi observada para IL-13.
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Tabela 1 — Distribui¢ao quantitativa de mediadores soliveis em participantes com carcinoma

hepatocelular e cirrose pelo HCV categorizados como virémicos (HCV) ou com resposta

virolédgica sustentada (RVS) comparados ao grupo controle (CT)

Carcinoma hepatocelular (N=62)

Biomarcador cT
(pg/mL) HCV RVS n =32
n=30 n =32

CXCL8 10.8 (6.5-24.3) * 9.1 (4.0-14.7)*" 1.1 (0.9-1.5)
CCL11 11.2(6.2-15.2) * 12.1(7.7-14.6) * 7.5(3.8-11.7)
CCL3 2.2(1.6-33)* 1.2 (0.9-2.4) ** 0.3 (0.2-0.4)
CClL4 13.3 (10.7-16.5) * 10.1 (7.7-13.8) ** 4.1 3.1-5.1)
CCL2 32(1.5-5.6) * 2.8(1.2-6.8) * 6.1 (3.2-11.8)
CCLS 343.4 (221.5-438.4) * 339.1 (261.4-434.8) * 224.7 (152.9-303.7)
CXCL10 56.4 (28.5-85.5) * 26.6 (19.7-36.0) ** 21.9 (16.2-27.5)
IL-1b 0.1 (0.1-0.2) * 0.1 (0.1-0.2) * 0.1 (0.1-0.1)
IL-6 0.5(0.2-1.2) * 0.3 (0.1-0.6) * 0.1 (0.1-0.2)
INE-a 49 (3.5-6.1) * 3.7(2.4-5.5) * 12(1.0-1.4)
IL-12 2.3 (1.4-6.1)* 23(1.4-3.3) * 0.6 (0.5-0.6)
IFN-vy 0.3(0.3-0.4) * 0.3(0.2-0.4) * 0.2 (0.1-0.2)
IL-15 54.3 (46.5-63.1) * 46.5 (37.7-54.3) ** 23.8 (21.7-60.2)
IL-17 0.7 (0.4-1.1) 0.7 (0.4-1.3) 0.7 (0.5-0.9)
IL-1Ra 38.4 (22.0-54.6) * 32.9 (23.4-64.0) * 31.6 (23.4-37.6)
IL-4 0.9 (0.5-1.1) * 0.8 (0.6-0.9) * 0.2 (0.1-0.3)
IL-5 11.4 (8.8-14.2) * 6.2 (5.5-9.1) ** 0.6 (0.3-0.7)
IL-9 56.4 (45.4-68.5) * 50.1 (38.3-59.0) * 1.7 (1.5-2.0)
IL-10 0.8 (0.5-1.6) * 0.5 (0.4-0.9) ** 0.3 (0.2-0.3)
IL-13 0.2 (0.2-0.3) 0.2 (0.1-0.2) 0.2 (0.2-0.2)
FGF-basic 2.2(2.0-24)* 2.1 (2.0-2.2) ** 1.4 (1.2-1.5)
VEGE 7.3 (4.9-10.8) * 53(42-72) % 4.0 (2.7-5.5)
PDGF 31.5(15.7-66.7) * 63.6 (32.0-101.9) ** 202.3 (100.4-349.7)
G-CSF 12.4 (8.9-22.7) * 7.9 (6.2-15.2) ** 12 (1.0-14)
GM-CSF 0.5 (0.3-0.6) * 0.4 (0.2-0.5) ** 0.2 (0.2-0.2)
IL-7 2.7(1.7-3.3) * 24(1.8-3.5) * 0.6 (0.5-0.9)
IL-2 0.3 (0.1-0.5) * 0.1 (0.1-0.3) * 0.7 (0.6-0.7)

As comparagdes entre CT vs CHC foram destacadas pelo simbolo * e entre o os grupos (CHC/HCV vs CHC/RVS)

pelo simbolo *
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As Figuras 1 e 2 ilustram os resultados da Tabela 1 revelando o perfil panoramico e a
analise descritiva do perfil de mediadores soluveis (quimiocinas, citocinas pro-inflamatorias,
citocinas reguladoras e fatores de crescimento) dos grupos CHC-RVS e CHC-HCV
comparados ao controle. Pode-se observar que diversos mediadores se apresentam elevados
nos dois grupos de participantes com CHC comparados ao CT. No entanto, os resultados
revelaram também queda de alguns mediadores soluveis, como de CCL3, CXCL10, IFN-y,

IL-1Ra, IL-10 e VEGF no grupo CHC-RVS comparado ao grupo CHC-HCV.
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Figura 1 — Analise descritiva do perfil de mediadores soliveis (quimiocinas, citocinas pro-
inflamatorias, citocinas reguladoras e fatores de crescimento) em amostras de soro pacientes
com carcinoma hepatocelular e cirrose pelo HCV categorizados como virémicos (HCV) ou com
resposta viroldgica sustentada (RVS) comparados ao grupo controle (CT)
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Figura 2 — Perfil panordmico e andlise descritiva do perfil de mediadores soluveis
(quimiocinas, citocinas pro-inflamatorias, citocinas reguladoras e fatores de crescimento) em
amostras de soro pacientes com carcinoma hepatocelular e cirrose pelo HCV categorizados
como virémicos (HCV) ou com resposta viroldgica sustentada (RVS) comparados ao grupo
controle (CT)
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Andlise do desempenho dos mediadores soluveis para discriminar os grupos de participantes
com carcinoma hepatocelular e cirrose pelo HCV categorizados como virémicos (HCV) ou

com resposta virologica sustentada (RV'S) comparados ao grupo controle (CT)

Os resultados da andlise do desempenho dos mediadores soltveis, através da curva
ROC, revelaram que, entre os mediadores avaliados, CXCL10 e CCL3 apresentaram
desempenho significativo para discriminar os dois grupos de participantes com CHC (Tabela
4).

Conforme detalhado na Figura 3, valores de CXCL10 menores que 38,6pg/mL e de
CCL3 menores que 1,3pg/mL foram observados preferencialmente no grupo CHC-RVS. Pela
analise da razao de verossimilhanca, CCL3 foi a que apresentou desempenho mais robusto visto
que niveis menores que 1,3pg/mL praticamente excluiram participantes do grupo HCV-RVS
(LR =15), confirmando, portanto, que valores da razdo de probabilidades (/ikehoood radio —

LR) maiores que 10 praticamente confirmaram a classificacdo correta de grupos.
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Tabela 2 - Desempenho global dos mediadores soluveis séricos para classificar dois grupos de
participantes com carcinoma hepatocelular e cirrose pelo HCV categorizados como virémicos
(HCV) ou com resposta virologica sustentada (RVS) comparados ao grupo controle (CT)

Biomarcador AUC Cut-off Se (%) Sp (%)

(pg/mL)

CXCL10 0.77 (0.64-0.59) **  <38.6 84.4 (68.3-93.1) 66.7 (48.8-80.8)
CCL3 0.73 (0.60-0.86) ** <13 50.0 (33.6-66.4) 96.7 (83.3-99.8)
CCL4 0.68 (0.55-0.82) >10.5 59.4 (42.3-74.5) 76.7 (59.1-88.2)
G-CSF 0.67 (0.54-0.81) <82 53,1 (36.5-69.1) 86.7 (70.3-94.7)
TNF-a 0.66 (0.52—0.80) <42 67.7 (50.1-81.4) 66.7 (48.8-80.8)
VEGF 0.65 (0.51-0.79) <6.2 62.5 (45.3-77.1) 66.7 (48.8-80.8)
IL-15 0.64 (0.51-0.78) >48.5 56.3 (39.3-71.8) 66.7 (48.8-80.8)
PDGF 0.64 (0.50-0.78) >36.7 66.7 (48.8-80.8) 63.3 (45.5-78.1)
IL-10 0.63 (0.49-0.77) <0.6 65.6 (48.3-79.6) 63.3 (45.5-78.1)
CXCLS8 0.63 (0.49-0.77) <5.0 31.3 (18.0-48.6) 93.3 (76.7-98.8)

IL-2 0.63 (0.47-0.79) <0.3 79.2 (59.5-90.8) 48.0 (30.0-66.5)
IL-5 0.62 (0.47-0.77) >10.6 80.0 (62.7-90.5) 50.0 (33.2-66.6)
IL-13 0.62 (0.47-0.76) <0.1 41.4 (25.5-59.3) 78.6 (60.5-89.8)
FGF-basic 0.61 (0.47-0.76) <24 90.6 (75.8-96.8) 36.7 (21.9-54.5)
IL-6 0.61 (0.45-0.76) >0.5 76.9 (58.0-89.0) 53.3 (36.1-69.8)

GM-CSF 0.60 (0.45-0.74) <04 70.0 (52.1-83.3) 56.7 (39.2-72.6)

IFN- vy 0.58 (0.43-0.72) >0.3 62.5 (45.3-77.1) 63.6 (45.5-78.1)
IL-9 0.58 (0.43-0.72) <559 68.8 (51.4-82.1) 53.3 (36.1-69.8)
IL-4 0.55 (0.40-0.70) <0.9 68.8 (51.4-82.1) 53.3 (36.1-69.8)
IL-7 0.54 (0.39-0.68) <49 12.5 (4.97-28.1) 100.0 (88.7-100)
IL-12 0.54 (0.39-0.68) >5.6 87.5(71.9-95.0) 26.7 (14.2-44.5)
IL-1b 0.53 (0.39-0.69) >0.2 87.5(71.9-95.0) 23.3 (11.8-40.9)
CCLS 0.53 (0.38-0.68) >2374 90.6 (75.6-96.8) 33.3(19.2-51.2)
IL-17 0.51 (0.37-0.66) >22 12.5 (4.97-28.1) 100.0 (88.7-100)

IL-1Ra 0.51 (0.36-0.65) >36.2 59.4 (42.3-74.5) 53.3 (36.1-69.8)

CCL11 0.51 (0.36-0.66) <17.0 90.6 (75.8-96.8) 33.3(19.2-51.2)
CCL2 0.50 (0.35-0.65) >25 50.0 (33.6-66.4) 66.7 (48.8-80.8)

AUC: area sob a curva ROC. Se: sensibilidade; Sp: especificidade
Diferengas significativas (p<0.05 e p<0.01) sdo indicadas por * ou **.
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Figura 3 - Analise dos mediadores soluveis (quimiocinas, citocinas pro-inflamatorias, citocinas
reguladoras e fatores de crescimento), através da curva ROC, para determinar o desempenho
dos mediadores e discriminar os dois grupos de participantes com carcinoma hepatocelular e
cirrose pelo HCV categorizados como virémicos (HCV) ou com resposta virologica sustentada
(RVS) comparados ao grupo controle (CT)
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Andlise das redes integrativas dos mediadores soluveis para discriminar os grupos de
participantes com carcinoma hepatocelular e cirrose pelo HCV categorizados como
virémicos (HCV) ou com resposta virologica sustentada (RVS) comparados ao grupo

controle (CT)

Conforme pode-se observar na Figura 4, a analise das redes integrativas dos grupos CHC-
RVS, CHC-HCV e controle revelou os seguintes resultados:

— Rede integrativa mais robusta observada no grupo controle, com correlacdes intensas
entre mediadores soluveis (principalmente citocinas pro-inflamatorias, citocinas
reguladoras e fatores de crescimento), destacados em fundo cinza.

— Perda de conectividade nas correlagdes entre os mediadores soluveis no grupo CHC-
HCV, revelada pela perda de correlagdes particularmente no eixo dos fatores de
crescimento.

— Elevagao discreta na conectividade entre os mediadores soluveis no grupo CHC-RVS,
sendo a conectividade mais presente em citocinas pro-inflamatorias e reguladoras e

notou-se como destaque o aumento de conectividades entre os fatores de crescimento.
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Figura 4 - Perfil das redes integrativas de mediadores soliiveis (quimiocinas, citocinas pro-
inflamatorias, citocinas reguladoras e fatores de crescimento) em amostras de soro dos trés
grupos de participantes: carcinoma hepatocelular e cirrose pelo HCV categorizados como
virémicos (HCV) ou com resposta virologica sustentada (RVS) comparados ao grupo controle
(CD)
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VI - DISCUSSAO

Os ultimos anos sao testemunho do grande avanco da medicina onde a cura da infecg¢ao
pelo HCV, independentemente do estadio da hepatite C cronica, pode ser obtida com os novos
antivirais de ac¢do direta, os DAAs, de alta eficicia e excelente tolerdncia.” 28 No entanto, a
experiéncia tem revelado que a RVS reduz, mas ndo elimina o risco de CHC, este agravo de
alta morbidade e mortalidade compreendidas pelo desequilibrio da resposta imune mediado
pelo tumor e hospedeiro.* 4° Portanto, este estudo analisou aspectos da resposta imune, com
foco em biomarcadores soluveis periféricos, em pacientes adultos com diagnéstico confirmado
de CHC associado a hepatite C cronica (N= 62) virémicos (n=30) ou com RVS (n=32).

As principais caracteristicas clinicas foram semelhantes entre os grupos com CHC. Os
participantes foram, majoritariamente, classificados como Child-Pugh A. No entanto, no grupo
CHC-HCYV os pacientes encontraram-se em estadio mais avangado, Child-Pugh B ou C, o que
indica maior gravidade da hepatopatia. Houve também maior elevacao de AFP (p=0,04) e maior
prevaléncia de descompensagdo hepatica nesse grupo (p=0,04). A presenca de hipertensao
portal clinicamente significativa foi semelhante nos dois grupos, o que indica severidade da
hepatopatia e presenca de fator predisponente para o desenvolvimento de CHC.

Estes parametros iniciais revelam a selecao adequada dos grupos de pesquisa visto que
a RVS esta associada a melhora da disfungdo hepatica, reiterando a importancia da cura da
hepatite C cronica. * No entanto, a despeito da cura viroldgica, os pacientes cirrdticos mantém
risco persistente de desenvolver CHC (>2% ao ano) e devem permanecer em programa de
rastreamento de CHC com exames semestrais de imagem. '¢

Conforme demonstrado na andlise quantitativa das citocinas e em sua rede de conexoes,
houve diferencas notaveis entre os grupos com CHC, tendo-se observado perfil inflamatdrio
mais evidente no grupo CHC-HCV e uma tendéncia ao restabelecimento do eixo regulatério no
grupo CHC-RVS.

Em estudo prévio realizado por Ribeiro e colaboradores (2021) que avaliou a cinética
dos biomarcadores soliveis em pacientes com hepatite C cronica nos periodos pré- e pos-
tratamento com DAAs, os autores demonstraram que pacientes cirroticos apresentaram perfil
imune muito distinto de individuos saudaveis. Além disso, a cura da hepatite C resultou em
notavel e continua remodelacdo imune comparada ao periodo pré-tratamento, sugerindo
processo progressivo de remodelagdo associada a redugdo da inflamagdo secundaria a cura da

infec¢do pelo HCV. 3!
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No presente estudo, um fato que pode estar associado aos distintos perfis de mediadores
soluveis entre os grupos com CHC, notadamente a maior atividade inflamatoria no grupo HCV,
¢ o aumento significativo das aminotransferases observado neste grupo. Assim, pode-se inferir
que a atividade inflamatoria associada a persisténcia da infeccdo viral contribuiu para as
diferencas quantitativas dos biomarcadores analisados. Igualmente, o menor valor de albumina
observado nesse grupo poderia se somar aos fatores associados ao perfil distinto dos mediadores
soluveis entre os grupos. Além disso, o maior numero de conexdes no eixo de citocinas
reguladoras no grupo RVS pode indicar o “esfor¢o” para o restabelecimento da resposta imune
apods supressao viral. No entanto, uma vez que os grupos com CHC também sdo distintos do
controle, pode-se inferir que houve influéncia do tumor hepatico na resposta imune inflamatoria
independentemente da cura da infec¢do pelo HCV.

Outro aspecto importante da investigacao foi a analise do desempenho dos mediadores
soluveis para discriminar os grupos utilizando-se a curva ROC. Entre os mediadores avaliados,
tanto CXCL10 quanto CCL3 apresentaram melhor performance para discriminar os dois grupos
com CHC. Assim, valores de CXCL10 menores que 38,6pg/mL e de CCL3 menores que
1,3pg/mL foram observados preferencialmente no grupo CHC-RVS. Em seguida, a analise da
razao de verossimilhanga confirmou que a CCL3 apresentou desempenho mais robusto visto
que niveis menores que 1,3pg/mL praticamente excluiram participantes do grupo CHC-HCV.

Tem sido relatada a importancia da CCL3 no contexto das doengas neoplasicas. Trata-
se de uma proteina inflamatéria derivada de macréfagos-la (MIP-1a), considerada uma
quimiocina relacionada a vigilancia e tolerancia imunoldgicas secretada por células imunes,
epiteliais e fibroblastos que tem sido investigada como como um biomarcador progndstico em
malignidades solidas e hematologicas, com comportamento tanto antitumoral como pro-
tumoral, a depender do contexto da cascata de sinaliza¢do. 32 Por outro lado, a CXCLI10,
quimiocina também conhecida por proteina 10 induzida por interferon (/FN-inducible protein-
10 - TP-10), produzida por células apresentadoras de antigenos e por células tumorais, participa
da infiltracao de células T efetoras e contribui para a orquestragao do microambiente tumoral.
53

De forma notavel, um estudo experimental revelou que a quimiocina CXCLI10 pode
alterar o microambiente hepatico durante a carcinogénese hepatica e que a sua delecao favorece
a infiltracdo de células imunes citotoxicas induzindo um microambiente antitumoral.>* Outro
estudo demonstrou que a supra regulagdo da CXCL10 foi associada a mau progndstico em

pacientes com CHC.> J4a em relagdo a CCL3 e seu receptor CCR1, um estudo constatou seu
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aumento aberrante no CHC %%, enquanto outro sugeriu seu envolvimento na progressao tumoral.
57

No presente estudo, a despeito das analises quantitativas dos mediadores soluveis terem
sido importantes para revelar distintos perfis imunes nos grupos CHC comparados ao controle,
foram as analises das redes integrativas desses mediadores que configuraram essas diferengas.
Assim, enquanto observou-se uma rede integrativa robusta com correlagdes intensas entre os
mediadores soliveis no grupo controle, particularmente de citocinas pro-inflamatorias,
reguladoras e fatores de crescimento, houve grande perda comparativa de conectividade no
grupo CHC-HCV, com eixo mais focado entre quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias. Muito
embora o grupo CHC-RVS tenha apresentado elevacdo discreta na conectividade entre os
mediadores soluveis avaliados, observou-se conectividade mais focada no eixo de citocinas
reguladoras e fatores de crescimento e, ainda que mais restabelecido, foi distinto do pertfil
observado no grupo controle.

Com base nos resultados apresentados, pode-se ressaltar que, a despeito de o estudo nao
ter revelado mediadores ou painel de mediadores especificos para individualizar os grupos, foi
notdria a importancia da andlise da rede integrativa de mediadores soltiveis para distinguir os
perfis imunes de pacientes com CHC e cirrose associada a infec¢ao cronica pelo HCV com
viremia persistente ou cura da infec¢do.

Em sintese, os resultados acima sugerem que a cura da infec¢ao pelo HCV, atestada pela
RVS, promoveu elevacao discreta da conectividade de mediadores soluveis no grupo CHC-
RVS comparado ao grupo CHC-HCV, onde se observou desvio da conectividade para o eixo
das citocinas reguladoras, podendo-se, portanto, inferir seu impacto no perfil imunolégico dos
pacientes com desvio para o eixo anti-inflamatério. E possivel que, em ultima instancia, esse
desvio de eixo anti-inflamatorio poderia resultar em menor capacidade de estabelecimento de
resposta imune inflamatéria antitumoral. Esta ocorréncia poderia explicar, juntamente com a
cirrose hepatica, sabidamente fator oncogénico, porque os pacientes com RVS ainda
apresentam risco aumentado de CHC, conforme amplamente debatido recentemente.'!-,
Portanto, os resultados apresentados aqui somam conhecimento a respeito das diferencas da
resposta imune nesses pacientes, o que podera, eventualmente, ter implicagdes oncogénicas de

importincia na pratica clinica.
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VIII - CONCLUSOES

— Parametros clinicos e laboratoriais revelaram maior gravidade da hepatopatia em
participantes virémicos, conferindo confiabilidade na selecdo dos grupos de

participantes e, por conseguinte, nos resultados encontrados.

— Diferengas quantitativas significativas entre biomarcadores soluveis foram observadas
na comparacao entre pacientes com cirrose hepatica virémicos e com RVS, tendo-se

observado um perfil inflamatério mais evidente no grupo virémico.

— Tanto CXCL10 quanto CCL3 apresentam melhor acuracia para caracterizar os dois
grupos com CHC, sendo que pacientes curados da infec¢do apresentaram valores de

CXCL10 menores que 38,6pg/mL e de CCL3 menores que 1,3pg/mL.

— As andlises comparativas dos biomarcadores, através da formagdao das redes de
interagdes, configuraram perfis de conexdes muito distintos entre pacientes com cirrose

hepatica pelo virus C com viremia ou com RVS.

— A despeito de o estudo ndo ter revelado mediadores ou painel de mediadores especificos
para individualizar os grupos, demonstrou-se comparativamente a grande perda de
conectividade no grupo virémico, com eixo no polo entre quimiocinas € citocinas pro-
inflamatérias, enquanto pacientes com RVS apresentaram eixo polarizado para

citocinas reguladoras e fatores de crescimento.

— Embora a cura da infec¢do tenha promovido discreta elevacao da conectividade entre
mediadores soluveis, sugerindo esbogo de restabelecimento do eixo regulatorio apos
RVS, com desvio para o eixo anti-inflamatério, ndo se configurou conectividade

comparavel a de controles saudaveis.

— Especula-se que o desvio para o eixo anti-inflamatorio dos pacientes curados da
infeccdo, juntamente com a cirrose hepatica, sabidamente oncogénica, possa aumentar

o risco de CHC através da menor vigilancia imune tumoral nessa condig¢ao.

O trabalho limitou-se pela amostra de conveniéncia e o pequeno nimero de participantes.

O desenho transversal impossibilitou inferéncias definitivas sobre causa e efeito. Também nao
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foi possivel correlacionar tempo de RVS com a resposta imune em razao da populacao restrita.
No entanto, a despeito das limitagdes, nosso estudo contribuiu para novos conhecimentos a
respeito de mediadores soliveis periféricos e suas redes de conexoes associados ao carcinoma
hepatocelular em pacientes com hepatite C cronica. Novos estudos, principalmente de cohort
prospectiva e de outras hepatopatias emergentes, como a doenga hepatica gordurosa metabolica,

serdo de grande valor no contexto das investigagdes de biomarcadores.
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IX - ANEXOS

Tabela 1 -Caracteristicas dos participantes com carcinoma hepatocelular e cirrose pelo HCV

categorizados como virémicos (HCV) ou com resposta viroldgica sustentada (RVS)

Carcinoma hepatocelular
Grupos HCV RVS P
n=30 n=32

Idade® 66.0+7.8 65.9+8.3 0.95
Sexo (n %)

Feminino 10 (33.3) 10 (31.2) 0.86

Masculino 20 (66.7) 22 (68.8)
IMC® 23.9(22.1-27.6) 243 (22.1-28.2) 0.75
HAS (n %) 13 (43.3) 14 (43.8) 0.97
DM (n %) 7(23.3) 12 (37.5) 0.23
Ingestdo de alcool (n %) 16 (53.3) 13 (41.9) 0.37
Hipertensao portal (n %) 30 (100) 28 (87.5) 0.11
Varizes esofagianas 13 (68.4) 18 (69.2) 0.95
Cirrose (n %)
Compensada (A5-A6) 19 (63.3) 28 (87.5) 0.04%
Descompensada (B7-C10) 11 (36.7) 4(12.5)
Antecedentes de descompensagdo hepatica (n %)
Hemorragia digestiva alta 4 (14.8) 6 (19.4) 0.74
Ascite 16 (55.2) 4 (12.5) 0.001*%**
Encefalopatia hepatica 4(15.4) 309.7 0.69

a: média £ desvio padrdo; b: mediana (primeiro quartil — terceiro quartil);
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Tabela 2 - Parametros laboratoriais de participantes com carcinoma hepatocelular e cirrose
pelo HCV categorizados como virémicos (HCV) ou com resposta virologica sustentada (RVS)

Carcinoma hepatocelular (N=62)

Grupos HCV RVS P
n=30 n=32

Plaquetas (x10%)° 115(78.5-137.3) 117 (96.3 — 189) 0.36
RNI® 1.12 (1.05-1.23) 1.09 (1.00 — 1.18) 0.16
Alfa fetoproteina® = 106.5 (25.6 — 1019) 14.8 (4.5 — 406.5) 0.04*
Albumina® 3.48 £ 0.63 4.07+0.53 <0.001%**
Bilirrubina total® 1.28 (0.93 — 1.80) 0.83 (0.67 — 1.24) 0.02*
Creatinina® 0.94 (0.80 — 1.16) 0.90 (0.75 — 1.00) 0.18
ALTP 75.0 (41.8—119.8) 28.5(22.0 - 44.0) <0.001***
AST® 105.5 (68.5 - 142.3) 39.0 (27.5-49.5) <0.001***
FAP 173.5 (130.8 —234) 117.5(91.3-163.3) 0.006**
GGT® 160.5 (101.8 —315) 91.5 (54.3 - 146.3) 0.007**

a: média £ desvio padrdo; b: mediana (primeiro quartil — terceiro quartil)
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Figura 4 - Analise quantitativa de quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias (expressos em pg/mL) em amostras
de soro de participantes com carcinoma hepatocelular e hepatite C cronica (grupo CHC-HCV) comparados ao
grupo controle de individuos saudaveis (CT). O grupo CT esta representado pela barra verde, o * indica diferenca
dos mediadores dos grupos CHC em relagdo ao CT, os contornos vermelho e azul indicam aumento e diminuigo

dos mediadores dos grupos CHC em relagdo ao CT, respectivamente. A barra sinaliza os pares nos quais ha
diferenca de mediadores.
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Figura 5 —Analise quantitativa de citocinas reguladoras e fatores de crescimento (expressos em pg/mL) em
amostras de soro de participantes com carcinoma hepatocelular e hepatite C cronica (grupo CHC-HCV)
comparados ao grupo controle de individuos saudaveis (CT). O grupo CT esta representado pela barra verde, o *
indica diferenga dos mediadores dos grupos CHC em relagdo ao CT, os contornos vermelho e azul indicam
aumento e diminui¢do dos mediadores dos grupos CHC em relacdo ao CT, respectivamente. A barra sinaliza os
pares nos quais ha diferenca de mediadores. contorno azul indica diminui¢do dos mediadores.
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Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do estudo: “Fisiopatologia da Infec¢ao cronica pelos Virus das Hepatites B e C: analise
de biomarcadores imunoldgicos de resposta terapéutica e de associacdo com o carcinoma
hepatocelular". Projeto: CAAE —15732513.0.1001.5149

Prezado(a) Sr(a).

O(A) Sr(a). esta sendo convidado para participar do estudo denominado “Fisiopatologia da
Infecgdo cronica pelos Virus das Hepatites B e C: analise de biomarcadores imunologicos de
resposta terapéutica e de associacao com o carcinoma hepatocelular".

Antes que o(a) Sr(a). decida participar, ¢ importante que saiba por que o estudo estd sendo feito

e o que ele significara para o(a) Sr(a). O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
de Minas Gerais revisou os objetivos e a proposta deste estudo e forneceu um parecer favoravel
para a sua realizagdo.
Este documento tem a finalidade de fornecer todas as informagdes que o(a) Sr(a). precisa saber.
Tome o tempo que precisar para ler este documento com atengdo. O(a) Sr(a). podera fazer as
perguntas que desejar a fim de compreender totalmente os objetivos e os métodos deste estudo
antes de decidir se deseja ou nao participar.

QUAL E A FINALIDADE DO ESTUDOQ?

A finalidade deste estudo ¢ obter melhor entendimento da associagao dos virus causadores das
hepatites B ou C com o sangue e suas c¢lulas imunes e as que secretam substancias que circulam
no sangue, chamadas de citocinas ou de quimiocinas, para entender: 1) como estas células e
suas secregdes se comportam nessas doencas; 2) como € a evolugdo desses componentes em
relagdo ao tratamento da hepatite; e 3) como essas células e as substancias que elas secretam se
comportam nos pacientes com hepatites por virus que desenvolvem nddulos malignos no
figado.

O estudo sera realizado a partir de testes laboratoriais que serdo realizados em uma amostra de
sangue obtida em veia periférica do(a) Sr(a) que foi colhida para um estudo semelhante que
esta sendo realizado pelo nosso grupo. No entanto, caso o Sr(a) ainda nao tenha participado
nem colhido amostra ou tenha desenvolvido nodulo no figado, pedimos que nos autorize a
coleta de outra amostra igual a primeira para que possamos comparar pacientes com € sem essas
lesdes no figado. Esta comparagdo podera nos fornecer informagdes como, por exemplo, se
algumas alteragdes no seu sistema imunoldgico podem nos indicar a possibilidade do
aparecimento desses nodulos, bem como se ha alteragdes que permitam conhecer melhor os
aspectos dessas lesoes. Estes testes serdo realizados na Fundagao Osvaldo Cruz, Laboratorio de
Biomarcadores, em Belo Horizonte, coordenado pelo Dr. Olindo Assis Martins Filho que € o
coordenador geral deste projeto, juntamente com a subcoordenadora Prof.* Rosangela Teixeira,
que coordena o Ambulatorio de Hepatites Virais do Instituto Alfa de Gastroenterologia do
Hospital das Clinicas da UFMG, a meédica Lucy Ana Santos Fonseca e a enfermeira
pesquisadora Isabela Gomes Ribeiro.

Espera-se que este estudo, iniciado em 2013, prossiga até por volta de 2020. Portanto, caso o
Sr(a) opte por participar, € importante saber que sua amostra de sangue poderd ficar armazenada
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em local apropriado na Faculdade de Medicina ou na Fiocruz de Belo Horizonte, para ser
utilizada em pesquisas semelhantes a esta.

EU PRECISO PARTICIPAR?

A sua participacao neste estudo ¢ totalmente voluntaria. O seu tratamento e a sua relagdo com
seu médico nao serdo afetados caso o(a) Sr(a). opte por nao participar dele.

Se o(a) Sr(a). optar por participar, precisara assinar o termo de consentimento livre e esclarecido
para confirmar que a finalidade, duragdo e efeitos previsiveis do estudo foram explicados e que
o(a) Sr(a). concordou em participar.

Com o consentimento, o(a) Sr(a). dard a sua permissdo para que amostras de sangue sejam
coletadas e que informagdes especificas contidas no seu prontuario médico sejam extraidas.
Estas informagdes serdo confidenciais e anotadas pela pesquisadora principal do estudo e serdo
analisadas em conjunto com as de outros pacientes visando o melhor entendimento dos fatores
envolvidos na pesquisa. E importante que o(a) Sr(a). saiba que a sua identidade serd preservada
e que as anotacdes nao serao identificadas com o seu nome.

O(a) Sr(a). podera se retirar do estudo a qualquer momento, sem afetar de maneira alguma a
sua assisténcia médica futura. Para se retirar deste estudo, notifique a pesquisadora principal do
estudo ou o coordenador de pesquisas do grupo de hepatites (veja as informagdes para contato
abaixo).

O pesquisador responsavel ou autoridades regulatdrias poderdo encerrar o estudo ou a sua
participacdo no estudo, a qualquer momento, sem o seu consentimento. Contudo, o seu
tratamento ndo sera jamais interrompido por este motivo e o(a) Sr(a). continuard com a mesma
assisténcia médica inicial. Portanto, a interrupcdo do tratamento s6 acontecera por motivos
médicos, conforme decisdo do seu médico, € ndo por causa dessa pesquisa.

0 QUE ACONTECERA COMIGO SE EU PARTICIPAR?

Se o(a) Sr(a). concordar em participar deste estudo, a amostra de sangue oriunda do(a) Sr(a)
serd coletada e o seu médico preencherd um questionario com informagdes sobre o(a) Sr(a)., a
sua doenga. O questionario coletara informagdes sobre o(a) Sr(a)., como idade, sexo e historico
médico relevante. Coletara também informagdes sobre o tratamento da hepatite e os outros
tratamentos que forem indicados para o seu caso.

E importante que saiba que para que o(a) Sr(a). participe do estudo, ndo sera necessario
comparecer a nenhuma consulta extra, tomar qualquer outro medicamento experimental ou
outro medicamento que nao seja os que seu meédico lhe receitou. O(A) Sr(a). também nao sera
submetido(a) a nenhum exame adicional para que participe deste estudo. Somente seré feito o
procedimento de coleta do sangue no ambulatério do Hospital das Clinicas para posterior
analise no laboratorio. E importante esclarecer que esta coleta ndo afetard em nada o seu
tratamento proposto.

QUAIS SAO OS RISCOS DO ESTUDQ?

Conforme dito acima, este estudo ndo requer que o(a) Sr(a). tome qualquer medicamento fora
do tratamento proposto pelo médico(a) que o assiste na rotina. Este estudo também nao ira
modificar nada no tratamento proposto que seguird o protocolo do servigo. Portanto, a sua
participagdo no estudo ndo iréd trazer riscos adicionais aqueles que sao do proprio tratamento
indicado para seu caso.

A pequena quantidade de sangue sera colhida na veia do braco. Este procedimento ¢ semelhante
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ao que o(a) Sr(a). realiza nos laboratorios de rotina. Contudo, toda pun¢ao venosa tem um risco
de pequeno desconforto e dor local e raramente podem ocorrer manchas vermelhas (ou
hematomas) no local da puncao. Contudo, estes riscos sao minimizados quando a puncao ¢
realizada por técnico treinado e capacitado, como ocorre no nosso Servico.

QUAIS SAO OS POSSIVEIS BENEFICIOS OBTIDOS COM A PARTICIPACAO DO
SR(A) NO ESTUDO?

Embora nao exista nenhum beneficio direto para o(a) Sr(a). com a sua participagdo, os dados
coletados de cada paciente e examinados em conjunto ajudardo a conhecer e compreender
melhor a imunidade de pacientes com hepatite por virus que desenvolvem e que nao
desenvolvem os nddulos no figado. Estas informagdes, somadas a de outras pesquisas feitas em
outros locais, poderdao beneficiar outras pessoas que serdo tratadas no futuro. Mas ¢ muito
importante o(a) Sr(a). saber que o seu tratamento ndo sera modificado em nenhuma hipotese
com a sua participagdo. Portanto, as suas chances de resposta aos tratamentos propostos por seu
médico e equipe nao serao aumentadas nem diminuidas com a sua participagao.

E QUANTO A CONFIDENCIALIDADE?

Para os propdsitos da sua participagdo neste estudo e para a prote¢ao da sua identidade, o seu
médico ird atribuir para o(a) Sr(a). um codigo Unico, tal como uma série de numeros e/ou letras.
O médico do estudo registrara os dados do estudo coletados em um formulario que usa o coédigo
que lhe foi atribuido e ndo o seu nome. Isto tem a inten¢ao de proteger os seus dados do estudo,
tornando-os andnimos para a maioria dos propositos do estudo.

Os dados que sdo registrados com o codigo atribuido ao invés de seu nome, sao chamados
“dados codificados”. Os dados codificados serdo inseridos na base de dados do estudo, no
computador. O seu médico do estudo mantera uma lista confidencial ligando o seu nome ao seu
codigo e apenas pessoas autorizadas terdo acesso a esta lista. Os seus dados codificados podem
ser compartilhados e utilizados apenas pela equipe do projeto de pesquisa e pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais (COEP/UFMG). Os seus dados
codificados serdo utilizados neste estudo e podem ser:

e Utilizados para outras pesquisas atuais ou futuras envolvendo o tratamento e controle
da hepatite C, condi¢des de saude relacionadas, ou para outra pesquisa relevante de
saude;

e Utilizados em publicagdes sobre este estudo, mas eles permanecerao codificados. A sua
identidade ndo sera revelada em qualquer compilagao, relatorio de estudo ou publicagao
a qualquer momento.

O(a) Sr(a). tera o direito de inspecionar os dados que estdo sendo compilados, solicitar a
corre¢do de dados incorretos, € se opor ao processamento dos seus dados pessoais, a qualquer
momento.

E QUANTO AOS CUSTOS?
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O(a) Sr(a). ndo recebera qualquer compensacao pela sua participacao no estudo, e este também
nao lhe acarretara custos.

O(a) Sr(a). ndo recebera qualquer tratamento gratuito ou adicional pela sua participagao neste
estudo.

CONTATO PARA OUTRAS INFORMACOES

O(a) Sr(a). receberd uma copia deste termo de consentimento livre e esclarecido assinado. Se
tiver dividas sobre qualquer aspecto deste estudo, pode solicitar outras informagdes, a qualquer
momento durante o estudo as Dras. Rosangela Teixeira, Lucy Ana Santos Fonseca ou Isabela
Gomes Ribeiro no telefone (fax) (031) 3409 9748. Se o(a) Sr(a). ou seu representante tiver
qualquer duvida sobre os seus direitos como paciente, relacionadas a este estudo que ndo forem
solucionados pela coordenadora do estudo, podera também contatar o Comité de Etica em
Pesquisa da UFMG que ¢ o 6rgdo que regulamenta a realizagdo de pesquisas na UFMG, no
endereco Av. Pres. Antonio Carlos, 6627- Unidade administrativa II — 2° andar — sala 2005.
CEP: 31270-901 — BH-MG telefax (031) 3409-4592 - e-mail: coep@prpg.ufmg.br




53

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Li o termo de consentimento livre e esclarecido para este estudo “Fisiopatologia da Infecgdo cronica pelos Virus
das Hepatites B e C: analise de biomarcadores imunoldgicos de resposta terapéutica e de associagdo com o
carcinoma hepatocelular”.

1. Recebi explicagdes sobre a finalidade, duragdo e possivel beneficio do estudo e sobre o que é esperado
que eu faca. Minhas perguntas foram
respondidas de maneira satisfatoria.

2. Concordo livremente em participar deste estudo.
3. Entendo que a minha participa¢do no estudo é voluntaria e que sou livre para me retirar a qualquer
momento, sem dar qualquer razdo, sem que minha assisténcia médica ou os meus direitos legais sejam

afetados.

4. Monitores e coordenadores de pesquisa, Comité de Etica em Pesquisa ou autoridades regulatorias
podem querer examinar os meus prontuarios médicos para verificar as informagdes coletadas.

5. Ao assinar este documento, dou permissdo para coleta de amostra de sangue e analise dos meus dados
no prontudrio médico do Hospital das Clinicas da UFMG.

6. Dou o meu consentimento para o uso, armazenamento e retencdo da minha amostra de sangue e dos
meus dados pessoais para as finalidades desse estudo ¢ de estudos futuros sobre 0 mesmo assunto.

Nome do paciente Assinatura Data

Nome do representante (se aplicavel) Assinatura
Data

Médico ou pessoa que conduziu a discussio sobre o consentimento livre e esclarecido
Confirmo que expliquei pessoalmente a natureza, finalidade e durag@o do estudo ao sujeito supracitado.

Nome da pesquisadora Assinatura Data

Testemunha imparcial
As informagdes deste documento e quaisquer outras informagdes por escrito foram claramente explicadas e
aparentemente compreendidas, e o consentimento foi concedido livremente pelo paciente.

Nome da testemunha*
Assinatura*® Data

*Testemunha imparcial: Se o paciente ndo souber ler, serd necessaria a assinatura de uma
testemunha imparcial. Uma testemunha imparcial ¢ uma pessoa independente do estudo que
nao pode estar sob a influéncia de pessoas ligadas a pesquisa clinica, e que se encontra presente
durante o processo de consentimento e 1€ o0 TCLE e qualquer outra informagao por escrito dada
ao paciente.
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Patrocinador Principal: Centro de Pesquisas René RachowFundagao Oswaldo Cruz/ CPqRR/ FIOCRUZ

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 2.489 662

Apresentacio do Projeto:

Mesma apresentacdo do parecer 300.383 de 11/06/2013

Objetivo da Pesquisa:

Os mesmos objetivos descritos no parecer 300.383 de 11/06/2013.
Avallacio dos Riscos e Beneficlos:

Sa0 os mesmo do parecer 300.383 de 11/06/2013.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Justificativa da emenda:

" O projeto de pesquisa intitulado “Fisiopatologia da Infecg@o crénica pelo virus da hepatite C: analise do
Impacto da Interago do virus HCV com componentes do sangue periférico e de blomarcadores
Imunolégicos de resposta terapéutica” fol aprovado em 11 de junho de 2013 e sua emenda, aprovada em 28
de julho de 2015, nos autorizou a prorrogar o prazo de inclusdo de pacientes em 2016.

A Inclusdo de pacientes fol completada no primedro trimestre de 2017. Nessa ocasiao, o material coletado
esta armazenado na Faculdade de Medicina da UFMG e na Flocruz de Belo Horizonte, para dar inicio aos
procedimentos laboratorials de pesquisa. Os TCLEs estao arquivados no nosso
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laboratdrio de hepatites localizado na Faculdade de Medicina da UFMG.

A lentiddo do processo de inclusao e, consequentemente, de realizacdo dos procedimentos se deveu ao
processo demorado de mudangas nos protocolos de tratamento da hepatite C cronica, padronizado em todo
o pals e dependente das politicas de sadde pablica. Assim, atrasos e Interrupgdes no fornecimento de
medicamentos, bem como na atualizagao de protocolos, s80 rotina na nossa pratica e constituem entraves
para que pesquisas sefam concluidas no prazo estimado. Contudo, lidamos com esta situagao desde o
Inicio de nossas pesquisas e temos tido a compreensao institucional e do COEP/UFMG para a concessao
de prorrogacao de prazos.

Com o passar do tempo, novos desafios e resultados de investigagdes sobre blomarcadores em hepatites
virals nos estimulam a continuar nessa linha de pesquisa. Mais recentemente, nos deparamos com a alta
prevakncia de carcinoma hepatocelular em pacientes com hepatites virals B ou C e a literatura aponta para
a Importancia de investigagdes que possam sugerir blomarcadores imunoldgicos como preditores dessa
séria complicagdo. Por esta razdo, vimos solicitar ao COEP/UFMG autorizagao para prosseguir nossas
pesquisas em blomarcadores, em parceria com a Flocruz, com a inclusdo de pacientes com hepatites virals
crénicas B e C e com carcinoma hepatocalular.

A metodologla sera a mesma empregada no projeto onginal aprovado pelo COEP. O suporte financeiro serd
através de solicitagdes as agéncias de fomento & pesquisa e também recursos da Flocruz que dispde de
verbas do Ministério da Salde para pesquisas em suas dreas de Interesse, que Incluem as hepatites virais,
sob coordenag¢ao do Dr. Olindo Assis Martins Filho e Dra. Andréa Telxelra de Carvalho, ambos nossos
parceiros clentificos ha anos em projetos sobre biomarcadores.

Portanto, constitul nosso objetivo atual o estudo de blomarcadores em paclentes com hepatites virals
cronicas B e C e carcinoma hepatocelular. Os grupos controles serdo os mesmos do projeto previamente
aprovado que Inchul pacientes com hepatite cronica C sem carcinoma hepatoceldular. Solicitamos que, para o
objetivo atual, sejamos autorizados a Incluir também pacientes com hepatite B cronica com e sem carcinoma
hepatocelular, em amostra de conveniéncia, visto que a hepatite B cronica é fator Importante para o
desenvolvimento de carcinoma hepatocelular.

Estimamos a inclusao de pacientes entre 2017 a 2020 visto que novas drogas de tratamento das hepatites
virals B e C, atualmente no portfélio do Ministéno da Sadde para serem Incluidas &s opgdes de tratamento
atuals, poderdo atrasar a Inclusdo de pacientes.

Tendo em vista a importancia clentifica do blomarcadores em hepatites virals cronicas e, e em razio da
complexidade da assoclagio entre esses agravos e o0 carcinoma hepatocedular, vimos
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também solicitar a autorzagio do COEP/UFMG para que as amostras de sangue armazenadas em nosso
laboratério sejam utilizadas como biorepositorio para pesquisas nessa inha de Investigagdo — a andlise da
resposta Imune e de blomarcadores preditores de desenvolvimento e na caracterizagio do carcinoma
hepatocelular em paclentes com hepatites virais.

Como produto de nossas Investigagbes, citamos nosso paper recentemente publicado em penddico CAPES
QUALIS A1 cuja referéncla segue abalxo.

Seguem, também, modificacdes nos TCLE para incluir os novos objetivos propostos.

Estamos certos de que nossos novos objetivos estdo alinhados 4s demandas clentificas atuals e s&o
eticamente corretas. A atencdo e culdados dispensados aos nossos paclentes com hepatites virals cronicas
em nosso servigo, Incluidos ou ndo em pesquisas clinicas, é de nossa Inteira responsabilidade e
compromisso ético. N&o ha previsdo de vantagens ou ganhos diretos para os pacientes incluidos, porém
nossos resultados j4 publicados tém somado conhecimento clentifico que podera, no futuro, contribuir para
mudangas no cenario desses sérios agravos de grande impacto para os paclentes e para a salGde pablica
no Brasd."
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Consideractes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:

Foram acrescentados carta emenda e novo TCLE

Recomendacbes:

Sem recomendacgdes

Conclusdes ou Pendénclas e Lista de Inadequacgdes:

SMJ, sou favordvel & aprovagdo da emenda da pesquisa Intitulada “Fislopatologia da Infecgio crdnica pelos
Virus das Hepatites B e C: andlise de blomarcadores imunoldgicos de resposta terapéutica e de assoclagio
com o carcinoma hepatocelular® da pesquisadora Rosangela Telxeira.

Consideractes Finails a critério do CEP:

Tendo em vista a legislac@o vigente (Resolugdo CNS 466/12), o COEP-UFMG recomenda aos
Pesquisadores: comunicar toda e qualquer alteragdo do projeto e do termo de consentimento via emenda na
Plataforma Brasll, informar imediatamente qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento da
pesquisa (via documental encaminhada em papel), apresentar na forma de notificacdo relatdrios parciais do
andamento do mesmo a cada 06 (sels) meses e ao término da pesquisa encaminhar a este Comité um
sumério dos resultados do projeto (relatério final).
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