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RESUMO

Introdugdo: a patogenia das doengas hepdticas crOnicas ainda ndo estd totalmente
estabelecida. Ela envolve inflamacao e morte celular em um microambiente de interagdes
entre citocinas e quimiocinas. O conhecimento das caracteristicas de expressdo desses
biomarcadores ¢ importante para o auxilio na elucidacdo dos mecanismos patogénicos
das hepatopatias. O objetivo deste trabalho ¢ estudar o perfil sérico de citocinas e
quimiocinas em pacientes com doencga hepatica cronica (DHC) de diferentes etiologias e
determinar o desempenho destes biomarcadores no diagndstico da inflamagao e fibrose
hepéticas. Avaliou-se também o desempenho dos niveis séricos de acido hialurénico
(AH), colageno-IV e o indice da relagdo entre a dosagem sérica da aspartato
aminotransferase e das plaquetas (APRI) no diagnostico da fibrose hepatica. Métodos: o
estudo incluiu 225 pacientes com DHC e indicacdo de bidpsia hepdatica atendidos
consecutivamente e 15 individuos saudaveis para formagdo de um grupo controle. Os
niveis séricos dos seguintes marcadores foram quantificados por meio de citometria de
fluxo: interleucina (IL)-1p, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12p70, fator de necrose
tumoral-a, interferon (INF)-y, CCL2, CCL5, CXCL8, CXCL9 e CXCL10. A mediana
dos niveis séricos, graficos em radar e redes de correlagdo foram utilizados para estudar
o perfil das citocinas e quimiocinas. A area sob a curva ROC (receiver operator
characteristics) foi calculada no intuito de determinar o desempenho dos biomarcadores
no diagndstico de inflamacao e fibrose. Regressao logistica foi utilizada para estabelecer
arelagdo entre os biomarcadores e as diferentes etiologias de DHC e os diferentes estadios
de fibrose. Resultados: a mediana do nivel sérico de todos os biomarcadores foi
significativamente mais elevada nos pacientes com DHC quando comparados aos
controles. O perfil das citocinas e quimiocinas apresentou diferengas de acordo com a
etiologia. A andlise por regressdo logistica indicou os marcadores CXCL10 e CCL2 como
associados de maneira mais significativa ao grupo de pacientes com hepatites virais
quando comparado aos pacientes com doenca hepatica gordurosa ndo alcoodlica
(DHGNA) e doengas autoimunes (Al), respectivamente. CXCL8 associou-se de forma
mais significativa a DHGNA e Al quando comparados aos pacientes com hepatites virais.
CXCLI10 apresentou correlagdo positiva com o grau de inflamacao e bom desempenho
para o diagndstico de inflamacdo no grupo de pacientes com DHC CCL2 apresentou
correlacdo negativa com o grau de inflamagdo e com o estadiamento da fibrose,

mostrando bom desempenho para diagndstico de auséncia de inflamagdo nos pacientes



com DHC. Na analise por grupos de etiologias de DHC, INF-y, e CXCL10 apresentaram
desempenho razoavel para o diagndstico de inflamagao no grupo de hepatites virais, e IL-
5 e CXCLS8 e no grupo criptogénico. CCL2 apresentou correlagdo negativa com o grau
de inflamacao nos grupos de hepatites virais, Al e criptogénico € mostrou desempenho
razoavel para diagnostico de auséncia de inflamagdo nesses grupos. Nenhuma das
citocinas/quimiocinas avaliadas apresentou desempenho superior aquele das
aminotransferases no diagnostico de inflamacao. Os marcadores com melhor desempenho
para o diagnostico dos estadios de fibrose foram AH, coldgeno-IV e APRI. CCL2 e
CXCL10 mostraram desempenho razoavel para diagnostico de fibrose, sendo negativa a
correlagdo da CCL2 com o estddio da fibrose. Conclusdes: o perfil de citocinas e
quimiocinas apresentou diferencas de acordo com as etiologias de DHC. CXCL10, CCL2
e CXCLS8 foram associadas a grupos especificos. CCL2 e CXCL10 apresentaram papel
potencial como marcadores diagndsticos para a inflamagdo e fibrose hepatica em
pacientes com DHC. CXCL10 correlacionou-se com a presenca de inflamagao e fibrose
e CCL2 com a auséncia de ambas. IL-4, IL-10, INF-y e CXCL-9 apresentaram utilidade

diagnodstica potencial em situagdes especificas.

Palavras-chave

Doenga hepatica; citocinas; quimiocinas; perfil imunolégico; inflamacao; fibrose.



ABSTRACT

Background & Aims: the pathogenesis of chronic liver diseases is not fully understood.
It involves hepatocellular inflammation and death ruled by a microenvironment of
cytokines and chemokines interactions. The characteristics of the expression of these
biomarkers are important to further elucidate the pathogenic mechanisms of the hepatic
disorders. We aimed to investigate the cytokines and chemokines serum profile of
patients with chronic liver disease (CLD) of different etiologies and determine the
accuracy of these biomarkers serum levels in the diagnosis of hepatic inflammation and
fibrosis. In addition, we evaluated the performance of the serum concentrations of
hyaluronic acid (HA), collagen-IV and the aspartate aminotransferase to platelet ratio
index (APRI) in the diagnosis of fibrosis. Methods: the study included 225 consecutive
adult patients with CLD with indication for a liver biopsy and 15 healthy individuals to
serve as a control group. Interleukin (IL)-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12p70,
tumor necrosis factor-a, interferon (INF)-y, CCL2, CCL5, CXCLS8, CXCL9 and CXCL10
were measured in the serum by cytometric bead array. The median serum levels, radar
charts and correlation networks were used to study the cytokines/chemokines profile. The
areas under the receiver operating characteristic curves (AUROC) were calculated in
order to determine their performance for the diagnosis of inflammation and fibrosis.
Logistic regression was used to study the relation between the biomarkers and the
different etiologies of liver disease and hepatic fibrosis. Results: serum levels of all
biomarkers were significantly higher in the patients with liver disease when compared to
the healthy controls. Cytokines and chemokines profile was somewhat different
according to the etiology. The logistic regression demonstrated CXCL10 and CCL2 as
significant biomarkers of chronic viral hepatitis, when compared to the non-alcoholic fat
liver disease (NAFLD) and autoimmune diseases (Al) patients, respectively. CXCLS8
was more commonly associated with NAFLD and Al when compared to chronic virus
hepatitis. CXCL10 correlated positively with the grade of inflammation and presented a
good performance for the diagnosis of liver inflammation in the group of patients with
CLD. CCL2 presented negative correlation with the grade of inflammation and fibrosis
stages. When the patients were separated into groups according to the etiology of the liver
disease, INF-y, and CXCL10 presented a relatively good performance for the diagnosis
of inflammation in chronic viral hepatitis, and IL-5 and CXCLS in the cryptogenic group.

CCL2 correlated negatively with the grade of inflammation in the groups of chronic viral



hepatitis, Al and cryptogenic, and presented a relatively good performance for the
diagnosis of lack of inflammation in these groups. None of the evaluated
cytokines/chemokines performed better than the aminotransferases in the diagnosis of
hepatic inflammation. The serum markers with best performance for fibrosis staging were
HA, Collagen-IV and APRI. CCL2 and CXCL-10 presented a relatively good
performance for the diagnosis of fibrosis and CCL2 correlated negatively with fibrosis
stage. Conclusions: cytokines and chemokines profile was different according to the
etiology of the CLD. CXCL10, CCL2 and CXCLS8 were associated with specific etiologic
groups. CCL2 and CXCL10 are important biomarkers for the diagnosis of inflammation
and fibrosis. CXCL10 correlated with the presence of inflammation and fibrosis and
CCL2 correlated with the absence of both types of lesion. IL-4, IL-10, INF-y, CXCL-9

deserve further investigation to confirm or refute their usefulness in specific situations.

Keywords

Hepatic disease; cytokines; chemokines; immune profile; inflammation; fibrosis.



1. CONSIDERACOES INICIAIS

1. 1. Introducio

As doengas hepaticas cronicas sdo importante causa de morbidade e mortalidade em todo
o mundo. Suas principais etiologias sdo as infecg¢des virais (hepatites B e C), abuso ou
contato com substancias toxicas (&lcool, medicamentos, ervas e alguns produtos
provenientes de exposicdo ocupacional), doencas metabdlicas (hemocromatose
hereditaria, doenca de Wilson, deficiéncia de alfa-1 antitripsina e doenca hepatica
gordurosa nao alcodlica), doengas autoimunes (hepatite autoimune, cirrose biliar primaria
e colangite esclerosante primaria) e doencas vasculares (sindrome de Budd-Chiari,

doenga veno-oclusiva e esquistossomose mansoni), dentre outras.

As hepatopatias constituem a principal causa de morte dentre as doencas do aparelho
digestivo, excluindo-se as neoplasias malignas.' Nos Estados Unidos, aproximadamente
30.000 mortes por ano sdo atribuidas a complicagdes da cirrose. Cerca de 10.000 mortes
acontecem devido ao carcinoma hepatocelular, que surge, em geral, em um figado
cirrotico.? A literatura recente aponta niimero crescente de individuos acometidos por
doengca hepatica de diversas causas.> E previsto aumento da incidéncia e prevaléncia do
carcinoma hepatocelular nas proximas duas décadas, principalmente em conseqiiéncia da
melhora do diagnostico e monitoramento das hepatopatias e do aumento da prevaléncia
da hepatite cronica pelo virus C.* No Brasil, dados do Ministério da Saude indicam que

cerca de 33 mil novos casos de hepatite viral cronica sio notificados a cada ano.’

O mecanismo de evolu¢do da maioria das doengas hepaticas cronicas ¢ a inflamacao
seguida da formacdo de tecido cicatricial fibroso, que, com o passar do tempo, leva a

subversao da arquitetura histoldgica e desenvolvimento de cirrose.

O diagndstico, acompanhamento e estudo do tratamento das hepatopatias cronicas
passam, necessariamente, pelo melhor conhecimento da etiopatogenia dos processos de

inflamacao e fibrose hepaticas.

Existem cada vez mais evidéncias que apontam para o fato da reversibilidade da fibrose

hepatica e, consequentemente, impulsionam o desenvolvimento de novas terapias anti-
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fibroticas. Para que essas possam ser testadas e implementadas, demanda-se o
desenvolvimento e validacdo de métodos acurados e ndo invasivos de avaliacdo da
inflamacao e fibrose hepaticas que possam ser periodicamente repetidos, permitindo-se o

acompanhamento dindmico caracteristico desses dois processos.

O presente trabalho foi delineado com o objetivo de estudar o perfil sérico de citocinas e
quimiocinas em pacientes com doenc¢a hepatica cronica de diversas etiologias e avaliar o
potencial desses biomarcadores como substitutos da biopsia hepatica na avaliagdo do grau

de inflamacao e estadio da fibrose hepatica.

1.2. Antecedentes cientificos

1.2.1. Etiopatogenia da inflamacio e fibrose hepaticas

O conceito fundamental referente a patogénese da fibrose hepatica ¢ que esta consiste em

processo organico de resposta ou reparagdo a injiria persistente.’

A injaria hepatica leva a ruptura da homeostase no figado, resultando em estresse
oxidativo com maior producgdo e liberacdo de radicais livres extracelulares, citocinas e
moléculas sinalizadoras.

? sendo a

Os mecanismos de morte celular conhecidos sio a apoptose € a necrose,™
intensidade da lesdo um de seus principais determinantes. Uma lesdo muito discreta afeta
poucas organelas celulares que podem ser removidas por autofagia sem levar a dano
celular definitivo.® Se a lesio ¢ um pouco mais significativa, ha lesio mitocondrial
discreta ou moderada, o que leva a célula a apoptose. Uma agressdo mais intensa resulta

na destrui¢do da maioria das mitocondrias e queda significativa dos niveis de ATP,

resultando em necrose celular (necrose oncotica).'”

A apoptose ¢ um evento pontual, caracterizado morfologicamente pela contragdo do
citoplasma, condensagdo da cromatina e formagdo de corpos apoptéticos.'” Em geral
ocorre em uma célula isolada e termina com a fagocitose dos corpos apoptdticos, ndo
desencadeando processo inflamatorio. Considerando-se a capacidade regenerativa do

figado, essas células sdo prontamente substituidas. A apoptose em baixa escala ¢ essencial
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para o turnover celular, e mesmo um aumento moderado na sua taxa ndo resulta em
alteragdes patologicas. Entretanto, se a agressdo for grave o suficiente para afetar um
numero maior de células, o processo apoptoético pode levar a rdpida queda dos niveis de
ATP, fazendo com que ocorra perda acelerada da viabilidade celular. Este processo ¢
denominado “necrose secundaria” e é descrito em inimeras situa¢des patologicas.'!"!?
Uma caracteristica da necrose secundaria em oposi¢ao a necrose oncotica € que o primeiro
¢ inequivocamente precedido de apoptose.!® Nestes casos pode haver estimulo para
indu¢do de citocinas e quimiocinas, com recrutamento de neutrdfilos,* o que sugere a
possibilidade de que o processo de morte celular por apoptose possa promover uma reagao

inflamatoria capaz de levar a necrose celular.'*!?

Na necrose celular, a lesdo hepatica ¢ tipicamente inflamatéria. O figado contém
macrofagos residentes, também chamados de células de Kupffer (CK), e células natural
killer (NK) que constituem a primeira resposta a reagdo inflamatoria local. O processo

inflamatério, a despeito de sua causa, é o principal estimulo para a resposta fibrogénica.'®

Durante a agressao inicial ao figado, macréfagos, monoécitos e CK residentes iniciam a
resposta imune inata. Na fagocitose do material patogénico ocorre liberacdo de inimeros
mensageiros quimicos, dentre os quais o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
interleucinas (IL), que propiciam a resposta de fase aguda, estabelecendo-se o processo
de inflamacdo. Esta fase caracteriza-se pela elevagcdo da concentracdo sérica de proteinas

plasmaticas coletivamente chamadas de proteinas de fase aguda.!’

A seguir, varias linhagens celulares leucocitarias sdo recrutadas. Esse processo ¢
finamente regulado e depende de interagdes sequenciais com moléculas de adesdo
endotelial e quimiocinas. Inicialmente, ocorrem adesdo e deslizamento dos leucocitos na
superficie endotelial por meio de pontes transitorias entre seletinas e suas glicoproteinas
ligantes. Esse contato inicial permite que os leucocitos fiquem também expostos as
quimiocinas que sdo secretadas pelo endotélio ativado e por células do sistema imune. A
ligagdo das quimiocinas com seus receptores expressos em leucocitos leva ao estimulo de
via sinalizadora que ativa as integrinas leucocitdrias. As integrinas ativadas conectam-se
aos seus ligantes (componentes da superfamilia das imunoglobulinas) expressos na
superficie endotelial e que sdo responsdveis pelo carreamento dos leucocitos por

deslizamento na superficie endotelial. A seguir, os leucocitos passam através das camadas
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endoteliais em um processo denominado migragao transendotelial ou diapedese, seguindo

um fluxo até o local da infec¢do ou lesdo tecidual.!®!”

Os neutrofilos sdo a linhagem celular mais abundante do sistema imune inato e os
primeiros fagdcitos a chegar ao foco de injuria, onde modificam o seu fenotipo, tornam-
se ativados e liberam moléculas citotoxicas (mais de 300 tipos diferentes sdo contidas em
seus granulos). Eles também produzem quimiocinas para atrair mais neutrdfilos e
estender sua meia vida, que ¢ de seis a 12 horas em estado basal, para 24 a 48 horas,
quando em sitios de inflamacdo. Apesar de moléculas de adesdo constituir via importante
para seu recrutamento, outros fatores quimiotdticos se mostram especificos nesse
processo de direcionamento da circulag@o sistémica ao sitio de lesdo hepatica. Tais fatores
sdo citocinas (TNF-o, IL-1a, IL-1p), proteinas do complemento ativadas e quimiocinas,
principalmente a CXCL-8. Recentemente o CD44 e seu ligante hialuran tém sido
descritos como importantes células recrutadoras de neutrofilos. Eles sdo intensamente
expressos nos sinusoides hepaticos. Experimentos com anticorpos anti-CD44
evidenciaram bloqueio de sua atividade e, em consequéncia, inibicdo do processo de

migragio.?*2?

Os mondcitos constituem 5% a 10% dos leucdcitos da circulagao periférica. Apresentam
grande heterogeneidade, sendo o subtipo CD14+ o de maior expressdo, representando
80% deles. O recrutamento dos mondcitos segue o paradigma geral do transporte de
leucdcitos no que se refere a cascata de deslizamento, adesdo e transmigragdo. A principal
quimiocina envolvida em sua quimiotaxia ¢ a CCL2/MCP (monocyte chemoatractant
protein), que se liga ao seu receptor CCR2, intensamente expresso na superficie dessas
células. No sitio de inflamacdo, os monocitos diferenciam-se em macrofagos, que
apresentam funcdo importante na manutengdo da homeostase por meio do clareamento
de células senescentes, remodelamento e reparacdo de tecidos apds a resolucdo da
inflamacdo. A fagocitose de tecido necrotico provoca alteracdo importante na fisiologia
dos macrofagos, incluindo modificagdes na expressdo de proteinas de superficie e
producdo de citocinas e mediadores pro-inflamatdrios. As CK sdo os macrofagos
residentes no figado e consistem em até 90% dos macréfagos fixos do organismo. Elas
localizam-se principalmente na regido periportal para servir de defesa contra bactérias e
produtos bacterianos derivados do intestino e secretam diversas citocinas inflamatorias

como IL-1, IL-6, TNF-a e quimiocinas como CCL3/MIP (macrophage inflammatory
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protein) e CCLS5/RANTES (regulated on activation, normal T-cell expressed and
secreted). Desta forma, as CK sdo as primeiras células a detectar a presenga de patdgenos

23-25

no figado.

Os mastocitos, basofilos e eosindfilos apresentam-se em menores quantidades no
contexto da inflamagdo hepatica, quando comparados aos neutréfilos, mondcitos e
macréfagos. Contudo, desempenham importante fungdo na apresentacdo de antigenos a
linfocitos T CD4+ ao expressarem moléculas coestimuladoras CD80/CD86 e por meio
da produgdo de citocinas como IL-4 e IL-3. Diversos estudos tém demonstrado
participacdes especificas dessas células na patogénese de determinadas etiologias de

inflamacdo e fibrose hepaticas.?®’

O sistema imune inato tenta proporcionar, de forma coordenada, um ambiente hepatico
de tolerancia, mas que, a0 mesmo tempo, detecta, responde e elimina patdgenos invasores
e células infectadas ou reconhecidas como ndo-proprias. Esta imunidade protetora ¢
benéfica e importante, quando bem contida e adequadamente regulada. A perpetuacao do
estimulo pode levar ao acumulo excessivo de células no local do tecido hepatico
acometido, contribuindo para o agravamento da patologia por meio de efeitos

proinflamatorios e citotoxicos.

O sistema imune inato pode estimular o sistema imune adaptativo por meio de moléculas
sinalizadoras que induzem a prolifera¢do e diferenciagdo de linfocitos T e B antigeno-
especificos. Alguns peptideos atuam como apresentadores de antigenos para células T via
complexo de histocompatibilidade principal (MHC) classe II. Moléculas como CD28,
CD80 e CD86 estao presentes em células apresentadoras de antigenos tais como as células
dendriticas e atuam sobre os linfocitos T agindo como coestimuladores de conexdo entre

os sistemas imunes de resposta inata e adaptativa.

Uma lesdo hepatica transitoria pode evoluir com restituicdo completa da integridade do
parénquima. Contudo, a persisténcia da agressdo resulta em fibrose. No processo
fibrogénico, os componentes da membrana basal, como o colidgeno e a laminina, sdo
produzidos em maior quantidade e formam estrutura semelhante a uma membrana nos

espagos de Disse. Ocorrem modificagdes na conformagdo dos sinusdides e reducdo de
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suas fenestracdes, fendmeno denominado “capilariza¢do”, pois a estrutura alterada dos

sinusoides assemelha-se a dos capilares.*®

As células hepaticas estreladas (CHE) do figado constituem a principal fonte de matriz
extracelular (MEC) na génese da fibrose hepatica. Elas situam-se na regido peri-
sinusoidal ¢ tém como fungao basica o armazenamento de vitamina A. Sob a influéncia
de estimulos inflamatorios, desencadeia-se o processo de ativacdo das CHE, com
transformagdes estruturais e funcionais, resultando na aquisicdo de um fendtipo
proliferativo, contratil, migratorio e fibrogénico. Trata-se de processo complexo, por
meio do qual as CHE passam do estado quiescente para o ativado, transformando-se
fenotipicamente em células miofibroblasticas.>® As modificagdes celulares que
acompanham a ativacdo das CHE incluem alteragcdes morfoldgicas, com formacdo de
proteinas do citoesqueleto, como a actina da musculatura lisa, perda das reservas de
vitamina A e aumento no tamanho do reticulo endoplasmatico rugoso. Sob o aspecto
metabolico, hd maior sintese de 4cido desoxirribonucléico e importante proliferacao
celular. O padrdo de expressdo genética também se modifica, com notdvel aumento na

sintese do coldgeno (tipos I, I1I e IV).*°

As etapas seguintes sdo complementares no processo de ativacdo das CHE e
compreendem: a) produgdo de citocinas pro-inflamatdrias; b) quimiotaxia; c) perda de
retindides; e d) degradagdo da matriz. As citocinas autocrinas exercem papel fundamental
na regulagdo da ativagdo das CHE, sendo as principais o TGF-f, o fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF), o fator de crescimento hepatocitario, o fator ativador de
plaquetas e a endotelina-1 (ET-1). A perda de retin6ides como requisito necessario para
a ativacdo das CHE e a prevencdo dessa perda como fator que alteraria a cascata de
ativagdo sdo discutiveis. As CHE acumulam-se, também, nas regides de injuria por meio
da migracdo direta ou quimiotaxia. Varios quimioatrativos tém sido descritos, incluindo-

se PDGF, ET-1 e as proteinas quimiotaticas de mondcitos (MCP).*!

O TGF-B ¢ derivado de fontes autdcrinas e pardcrinas e tem sido considerado a mais
potente citocina com a¢do no figado. Ele ¢ armazenado como uma proteina inativa
associada a um peptideo latente. Uma vez ativado, ele estimula receptores por meio de
complexas vias efetoras que influenciam a produgdo de colageno. CHE quiescentes sao

induzidas pelo TGF-f a se diferenciarem e produzirem MEC. Recentemente, foram
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descritas novas funcdes para o TGF-B na homeostase hepatica. Enquanto a apoptose e a
necrose estimulam a fibrogénese pelas CHE, o TGF-f age também regulando o
crescimento e sustentando a massa hepatocitaria durante o processo de regeneracdo. Por
exercer acdes antagonicas, tentativas experimentais de neutralizar o efeito do TGF-f tém

sido dificeis.*>*

A leptina e o fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF) tém sido implicados na
fase inicial da fibrogénese por meio de diversas vias sinalizadoras. A leptina ¢ uma
adipoquina que estimula a producao de TGF- pelas CK. A sua deficiéncia pode reduzir
a fibrogénese por meio da redugdo da producdo de noradrenalina. A atividade reduzida
da noradrenalina leva a uma reducdo na atividade das células NK e atenua a producao de
outras citocinas, reduzindo o estimulo a sintese de MEC. O CTGF ¢ uma proteina
moduladora secretada pelas CHE em situac¢des de hiperglicemia, hiperinsulinemia e lesao
hepética proveniente do etanol. Sua acdo esté relacionada a secrecdo de TGF-f. Estudos
demonstram que seus niveis séricos podem estar relacionados ao estadio de fibrose em
pacientes cronicamente infectados pelo virus C, podendo servir como biomarcador de

fibrose.*8

Outras células que participam da fase de iniciacdo do processo de ativagdo das CHE sao
as plaquetas, os neutrofilos e os linfocitos. As plaquetas produzem mediadores
importantes, como o PDGF, o TGF-B e o fator de crescimento epidérmico (EGF). Os
neutrofilos, recrutados ao figado durante o processo de injuria, sdo fonte importante de
intermediarios reativos de oxigénio, enquanto os linfocitos, incluindo linfocitos T
auxiliares CD4+, representam fonte potencial de citocinas que amplificam a resposta
inflamatoria a agressdo hepatica. Em processo continuo, a perpetuagdo da ativa¢ao das
CHE se deve a sua capacidade intrinseca de proliferacdo, contratilidade e fibrogénese, o

que leva ao enrijecimento do parénquima e aumento da pressdo na veia porta .**->°

A degradacdo da MEC ocorre por meio de dois processos: a) quebra da MEC de baixa
densidade do figado normal, denominada “degradacgao patologica” que pode resultar no
agravamento da doenca hepética; e b) degradagdo do excesso de MEC cicatricial que pode
restaurar a arquitetura do figado fibrético na direcio do normal — “degradagdo
restaurativa”. A falha no processo de degradacdo da matriz cicatricial acumulada ¢ a

principal razdo da progressdo de fibrose para cirrose.”'~
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As metaloproteinases participam de ambos os processos de degradagdo da MEC -
restaurativo ou patoldgico. A metaloproteinase de matriz-1 (MMP-1) é a protease mais
importante, capaz de degradar o colageno (C)-1. A fibrose progressiva esta associada a
aumento significativo dos inibidores teciduais das metaloproteinases (TIMP)-1 e TIMP-
2, com consequente reducdo, em cadeia, da atividade dessas proteases, e, dessa forma,

maior acimulo de matriz. As CHE sdo a principal fonte destes inibidores.>?

Independentemente da etiologia da lesdo inflamatéria hepética, a produgdo de
constituintes da MEC ¢ o centro da fibrogénese hepdtica. As transformagdes especificas
na composi¢do da MEC s3o semelhantes nas varias formas de lesdo hepatica, o que sugere
que o mecanismo geral de fibrogénese ndo difere entre as diversas causas de hepatopatia.
Esse fato refor¢a a importancia da identificacio dos componentes envolvidos na
regulacdo da resposta fibrotica, pois os mesmos podem ser alvos especificos de terapia

independentemente da etiologia da doenga hepatica.

1.2.2. Citocinas e quimiocinas

As citocinas e quimiocinas desempenham papel importante na fibrogénese, pois a
inflamacdo persistente quase sempre precede a formacdo do tecido cicatricial. Apos a
lesdo hepatica, varias células secretam citocinas inflamatérias (CK, hepatocitos, células
NK, linfocitos, células dendriticas) que participam na ativacdo das CHE. Apos a ativagdo
das CHE, potencializa-se a produgdo de citocinas e peptideos biologicamente ativos que,
além da acdo autdcrina, apresentam importante papel no processo de reparacio

tecidual . >*>>

Ha citocinas produzidas pelas CHE que impedem a resposta fibrogénica, o que sugere
que as primeiras podem, por si sO, desempenhar papel na inibi¢do da fibrose. Foi
demonstrado que as CHE produzem IL-10 que ¢ um potente imunomodulador e exerce
profunda acdo inibitéria sobre macréfagos que sdo células importantes na resposta
reparadora. O fator de crescimento hepatocitdrio (HGF) também pode inibir a

fibrogénese.’*>’
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As citocinas podem ser divididas, portanto, em grupos relacionados predominantemente
a agdes imunomoduladoras, quimiotaticas, estimulantes do crescimento e fibrogénicas.
Em destaque, estdo as citocinas imunomoduladoras, que incluem o TNF-a, as ILs e os
interferons (IFNs). Elas sdo produzidas por linfocitos, cé¢lulas NK e macréfagos. Sao
classificadas em pro-inflamatérias (IFN-y, IL-2, IL-3, IL-12 e TNF-a), e
antiinflamatorias e pro-fibrogénicas (IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13). O IFN-y tem
recebido atengdo particular no estudo da fibrogénese devido a sua potente atividade

antifibrogénica, aparentemente decorrente de agdo direta nas CHE.>%>

As quimiocinas sao moléculas de baixo peso molecular (8 a 13KDa) inicialmente

identificadas pela sua habilidade em promover a migra¢io de células inflamatérias.®

Mais de 50 quimiocinas ja foram identificadas e agrupadas em quatro subfamilias de
acordo a posicdo dos pares de residuos de cisteina em sua estrutura. As duas subfamilias
mais importantes sao a CC, a maior delas, na qual os primeiros dois residuos de cisteina
(C) sao adjacentes; e a CXC, que possuiu esses residuos de cisteina separados por um
aminoacido (X). As quimiocinas sdo denominadas de acordo com a subfamilia, seguidas
da letra L (ligante) e de um numero correspondente ao gene que a codifica (ex: CCL5 ou
CXCL10). A nomenclatura dos receptores de quimiocinas segue a mesma regra, com a

substitui¢do da letra L pela letra R (receptor).5!62

Fungdes que vao além da migragdo de células do sistema imunolégico tém sido atribuidas
as quimiocinas. Receptores especificos foram identificados em células ndo-imunologicas,
e, com isso, suas fungdes tém se expandido inclusive para orgdos implicados na
homeostase e em aspectos ndo-inflamatorios de lesdes. Ressalta-se que, embora os
receptores sejam especificos para quimiocinas de determinadas subfamilias, cada receptor
geralmente se liga a mais de uma quimiocina. J4 foram descritas participacdo na
diferenciagdo, apoptose e proliferacdo celular, assim como na fibrogénese, angiogénese e

em processos relacionados a metastases tumorais. %>

As células inflamatorias infiltrantes produzem quimiocinas, mas a fonte primdria no
figado sdo os hepatocitos, CK, CHE e células do epitélio biliar. Essas células secretam

um conjunto de quimiocinas que exercem influéncia fundamental na dire¢do do infiltrado
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inflamatorio, sua perpetuacao e desenvolvimento de inflamacao cronica, lesdo hepatica,

regeneragdo e progressio para fibrose ou sua resolugio.®

Os niveis de quimiocinas periféricas geralmente refletem um excedente da producgdo nos
locais de inflamagdo e sdo interpretados como marcadores indiretos de atividade
inflamatoria local. O papel in vivo das quimiocinas na circulag@o periférica ainda ndo esta
totalmente estabelecido. Embora possam representar apenas subprodutos ndo-funcionais,
alguns autores tém especulado que essas quimiocinas séricas ou plasmaticas poderiam
antagonizar a migracao leucocitaria, regulando negativamente os receptores na membrana
dos leucocitos ou interferindo no gradiente de sinalizagdo responsavel pela quimiotaxia
dos leucocitos periféricos. Apesar do papel incerto das quimiocinas circulantes e embora
elas possam refletir também produgdo extra-hepatica, a utilizagdo dos niveis periféricos
desse subgrupo de citocinas como marcadores de dano hepatocelular em pacientes com

doengas hepéaticas vem sendo estudado.®’

CCL2 (MCP-1) ¢ uma importante quimiocina envolvida no processo de inflamacao
hepética, sendo produzida principalmente por estimulos provenientes do stress oxidativo.
Possui fungdo primaria de recrutar monocitos e macrofagos por meio de seu receptor
CCR2. Células NK e linfocitos também expressam CCR2 e migram em resposta a CCL2.
Os niveis intrahepaticos de CCL2 estdo precocemente elevados em alguns modelos
animais de hepatite aguda grave, como na toxicidade induzida por paracetamol, por

exemplo.%%7!

Um eixo composto pelas quimiocinas CXCL9, CXCL10 e CXCL11 (CXCL9-11) ¢
regulado pelo receptor CXCR3 e pela secre¢dao de IFN-y e IFN-B. No figado, CXCR3 ¢
expressa pelas CHE e células do endotélio sinusoidal. Exerce estimulo anti-fibrotico em
situacdes de lesdo hepatica cronica. CXCL9 reduz a expressao de mRNA do colageno
levando a um fendtipo menos ativado, enquanto CXCL10 promove migracdo de CHE.
Tais efeitos opostos podem refletir papéis diferentes para as CHE durante o processo de
injuria ou podem representar a separacdo da populacdo destas células em duas
subcategorias com diferentes fungdes. CXCL9-11 sdo angiostdticas e estudos
experimentais com administragdo de CXCL9 in vivo resultaram em inibicdo da

neoangiogénese e prevengio do desenvolvimento de fibrose.”*"
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Alguns estudos em pacientes com hepatopatia cronica mostram que os niveis hepaticos
de CXCR3 e seus ligantes estdo elevados e correlacionam-se com a gravidade da doenca.
Em modelos animais, a presenca de CXCR3 pode ser protetora por meio de diversos

mecanismos.’®

Nos pacientes submetidos a transplante hepatico, uma das grandes preocupagdes ¢ a
ocorréncia de lesdo por isquemia e reperfusdo favorecendo o surgimento de rejeicao
aguda. Estudos demonstram que nesta situacdo, niveis de CXCL9-11 e outras células
ligantes ao CXCR3 estdo elevados. O bloqueio desta interagdo reduz a lesdo hepatocelular

em modelos experimentais de camundongos.”’ %!

Outro eixo importante na inflamacdo aguda ¢ aquele representado pelas quimiocinas
CXCL1, CXCL2 e CXCLS. Ele apresenta estreita relagdo com quimiotaxia de neutrofilos

e macrofagos e suas ligagdes aos receptores CXCR1 e CXCR2.532-%4

Diversas moléculas sinalizadoras exercem suas agdes por intermédio dos receptores
CXCRI1/CXCR2, como, por exemplo, a IL-8 e MIP-2. Em pacientes com hepatite
alcoolica e lesdo hepatica pelo acetaminofeno, os niveis de CXCLS8 estdo elevados,
predizendo intensa agressao hepatocelular. Em pacientes pds-transplante hepatico que
apresentam niveis elevados de CXCLS, verifica-se elevacdo concomitante de

aminotransferases.®’

Em situacdes de lesdo hepatica, varias células expressam moléculas ligantes aos
receptores CXCR1 e CXCR2, incluindo hepatocitos, CK, CHE, células endoteliais e

biliares.?¢

CXCL12 liga-se ao receptor CXCR4 e interfere na homeostase e em varias respostas
patologicas®’. Uma caracteristica particular da CXCL12 é sua expressdo e niveis elevados
mesmo em tecido hepatico normal. Estes niveis tornam-se ainda mais acentuados em
processos de injuria. Na lesao hepatica, o epitélio biliar expressa CXCL12 e em pacientes

com doenga hepdtica cronica seus niveis elevam-se paralelamente ao estadio de fibrose.®

Ao contrario de varias outras citocinas, CXCL12 ndo ¢ expressa por hepatocitos e CK,

mas sim em cé¢lulas do epitélio biliar, principalmente durante processo de reacdo ductular.

27



CHE e do endotélio sinusoidal sio outras fontes de CXCL12%. A CXCLI12, produzida
localmente, recruta células imunolégicas para o sitio de lesdo, promovendo

angiogénese.”

CXCL12 exerce também papel na adesdo, migracao e extravasamento de linfocitos para
o parénquima hepético. O tratamento de linfécitos com CXCL12 aumenta a capacidade
de adesdo das moléculas ICAM-1, processo necessario para migragao transendotelial,

sugerindo ser este um papel da CXCL12 derivada das células endoteliais.”!*?

Outras quimiocinas induzidas durante processos de inflamagdo, como por exemplo, na
hepatite aguda grave sdao a CCL5 e a CX3CL1. A CCL5 liga-se aos receptores CCR1 e
CCRS5 e tem papel fundamental na fase de migragdo das CHE.**

CX3CR1 ¢ responsavel pelo recrutamento de macréfagos ao figado e estd elevada em
pacientes com quadros de hepatite aguda ou cronica, principalmente relacionados a
agressdo e regeneracdo do epitélio biliar. A inibigdo da expressdo desta quimiocina na
superficie de macrofagos leva a uma perda do controle da apoptose, resultando em

potencializagdo do processo de injiria e expressdo de um fendtipo pro-inflamatério.”%°

1.2.3. A biopsia hepatica como método de avaliaciao de inflamacio e fibrose

Atualmente, o padrao ouro para avaliacdo da inflamacao e fibrose hepaticas ¢ a bidpsia.
Diversos modelos de classificacdo histologica buscam estadiar numericamente a
intensidade e distribui¢do do infiltrado inflamatério e a quantidade e conformagdo do
tecido conjuntivo corado na amostra. Os dois mais utilizados sdo os modelos de Knodell,

modificado por Ishak,”” e o Metavir.”®

A despeito de a bidpsia hepatica constituir o método mais confiavel para a avaliagdo da
fibrose e da inflamacao hepdtica, ndo se trata de exame isento de riscos e desconforto para
os pacientes, o que constitui uma de suas importantes limitagdes. As complicagdes
dependem da técnica utilizada, da gravidade da doenga subjacente e da experiéncia do
profissional, e podem variar, desde minimas, a muito graves. As complicagdes leves sao

as mais comuns e compreendem desconforto transitorio, dor com necessidade de
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analgesia e hipotensdo arterial. Aproximadamente 25% dos pacientes relatam dor no
hipocdndrio ou no ombro direito apos a bidpsia.

Segundo Bravo e col.,”

cerca de 1% a 3% dos pacientes submetidos a bidopsia hepatica
ambulatorial necessitam internacdo devido a complicacdes, principalmente dor e
hipotensdo arterial. Cadranel e col.'” avaliaram prospectivamente 2087 pacientes
submetidos a biopsia hepdtica e registraram complicacdes graves em 0,57% dos casos.
Nesta investigacdo, dor de intensidade moderada ocorreu em 20% dos pacientes e dor

acentuada, com necessidade de analgesia potente e internagdo hospitalar, ocorreu em 3%

dos pacientes, mas ndo houve relato de morte associada ao procedimento.

Sangramento com repercussao clinica ¢ complicagdo potencialmente grave que pode estar
associada a realizagdo da bidpsia hepatica. McGill e col.!”! descreveram a ocorréncia e
gravidade de complicacdes hemorragicas em 9212 pacientes submetidos ao
procedimento. Foram observados 10 casos de hemorragia fatal (0,11%) e 22 de
hemorragia ndo-fatal (0,24%). Os fatores de risco relacionados as complicagdes
hemorragicas foram presenca de cirrose ou carcinoma hepatocelular, idade mais
avancada, sexo masculino e maior nimero de pungdes para a realizagdo do procedimento.
Hemorragia intraperitonial ocorre em geral nas primeiras duas a trés horas apds o
procedimento e pode resultar de laceragdo do figado causada pela inspiragdo profunda
durante a biopsia, perfuracdo de ramo da artéria hepatica ou de tributaria da veia porta.

Picino e col.,'®

ao analisarem retrospectivamente as complicagdes em 68.276 bidpsias
hepéticas realizadas em periodo de dez anos, observaram taxa de mortalidade de nove
para cada 100.000 procedimentos. A ocorréncia de hemoperitonio em portadores de
doencga maligna ou cirrose foi a causa do 6bito em todos os casos. Alguns estudos citam

taxas de mortalidade variando de 0,01% a 0,12%.'03-104

A triade hemorragia digestiva, dor de origem biliar e ictericia sugere hemobilia, que,
geralmente, ocorre cerca de cinco dias apds a bidpsia. Outras complicagdes raras incluem
ascite, pleurite e peritonite biliares, pneumo e hemotorax, enfisema subcutaneo,
pneumoperitonio, abscesso subfrénico, pancreatite, anafilaxia apds biopsia de cisto

equinocdcico e quebra da agulha de biopsia.'®

As principais complicagdes da bidpsia hepatica e suas frequéncias, segundo Harinath e

col,'® estdo listadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Complicagdes da bidpsia hepatica*

Complicagao Frequéncia
Dor em regido da pungao 33%
Resposta vasovagal com hipotensao arterial 12-15%
Hemorragia intraperitonial 0,16%-0,32%
Hemobilia 0,059%
Peritonite biliar 0,06%-0,09%
Perfuracdo da vesicula biliar 0,12%
Perfuracdo de alga intestinal 0,04%
Formacgao de abscesso e sepse 0,09%
Hematoma intra-hepatico e subcapsular 0,06%

Pun¢do do pulmdo levando a hemotéorax ou enfisema 0,014%-0,35%
subcutaneo

Quebra da agulha de bidpsia 0,059%

Obito 0,01%-0,12%
* Adaptado de Harinath e col.'®

A bidpsia hepatica também implica em aumento dos custos e, por ser procedimento
invasivo, ndo pode ser repetido com frequéncia. O resultado expressa uma avaliagdo
estatica do processo fibrogénico e fibrolitico, que constituem processos continuos de
producao e degradacao da MEC. Assim, a bidpsia hepatica ndo ¢ suficiente para se avaliar
a dindmica do processo de fibrose. Ainda, devem ser consideradas a variabilidade inter-
observadores de até 20%, na classificacdo do estadio de fibrose e os erros de interpretagao
que podem ocorrer na vigéncia de tamanho inadequado ou fragmentacdo da amostra a ser

examinada.!06-197

1.2.4. Marcadores séricos de inflamacio e fibrose hepaticas

O meio mais eficaz de reverter a fibrose e impedir sua evolucao para cirrose ¢ identificar
a origem da lesdo inflamatoria e tratar a causa primaria de doenga hepatica. Assim, o
tratamento efetivo da condi¢do priméria torna-se essencialmente antifibrético, por dois
mecanismos: 1) preven¢do do actimulo de cicatriz fibrotica e 2) reducdo da fibrose

instalada pela interrup¢@o do estimulo fibrogénico.

As evidéncias crescentes a respeito da reversdo da fibrose hepatica e o maior
conhecimento acerca dos mecanismos de inflamagdo e fibrogénese tém favorecido a
possibilidade do tratamento desta condicdo.!”® Portanto, o advento do tratamento

antifibrotico especifico representa expectativa e esperanga para os portadores de doenga
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hepatica cronica cujo agente causal ndo € passivel de remocao. Por essa razdo, a avaliagdo
da eficacia terapéutica por meio da monitorizagao da inflamagao e do processo fibrolitico
¢ necessaria e dependerd de novos métodos mais acurados de avaliacdo da inflamacao e
fibrose hepaticas. Levando-se em consideragdo os riscos e as limitagdes da bidpsia
hepética, torna-se imperioso o desenvolvimento e a valida¢do de métodos ndo-invasivos
de diagnostico da inflamacao e fibrose hepaticas que possam ser repetidos com seguranga

durante o acompanhamento dos pacientes.

Atualmente, novos métodos de avaliagdo da inflamacao e fibrose hepaticas vém sendo
investigados. Testes séricos ndo-invasivos, isolados ou combinados em foérmulas
matematicas, tém sido comparados a gradacdo da atividade inflamatoéria e aos estadios de
fibrose observados em biopsia hepatica. Os testes ndo-invasivos sdo classificados em dois
grupos: 1) testes simples, ou indiretos, e 2) testes complexos, ou diretos. Os testes simples
sdo os de menor custo, de técnica facil ou automatizada e constituem, em geral, exames
realizados no seguimento dos pacientes com hepatopatia cronica. Sdo chamados testes
indiretos por ndo avaliarem diretamente os produtos da MEC. Os testes complexos sdao
mais caros, tecnicamente mais dificeis de serem realizados e ndo sdo utilizados de rotina.

Sio testes que investigam diretamente os produtos ou derivados da MEC.!%

Como exemplos de testes simples isolados destacam-se, dentre outros, a contagem de
plaquetas, a dosagem sérica de aspartato aminotransferase (AST), alanino
aminotransferase (ALT), gama glutamil transpeptidase (GGT), bilirrubina total (BT) e
tempo de protrombina — Relagdo Normalizada Internacional (RNI). Como exemplo de
formulas matematicas a partir de testes simples inclui-se o indice da razdo entre AST e

plaquetas (APRI), proposto por Wai e col.!!”

para diagnostico de fibrose avangada e
cirrose em pacientes com hepatite C cronica. O APRI associou-se a areas sob a curva
ROC de 0,82 e 0,89 para predi¢ao de fibrose significativa e cirrose, respectivamente, no

periodo de caracterizacdo, e de 0,88 e 0,94, no periodo de validagao.

Dentre os testes complexos incluem-se: dosagem de citocinas, quimiocinas, acido
hialurénico (AH), alfa-2 macroglobulina, haptoglobina, apolipoproteina Al, colagenos
tipo I, IIl e IV e peptideo amino-terminal do pré-colageno III (PIIIP), dentre outros. Eles
foram testados isoladamente ou em combinagdes, na forma de painéis de exames, alguns

ja padronizados e organizados em kits comerciais.
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1.2.5. Citocinas e quimiocinas como marcadores de atividade inflamatoria e fibrose

hepatica em pacientes com hepatopatia cronica

Vecchiet e col.'!! estudaram os niveis de IL-18 em 34 pacientes com hepatite C cronica
e em 13 com doenga hepatica gordurosa ndo-alcodlica (DHGNA) comparando-os
aqueles de individuos controle higidos. Observaram niveis mais elevados de IL-18 em
pacientes com hepatite C quando comparados aqueles de individuos com DHGNA

(p<0,01) e controles (p<0,005), sugerindo ser a IL-18 um marcador de inflamagao.

1112

Spahr e co avaliaram os niveis séricos de IL-18, da proteina ligante da IL-19 (IL-
18BP), IFNy e TNF-a em 84 pacientes com hepatite alcoolica e 10 individuos controle
higidos. Os niveis de IL-18 ¢ TNF-a foram mais elevados em pacientes com hepatite
alcoodlica grave (indice de Maddrey >32) quando comparados aos controles. Os niveis de
IL-18BP foram mais elevados entre os pacientes com hepatite alcoolica (leve e grave)
quando comparados aos controles. Houve relag@o entre o escore de Child-Pugh e os niveis
de IL-18, IL-18BP e TNF-a.. Pacientes que faleceram durante a internacdo apresentaram

niveis mais elevados de IL-18BP e TNF-a, a admissdo, fato que sugere a possibilidade

de tais citocinas se constituirem em marcadores prognosticos.

Jia € col.!"® estudaram o papel da IL-18, IL-10 ¢ TNF-o. em pacientes com hepatite C
cronica. Observaram niveis séricos mais elevados dessas citocinas nos pacientes com
doenga cronica quando comparados a individuos controles higidos (p<0,05). Nos
pacientes tratados com IFN, houve redugdo proporcional dos niveis de IL-10 nos ndo-
respondedores, respondedores parciais e respondedores completos, podendo ter utilidade

como preditores de resposta a terapia.
Schvoerer € col.''* avaliaram os niveis séricos de IL-18 em 56 pacientes com hepatite C
crOnica e observaram relagdo positiva entre estes e os achados de inflamagdo a biopsia

hepética.

Tsuitsui e col.'!® descreveram o potencial da IL-18 em ativar a resposta inflamatéria por

meio da indugdo de IFN-gama em associacdo a IL-12. Pacientes com hepatite fulminante,
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hepatites virais cronicas e cirrose biliar primaria apresentam niveis séricos elevados de
IL-18, que se correlacionam positivamente com gravidade da doenca.

Cecere e col.'!®

estudaram a resposta imune de pacientes com hepatite cronica pelo virus
C. Observaram que a proteina do nucleo viral exerce efeito supressor sobre a producao
daIL-12. Como a acdo da IL-12 ¢ importante na inducdo da imunidade Th-1 que participa
do clareamento viral intracelular, ha déficit principalmente da producao de IL-2 e IFN-
gama. Esse efeito pode contribuir para maior dificuldade de erradicacdo do virus. Os
autores sugerem o estudo de novas abordagens terapéuticas como intervengdes
imunologicas (vacinas de DNA, estimulantes da resposta Thl) e intervengdes genéticas
(oligonucleotideos).

Louis e col.!'”

estudaram o papel da IL-10, citocina de acdo antinflamatoria em alguns
modelos experimentais de doencas hepaticas. Sua neutralizacdo levou a maior dano
hepético, enquanto que sua infusdo foi capaz de limitar a necrose celular. Resultados
semelhantes foram verificados por Thompson e col.

Avramescu e col.'!®

estudaram a relagdo entre niveis séricos de algumas citocinas e
aspectos da histologia hepatica em 35 pacientes com hepatite C cronica. Niveis elevados
de TNF-a, IL-6, IL-8 e IL-10 foram observados em pacientes com hepatite cronica ativa

e cirrose, havendo correlagdo positiva destes com os graus de atividade inflamatoria.

Streetz e col. verificaram niveis séricos e intra-hepaticos elevados de IL-6 em pacientes

com hepatopatia cronica. Estes apresentaram relagdo com a progressdo da doenca.'!120

A IL-6 pode desempenhar papel protetor durante a fibrogénese hepatica. Kovalovich e
col. demonstraram que camundongos que ndo expressam IL-6 apresentam maior lesdo
hepatica e apoptose apds injecdo tUnica de CCL4, o que resultou em maior
desenvolvimento de fibrose apds doses subsequentes.!?! Nasir e col demonstraram que o
tratamento sistémico com inje¢des de IL-6 seguido de transplante intrahepatico de células

tronco reduziu a apoptose e fibrogénese relacionada a toxicidade por CCL4.'*

Sugimoto e col. demonstraram associa¢ao da IL-13 com a progressao da fibrose hepatica

por meio da indu¢io de producio de coligeno e TGFP por CHEs.!?* Shimamura e col
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verificaram efeitos antifibroticos apos injecdo de citotoxina neutralizante de IL-13 em

modelo experimental de esteatohepatite. '**

Meng e col. demonstraram que a IL-17 induz produgio de colageno em CHE.'?* Zheng e
col. mostraram evidéncias de que o bloqueio da IL-17 reduz a fibrose hepdtica, enquanto

que o tratamento com IL-17 recombinante estimulou a fibrogénese.'*°

Dunn e col.'?” investigaram o papel da resposta imune inata na mediagio do dano hepatico
em pacientes com hepatite cronica pelo virus B. Observou-se relagdo entre os picos de
inflamacao (flares) e elevacao dos niveis de IL-8, IFN-a, e na expressdo de TNF-a por
células NK. Esses achados foram confirmados também quando comparados pacientes
com hepatite B cronica e individuos portadores inativos do virus da hepatite B. Os autores
sugeriram que as células NK contribuem para a inflamagao hepatica por meio da ativacao

de citocinas produzidas durante a infec¢ao pelo virus B.

Falleti e col.'*® estudaram a associagdo entre expressdo de IFN-y, seu receptor 1, IL-6, IL-
10, IL-18 e TNF-a e a progressao da fibrose na recorréncia da hepatite C em 50 pacientes
pos-transplante hepatico. Pacientes com maior produg¢do de IL-10 apresentaram
progressdo mais rapida da fibrose. Pacientes com menor producdo de IL-10 e maior
producdo de IFN-y apresentaram menor progressdo da fibrose quando comparados aos
que apresentaram maior produgdo de IL-10 e menor producio de IFN-y.

Neumam e col.'?’

avaliaram os niveis séricos de citocinas e quimiocinas em 778 pacientes
com hepatite C crdnica, sem tratamento, com varios graus de atividade inflamatoria e
estadios de fibrose. Houve correlag@o positiva entre o grau de inflamagao e os niveis de
IL-2 ¢ TNF-a. Os niveis de IL-8 elevaram-se significativamente de acordo com a
elevacdo do escore de Ishak para inflamacdo. Os niveis de TGF-B elevaram-se
proporcionalmente ao estadio de fibrose, mas notou-se reducdo em pacientes com
cirrose.'®

Suzuki e col.!*®

estudaram modelos experimentais de doenca hepatica e observaram
elevacdo dos niveis de IL-15 durante inflamac¢do. Houve resposta do tipo reparadora
quando IL-15 foi administrada a camundongos adultos, sugerindo papel na atividade

regenerativa em situagdes de lesdo hepatica.
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Falasca e col.*! avaliaram o perfil de citocinas em pacientes com hepatite cronica pelos
virus B e C. Niveis séricos de IL-6 e IL-18 foram mais elevados quando comparados aos
de pacientes do grupo controle higidos. Pacientes com hepatite B apresentaram niveis
mais elevados de TNF-a e IL-2. Houve relacdo entre os niveis de IL-6 e duracdao da

infeccdo e carga viral; e, entre os niveis de IL-18 e aqueles da AST.

Huang e col.'*? estudaram o tratamento com infusio de IL-10 em modelos animais
experimentais de lesdo hepatica induzida por CCL4. Observaram que a IL-10 pode
reverter a fibrose hepatica neste modelo por meio do bloqueio da reacdo inflamatoria
(redugdo dos niveis de TNF-a), inibi¢do da expressdo de MMP-2 e TIMP-1 e redugdo do
deposito de C-I e C-II1.

Itoh e col.!??

avaliaram os niveis do receptor solivel do TNF-a (RsTNF-a) na hepatite C
crOnica e investigaram a sua associacdo com parametros bioquimicos hepaticos e virais.
Foram estudados 84 pacientes e suas respostas ao tratamento antiviral. Os niveis séricos
do RSTNF-a elevaram-se na propor¢ao da gravidade da doenga hepatica e demonstraram
correlacdo com os niveis das aminotransferares, GGT e gama-globulina, mas ndo com os
niveis de proteinas virais. No grupo de pacientes que respondeu ao tratamento, houve
reducdo significativa do RSTNF-a p75, mas ndo do p55. No grupo ndo-respondedor, os
niveis de RsTNF-a foram semelhantes antes e apds o tratamento, sugerindo que o
RsTNF-a, principalmente o p75 pode estar envolvido no processo de inflamagao e fibrose
hepéticas na hepatite C cronica.

Zylberberg e col.!**

investigaram os niveis de TNF-a e do RsTNF-a em 60 pacientes com
hepatite C cronica antes e ap0s terapia, comparando-os com aqueles de individuos sadios.
Observaram niveis mais elevados de TNF-a e do RsTNF-a nos pacientes infectados.
Houve correlagdo positiva entre os niveis do RSTNF-a p75 e os achados histologicos de
inflamacao; e, os niveis de RsSTNF-a p75 e p55 foram mais elevados em pacientes

cirréticos quando comparados aos ndo-cirrdticos. Nao houve relagio entre os RsSTNF-a e

o genotipo, carga viral ou resposta ao tratamento.
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Abiru e col.'®

avaliaram um painel de citocinas em 44 pacientes com doenga hepética
gordurosa ndo-alcoodlica. Eles observaram que pacientes com esteatohepatite
apresentaram niveis séricos mais elevados de TNF-a e IL-6 quando comparados a
pacientes com esteatose. Houve correlagdo positiva entre os niveis tanto do RsTNF-a
como do receptor soluvel de IL-6 e graus de inflamagdo e niveis de aminotransferares em
pacientes com esteato-hepatite.

Tokushige e col.!®

compararam os niveis do RSTNF-a com achados histologicos em 82
pacientes com esteatohepatite ndo-alcodlica. Observaram-se niveis mais elevados de
RsTNF-o em pacientes com maior atividade inflamatdria e fibrose, mas ndo houve

correlacdo com a quantidade de esteatose hepatica.

As quimiocinas também tém sido relacionadas as alteragdes histologicas em pacientes
com doencas hepaticas de diferentes etiologias.!*’"'* Os niveis séricos de CXCL9,
CXCL10 e CXCL11 estdao mais elevados em pacientes com doencas hepaticas e estdo
associados ao estadio de fibrose.'**'** A expressdo da CXCL10 foi relacionada ao grau
de apoptose em pacientes com hepatite C, por meio da ativacio do receptor TLR-4.'%
Essas quimiocinas ligantes do receptor CXCR3 também foram estudadas em trabalhos de
Zeremski e col.'**146 Niveis séricos e intrahepaticos elevados de CXCL10 foram

associados a estadios mais avangados de fibrose e niveis séricos elevados de CXCL9

foram associados a graus mais intensos de inflamacao, em pacientes com hepatite C.

Os niveis séricos de CXCL10 foram identificados como biomarcadores para recorréncia
de fibrose significativa em pacientes pos-transplante hepatico por hepatite C e a resposta

ao tratamento com antiviral em pacientes com hepatite B.'*7-14

Em modelos experimentais de camundongos, o receptor CXCR3 se mostrou protetor por
meio da acdo de células T polarizadas (Thl) e células T regulatorias (Treg) subtipo
Foxp3C/CD25. No trabalho de Erhardt e col., o bloqueio deste receptor resultou em

exacerbagdo da lesdo hepatica.'>’
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As quimiocinas ligantes ao receptor CCR3 (CCL3, CCL4 e CCL5) foram expressas em
niveis mais elevados em figados com estadio mais avancado de fibrose em modelos

experimentais. !

Os niveis sérico e hepatico da CCL2 foram relacionados ao grau de inflamag¢do em
pacientes com hepatopatia alcodlica.'”* Por outro lado, a neutralizagio do eixo
CCL2/CCR2 em um modelo de lesdo hepatica mediado por célula T resultante da
toxicidade por concanavalina A levou a piora do quadro, indicando que, neste modelo, a
CCL2 pode apresentar efeitos anti-inflamatérios.”> A agdo da CCL2 se baseia
principalmente no recrutamento de mondcitos e linfocitos. A inibigdo de linhagens
especificas de monocitos (Ly-6C+) recrutados pela CCL2 pode acelerar o processo de
regressio da fibrose em alguns modelos experimentais.!>* Trabalhos recentes tém

mostrado diferentes agdes em determinados subtipos destas células.'>>1%7

As citocinas e quimiocinas estdo intimamente relacionadas a regulagdo da resposta imune,
levando ao desenvolvimento das doencas hepdticas cronicas. O efeito exato de
determinada citocina depende de diferentes fatores, incluindo o tipo de célula produtora,
a natureza da célula na qual sua agdo sera exercida e a etiologia da doenca. Estes efeitos
podem ser protetores, patogénicos ou ambos, dependendo do modelo de doenca

estudada.!>8-160
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2. OBJETIVOS

Determinar o nivel sérico das seguintes citocinas e quimiocinas: fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), interferon gama (IFN-y), interleucina (IL)-1p, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-
10, IL-12p70, CCL2, CCLS5, CXCLS8, CXCL9 e CXCL10 em pacientes com hepatopatia

cronica de diferentes etiologias.

Estudar o perfil das citocinas e quimiocinas nos pacientes com doenga hepdtica cronica.

Comparar o nivel sérico dos referidos biomarcadores entre os pacientes com doenca

hepatica cronica e individuos sadios (doadores de sangue).

Comparar o nivel sérico dos referidos biomarcadores entre as diferentes etiologias de

doenga hepatica cronica.

Avaliar o desempenho das concentragdes séricas das citocinas e quimiocinas no
diagnostico dos diferentes graus de atividade inflamatoria e estadios de fibrose hepatica

nos pacientes com doenca hepatica cronica.
Avaliar o desempenho das concentragdes séricas do AH, colageno-IV e APRI no

diagnostico dos diferentes estadios de fibrose hepatica nos pacientes com doenga hepatica

cronica.
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3. PACIENTES E METODOS

3.1. Pacientes

Incluiu-se nesta investigacdo uma série constituida por 225 adultos com diagnostico de
hepatopatia cronica de qualquer etiologia e com indicagdo de realizacdo de bidpsia
hepética, atendidos entre junho de 2009 e agosto de 2012 no Ambulatorio de Figado
Clinico do Instituto Alfa de Gastroenterologia do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG). A assisténcia médica incluiu anamnese e exame fisico
completos, quantificacdo do consumo de dalcool pregresso e atual, exames
complementares de avaliagdo de inflamagdo e funcdo hepatica e investigagdo completa
para as hepatopatias especificas (virais, toxicas, metabodlicas, auto-imunes e vasculares).
Todos os pacientes foram submetidos aos exames laboratoriais e a biopsia hepatica
seguindo o protocolo estabelecido no Servico e conforme a indicagdo clinica, de acordo

com os protocolos internacionais e nacionais em vigor e nao para a finalidade da pesquisa.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal
de Minas Gerais (ETIC 0637.0.203.000-09) e todos os pacientes assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 1).

As biopsias hepaticas foram realizadas no Servico de Radiologia do Hospital das Clinicas
da UFMG. As amostras foram fixadas em formalina, embebidas em parafina, seccionadas

em laminas de 4 micrometros de espessura e coradas com hematoxilina e eosina.

A colheita de sangue (aproximadamente 10 mililitros) foi feita instantes antes da
realizagao da biopsia, apds leitura, concordancia e assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. O sangue foi centrifugado logo apds a colheita e o soro congelado a

-80°C até a realizacdo dos experimentos.

Para a andlise comparativa entre as etiologias, os pacientes foram agrupados da seguinte
forma: hepatites virais (hepatite B ou C cronicas), DHGNA, doenga hepatica autoimune
(hepatite autoimune, cirrose biliar primdria e colangite esclerosante primaria) e

hepatopatia criptogénica. Encontra-se discriminada na Tabela 2, as caracteristicas dos
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pacientes incluidos no estudo e a distribuicdo dos casos segundo a intensidade da

inflamacao e grau de fibrose.

Tabela 2. Caracteristicas dos pacientes e distribui¢do dos casos segundo a
intensidade da inflamacao e grau de fibrose.

Hepatites = DHGNA  Autoimunes Criptogénica  Todos os
Virais (%) (%) (%) (%) pacientes(%)
n 104 40 50 17 211
Idade média* 48,5 42,6 42,6 47,4 47,4
Masculino 64 (57,6) 21 (52,5) 15 (30,0) 15 (62,5) 115 (51,1)
Inflamacgao
Ausente 8(7,7) 9(22,5) 2 (4,0) 2 (11,8) 21 (9,9
Leve 54 (51,9) 19 (47,5) 19 (38,0) 8 (47,1) 100 (47,4)
Moderada 39 (37.,5) 10 (25,0) 16 (32,0) 6 (35,3) 71 (33,6)
Intensa 329 2 (5,0) 13 (26,0) 1(5,9) 19 (9,0)
Fibrose
Ausente ou
discreta 60 (57,7) 23 (57,5) 24 (48,0) 10 (58,8) 119 (56,4)
Moderada 20 (19,2) 8 (20,0) 17 (34,0) 2 (11,8) 55 (26,1)
Cirrose 24 (23,1) 9(22,5) 9 (18,0) 5(29,4) 37 (17,5)

*anos; DHGNA, doencga hepatica gordurosa nao alcodlica.

Consideraram-se os seguintes critérios de exclusdo: bidpsia hepatica com menos de cinco

tratos portais ou fragmentada impedindo a adequada analise histopatologica.

3.2. Classificacao histopatoldgica

As biopsias hepdticas foram revistas simultaneamente por trés patologistas, especialistas

em histologia hepatica, ndo informados a respeito da historia clinica e resultados de

exames complementares. O resultado histopatologico registrado foi o consenso desta

andlise simultinea, método semelhante ao utilizado por Lok e col.! O grau de atividade

inflamatoria e o estadio de fibrose foram definidos segundo a classificagdo proposta por

Ishak.? Para fins deste estudo, a inflamagdo foi classificada como ausente se pontuagio
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igual & zero; minima se pontuacgdo entre um e trés; moderada, se pontuagdo entre quatro
€ oito; intensa se maior ou igual a nove. A fibrose foi definida como minima se pontuagao
menor que trés; significativa, se pontuagdo igual ou maior que trés (presenca de no
minimo fibrose em ponte); e cirrose se pontuacdo igual a cinco ou seis. Bidpsias
fragmentadas ou com menos de cinco tratos portais foram consideradas inadequadas para

a investiga¢do. Considerou-se, para a investigacdo, uma Unica biopsia de cada paciente.

3.3. Quantificacio das citocinas e quimiocinas

Foram dosadas no soro as citocinas IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12,
TNF-a e [FN-y e as quimiocinas CCL2, CCL5, CXCLS8, CXCL9 e CXCL10. Os niveis
das citocinas e quimiocinas foram quantificados utilizando-se o sistema Cytometric Bead
Array (CBA) (BD, Pharmingen, USA) que emprega uma mistura de esferas de
poliestireno, de intensidades de fluorescéncia discretas e distintas e recobertas com
anticorpos especificos para as citocinas humanas. Essa metodologia permite a avaliacdo
simultanea de quatro a seis biomarcadores no mesmo ensaio, empregando-se um pequeno

volume de amostra (25uL do soro), como descrito sumariamente a seguir.

Aliquotas de 25uL dos padrdes de citocinas ou quimiocinas foram submetidas a dilui¢cao
seriada com diluente G (“Top Standard” — 5000 pg/mL, 1:2 — 2500 pg/mL, 1:4 — 1250
pg/mL, 1:8 — 625 pg/mL, 1:16 —312,5 pg/mL, 1:32 — 156 pg/mL, 1:64 — 80 pg/mL, 1:128
— 40 pg/mL e 1:256 — 20 pg/mL) e 25uL de diluente G (controle negativo). Apds a
preparacao das amostras e dos padrdes, estas foram transferidas para tubos de poliestireno
de SmL. A cada tubo foi adicionado 15uL da mistura de esferas de captura, conjugadas
com anticorpos monoclonais anti-citocinas IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, TNF-a e IFN-y
(Human Th1/Th2 Cytokine CBA Kit, BD, Pharmingen, USA) ou com anticorpos
monoclonais anti-citocinas IL-1 beta, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 e TNF-a.

1. LOK AS, GHANY MG, GOODMAN ZD et al. Predicting cirrhosis in patients with hepatitis C based on standard

laboratory tests: results of the HALT-C cohort. Hepatology 2005;42:282-92.

2. ISHAK KG, BAPTISTA A, BIANCHI L et al. Histological grading and staging of chronic hepatitis. J Hepatol
1995;22:696-99.

(Inflammatory Cytokine CBA Kit, BD, Pharmingen, USA) ou com anticorpos
monoclonais anti-quimiocinas CCL2, CCL5, CXCLS8, CXCL9 e CXCL10 (Chemokine
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CBA Kit, BD, Pharmingen, USA). Os tubos foram incubados por 90 minutos, ao abrigo
da luz. Apds a incubagdo, as esferas de captura foram lavadas com 500uL de tampao
fosfato salinico (PBS), centrifugadas por sete minutos a 18°C e o sobrenadante
cuidadosamente descartado. As esferas foram, entdo, reincubadas na presenga de 18uL
do coquetel de anticorpos monoclonais anti-citocinas ou anti-quimiocinas humanas,
conjugados com ficoeritrina (PE) por 90 minutos ao abrigo da luz. Apds a incubagdo, as
esferas foram novamente lavadas com 500uL de PBS, centrifugadas a 600g por sete
minutos a 18°C e o sobrenadante cuidadosamente descartado. As esferas foram
ressuspendidas em 250uL. de PBS e os dados imediatamente adquiridos e analisados no

citdmetro de fluxo (FACSCalibur®, BD, USA).

A aquisigdo dos dados obtidos foi realizada no citometro de fluxo FACSCalibur®. Apos
as etapas de marcacdo, um total de 1.800 eventos/regido (R1) foi obtido com base em
graficos de tamanho versus granulosidade (Figura 1A). Inicialmente, para a analise dos
dados, as microesferas foram separadas em graficos de distribuicdo FL3 x FL2, onde as
esferas com intensidades de fluorescéncia distintas ocupam posicdes especificas ao longo
do eixo Y (FL3). A andlise do deslocamento das esferas ao longo do eixo X (FL2) foi
empregada como varidvel proporcional a concentragdo de cada citocina ou quimiocinas

presente na amostra (Figuras 1B e 1C).

Para a obtencdo dos resultados da analise quantitativa das citocinas ou quimiocinas, uma
curva padrao foi construida, baseada nos padrdes de citocinas em concentragdes de
20pg/mL — 5.000pg/mL. Um modelo de ajustamento, por meio da constru¢ao da curva
do 4° parametro logistico, que permite o ajuste da melhor curva ndo linear para dados
detectaveis, foi utilizado. Dessa forma, foi possivel extrapolar valores de intensidades de

fluorescéncia de amostras fora dos limites da curva padrao.
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Figura 1: Representagdo esquematica da analise de citocinas, do soro, por meio do ensaio com microesferas
por citometria de fluxo.

(A) Delimitagdo da regido de microesferas, através de graficos de distribui¢do pontual de tamanho versus
granulosidade.

(B) Discriminagdo das microesferas conjugadas com anticorpos monoclonais de captura de citocinas com
diferentes intensidades de fluorescéncia, posicionadas em regides especificas ao longo do eixo Y (FL3) em
graficos de distribuig¢do pontual FL2 versus FL3.

(C) Histograma das microesferas, ao longo do eixo X (FL2) em graficos de distribui¢do pontual FL2 versus

FL3, proporcional a concentragdo de cada citocina presente nos padroes, plasmas e sobrenadantes testados.

3.4. Analise estatistica

Ao término do estudo os dados foram organizados em banco de dados para viabilizar a
realizagdo da andlise estatistica. As variaveis categoricas foram apresentadas como
numeros e porcentagens. As varidveis continuas foram expressas como média + desvio
padrdo ou mediana. Para a comparagdo entre os grupos, foram utilizados os testes de
Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis, de acordo com a indicagdo. As correlacdes foram

realizadas utilizando-se o coeficiente de correlagdo de Spearman.
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Foram construidas curvas ROC (receiver operating characteristic) empregando-se os
niveis séricos de cada citocina no intuito de se determinar o desempenho dos
biomarcadores no diagnostico de inflamagao e fibrose. A inflamagao foi subdividida em
trés grupos: qualquer grau; moderada/intensa e intensa. Este procedimento foi realizado
para todos os pacientes como um grupo e para cada grupo de diferentes etiologias
separadamente. O mesmo processo foi realizado para o diagnostico do estadio de fibrose.
Além das citocinas e quimiocinas, o desempenho dos niveis séricos do AH, colageno-1V
e APRI foram avaliados para o diagnoéstico de fibrose. Pontos de corte foram
determinados para cada biomarcador em cada subcategoria de inflamagdo e fibrose. Para
cada ponto de corte selecionado, foram calculadas a especificidade e a razdo de

verossimilhanga.

A analise de regressao logistica multipla foi utilizada para determinar a relagdo entre os
biomarcadores e os grupos etiologicos de hepatopatia cronica e a relagdo entre os
biomarcadores e o grau de fibrose. Para o ultimo, duas classificacdes do estadio de fibrose
foram utilizadas: 1) fibrose inicial (estadios FO-F2) e fibrose significativa (estadios F3-
F6); 2) auséncia de cirrose (estadios FO-F4) e cirrose (estadios F5-F6). Os biomarcadores

que foram significativamente (p <0,25) associados com os eventos a analise univariada,
. , ~ ;. s ~
foram incluidos no modelo de regressdo logistica log [”—1] = a + [;x;. A selecdo dos
0

biomarcadores foi realizada pelo método stepwise. A partir dos modelos finais, calculou-
se a odds ratio (OR) dos marcadores selecionados. Considerou-se valores de p <0,05
como estatisticamente significativos. A analise estatistica foi realizada por meio do

software SPSS 19.0 (SPSS, Chicago, IL, USA).
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Abstract

Background & Aims: the pathogenesis of liver diseases is not fully understood. It
involves hepatocellular inflammation and death ruled by a microenvironment of
cytokines/chemokines interactions. The characteristics of the expression of these
biomarkers are important to further elucidate the pathogenic mechanisms of the hepatic
disorders. We investigated the cytokines and chemokines serum profile of patients with
chronic liver disease of different etiologies. Methods: the study included 225
consecutive adult patients with chronic liver disease attended at an outpatient liver clinic
and 15 healthy individuals to serve as a control group. Interleukin (IL)-1p, IL-2, IL-4, IL-
5, IL-6, IL-10, IL-12p70, tumor necrosis factor (TNF)-a, interferon (IFN)-y, CCL2,
CCL5, CXCL8, CXCL9 and CXCL10 were measured in the serum by cytometric bead
array. Results: one hundred and one individuals presented chronic B or C viral hepatitis,
40 nonalcoholic fat liver disease (NAFLD), 50 autoimmune disorders, and 24 cryptogenic
diseases. Serum levels of all the biomarkers were significantly higher in the patients with
liver disease when compared to the controls. The analysis according to the etiology
showed that the cytokines and chemokines profile was somewhat different. The logistic
regression demonstrated CXCL10 and CCL2 as significant biomarkers of chronic viral
hepatitis, when compared to the NAFLD and autoimmune disorders patients,
respectively. CXCL8 was more commonly associated with NAFLD and autoimmune
disease when compared to chronic virus hetpatitis. Conclusions: Cytokines and
chemokines profile was somewhat different according to the etiology of the chronic liver

disorder. CXCL10, CCL2 and CXCLS8 were the most promising biomarkers.

Keywords

Hepatic disease; cytokines; chemokines; immune profile.
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Introduction

Liver cirrhosis is one of the leading causes of hospitalization and death worldwide. Its
pathogenesis involves hepatocyte inflammation and death, activation and proliferation of
hepatic stellate cells (HSC) with subsequent production of extracellular matrix and
fibrosis formation, in an inflammatory microenvironment maintained by cytokines and

chemokines.!

Apoptosis, necrosis and necroptosis constitute the different modes of hepatocellular
death. The insult triggers specific cell death responses such as damage-associated
molecular patterns which link cell death and inflammation, driving liver disease

progression and the development of liver fibrosis and cirrhosis.*

Cytokines and chemokines are immunological active molecules responsible for
orchestrating the immune response. They exert a spectrum of functions ranging from
recruitment of the innate immune response cells to regulation and control of cell death.’"

7 Thus, they play a crucial role in different pathologic processes.

Cytokines and chemokines expression in serum and hepatic parenchyma of individuals
with liver disease is altered, and influences the different mechanisms of cell death
observed in the liver diseases of different etiologies.®!” The description of the magnitude
and characteristics of the expression of these biomarkers is important for understanding
the pathogenic mechanisms of liver diseases, developing surrogate markers of
inflammation and fibrosis, and also for the development of anti-inflammatory and

antifibrotic drugs.
We aimed to characterize cytokines and chemokines serum profile in patients with

chronic liver disease, compare these levels to those from healthy individuals, and also

among the different etiologies of the liver disorder.
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Patients and Methods

Study population

A total 0of 225 consecutive patients with chronic liver disease were prospectively selected
among those attended at the Hepatology Clinic, University Hospital, Universidade
Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Brazil, during a two-year period (2010-2012).

The group of patients with hepatic disease was separated into four subgroups according
to the etiology of the liver disease as follows: chronic viral hepatitis (Virus), which
included hepatitis B (HBV) and C (HCV) virus infection without previous treatment;
nonalcoholic fat liver disease (NAFLD); autoimmune liver disease (Al) including
autoimmune hepatitis, primary biliary cirrhosis and primary sclerosing cholangitis; and
cryptogenic liver disease. Serum sample was obtained from 15 healthy individuals (blood

donors) to serve as a control group.

This study was approved by the Ethic Committee of the Universidade Federal de Minas
Gerais (ETIC 0637.0.203.000-09) and written informed consent was obtained from all

patients.

Serum biomarkers

Serum sample was obtained from each patient and stored at -80°C. The following serum
markers were investigated: the cytokines interleukin (IL)-1p, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-
10, IL-12p70, tumor necrosis factor (TNF)-a and interferon (IFN)-y; and the chemokines
CCL2, CCL5, CXCLS8, CXCL9 and CXCL10.

The serum markers were quantified by flow cytometry, using a cytometric bead array

(CBA) immunoassay.

Cytometric bead array immunoassay
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CBA measurement of multiple biomarkers in a single sample (25ul) was performed using
three different immunoassay kits: Human Th1/Th2 Cytokine Kit, Human Inflammatory
Cytokine Kit and Human Chemokine Kit (BD Biosciences, Pharmingen, CA). The CBA
kits use polystyrene microbeads, consisting of distinct populations, unique on their type-
3 fluorescence intensity (FL-3) each coupled to a monoclonal antibody (mAb) against
one of biomarkers IL-1f3, IL-6, IL-10, IL-12p70 and TNF-a (Human Inflammatory
Cytokine Kit), or IL-2, IL-4, IL-5 and IFN-y (Human Th1/Th2 Cytokine Kit) or CCL2,
CCL5, CXCLS8, CXCL9 and CXCL10 (Human Chemokine Kit) to capture a given
cytokine. The captured biomarkers were then detected via direct immunoassay using a

cocktail of six different mAbs coupled to phycoerythrin (PE) (FL-2).

The biomarkers quantification was performed as previously described.!!"!* Briefly, 25ul
of serum or standard were added to 15ul of mixture beads and incubated for 90 minutes
at room temperature in the dark. The biomarkers standard calibrator mixture was used for
each assay. After incubation, the samples and standards were washed with 500ul of wash
buffer and centrifuged at 600g for seven minutes at room temperature. Subsequently, 20ul
of detection cocktail consisting of PE conjugated mAbs were added to each tube and the
mixture incubated for 90 minutes at room temperature in the dark. Following incubation,
the samples and standards were washed again with 500ul of wash buffer and centrifuged
at 600g for seven minutes at room temperature to remove unbound detector reagent. After
washing, 250ul of wash buffer was added to each tube prior to data acquisition using a
fluorescence activated cell sorter (FACS) Calibur® flow cytometer (Becton Dickinson,
San Diego, CA). Although the fluorescently labeled particles in the CBA immunoassay
are designed to be excited by the 488nm laser common to all BD flow cytometers, they
can also be excited by the red diode laser on dual-laser BD FACS Calibur instruments.
The detection of particle emission on the FL-4 channel simplifies the instrument set-up
procedure and reduces the need for fluorescence compensation. Thus, a maximum total
of 1800 events/gate were acquired after proper setup of a flow cytometer to measure
forward (FSC) and side (SSC) light scatters and dual-colour (FL-4 and FL-2) flow
cytometric acquisition, using a dual-laser BD CBA template. Data analysis was

performed using the BD Bioscience CBA software.

Statistical analysis
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Categorical data were presented as numbers and percentages, continuous data were
expressed as mean + standard deviation or median, as appropriate. Serum cytokines and
chemokines concentrations were compared using the Kruskal-Wallis test. Post hoc
analysis was performed with Dunn’s multiple comparison test. Statistical significance

was assumed at p <0.05.

The cytokines and chemokines profile was assessed to identify low and high biomarkers
producers. Briefly, after the establishment of the global (chronic liver diseases plus
controls) median of the cytokines and chemokines concentrations, the percentages of
individuals showing high biomarkers levels, i.e., above the global median value, were
calculated for each cytokine/chemokine. Radars charts were further used to summarize
the cytokine signatures. Each axis represents the frequency (%) of cytokine
concentrations. The graphics were provided by GraphPad Prism version 5.0 (San Diego,

CA).

Cytokines and chemokines networks were developed from the correlation (Spearman’s
correlation) of the biomarkers between each other. All the statistically significant
correlations (p <0.05) were included in the network and categorized according to the
strength of the correlation as follows: low (r <0.35), moderate (r = 0.35 to 0.65), strong
(r >0.65) or negative. The significant correlations representing the interactivity between
the investigated cytokines and chemokines were compiled using the open source

software, Cytoscape (version 2.8).

Multinomial logistic regression analysis was performed to determine the relation between
the biomarkers and the etiology of the liver disease. The biomarkers that were
significantly (p <0.25) associated with the events in the univariate analysis (simple linear
regression) were included in the multivariable logistic regression model. The selection of

the variables followed the stepwise method. The variables that entered the final model

(log |NAFLD.ATu CRYPTO | — o 1 B x.) were: IFN-y, IL-12, CXCL10, CCL2 and CXCLS.

TyirUS

Results
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From the 225 patients, 115 (51.1%) were male and the mean age was 47+13.3 (range, 18-
80) years. The distribution of the patients according to the etiology of the hepatic disease
was as follows: 111 (49.3%) individuals presented chronic viral hepatitis (71 HCV and
40 HBV), 40 (17.8%) NAFLD, 50 (22.2%) autoimmune disorders (23 autoimmune
hepatitis, 13 primary biliary cirrhosis and 14 primary sclerosing cholangitis), and 24

(10.7%) were classified as cryptogenic.

Expression of biomarkers in chronic liver diseases of different etiologies

The median serum levels of all biomarkers were significantly higher in the patients with
liver disease when compared to that of the healthy controls. When the patients were
stratified according to etiology of the liver disease, serum levels of CXCL10 were
significantly higher in the Virus and Al groups when compared to the NAFLD patients.
Furthermore, serum levels of CCL2 were significantly higher in the patients with NAFLD
when compared to the Al and cryptogenic groups, and in the patients with viral hepatitis

in comparison to the Al group (Figure 1).
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Figure 1. CXCL10 and CCL2 median serum concentrations (pg/ml) in patients with chronic liver disease
according to etiologic groups: VIRUS - chronic viral hepatitis B or C (C), NAFLD - nonalcoholic fat liver
disease (' ), Al - autoimmune liver disorders (autoimmune hepatitis, primary biliary cirrhosis and primary

sclerosing cholangitis) (@) and CRYPTO: cryptogenic hepatic disorder (@).

The intensity and diversity of cytokines and chemokines production is demonstrated by
the radar graphics in the healthy controls and liver disease patients as a group and also

according to the etiology of the hepatic disorder (Figure 2).
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Figure 2. Radar graphics of cytokines and chemokines in patients with chronic liver diseases and healthy
controls. The colored area represents the percentage of high producers. BD: blood donors; HD: hepatic
diseases; Virus: (chronic viral hepatitis B or C); NAFLD: nonalcoholic fat liver disease; Al: autoimmune;

Crypto: cryptogenic; *the proportion of high producers is over 50%.

Except for CXCL10, there were no high producers of any other cytokine in the group of
healthy controls. On the other hand, it was observed a proportion higher than 50% of high
producers of IL-6, TNF-a, IL-12, IL-5, IL-10, CCL2, CCLS5, CXCLS8 and CXCL9 in the

group of individuals with hepatic disease.
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The virus group included a slightly higher proportion than 50% of high producers of TFN-
v, IL-2, CCL2, CCL5, CXCL9 and CXCL10. In the NAFLD group, it was observed
around 70% of high producers of TNF-a, IL-6, IL-12, CCL2, CCLS5, CXCL8, CXCL9,
and IL-5. The Al group presented a variable proportion above 50% of high producers of
IL-6, 1L-12, IL-10, CCL5, CXCL8, CXCL9, CXCL10, and IL-2. Finally, in the
cryptogenic group, we observed prevalence around 75% of high producers of TNF-a, IL-

4, IL-5, IL-10 and CXCLS.

Cytokine and chemokine networks are shown in Figure 3.

66



BD Group HD Group

Fig 3. Cytokines and chemokines networks in patients with chronic liver disease and healthy controls. BD:
blood donors; HD: hepatic diseases; NAFLD: nonalcoholic fat liver disease; Al: autoimmune; Crypto:

cryptogenic. Pro-inflammatory = .; regulatory = O; balanced (pro-inflammatory/regulatory) = O; and

chemokines = C>). Connecting edges display the underscore: fragile (—), moderate (mm), strong (mmm) or
negative (") correlation.
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In the control group, the network shows that the correlations between most biomarkers were
positive and strong, with a hierarchical participation of IL-2, but without effective
participation of CCL-5, CXCL-9, TNF-a and IL-6. On the other hand, in the group of patients
with liver disease, these four markers presented as major connectors, with TNF-a and IL-6
interacting effectively through strong correlations. Furthermore, IL-2 presented negative

correlations.

Considering the different etiologies, it was observed that the virus group network was more
intense and complex. Innate immune response cytokines (IL1-B, IL-6, TNF-a) promote
strong positive correlations with other inflammatory and regulatory cytokines, mostly IL-12
and IL-10, respectively. On the other hand, the NAFLD and cryptogenic groups presented
only a few correlations, occupying the Al group an intermediate position regarding the
intensity of the network. Another difference among the groups was the finding that IL-2
presented only positive correlations in the NAFLD group; positive and negative correlations

in the cases of viral hepatitis; and only negative correlations in the Al group.

CXCL10, CCL2 and CXCLS8 were associated with specific etiologies of chronic liver

diseases

CXCL10, CCL2 and CXCLS8 were the biomarkers selected for the final logistic model. The
results of the multinomial logistic regression comparing the Virus, NAFLD, Al and Crypto

groups in relation to the selected biomarkers are presented in Table 1.
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Table 1. Multinomial logistic regression comparing the viral hepatitis, NAFLD, autoimmune and
cryptogenic groups in relation to the biomarkers CXCL10, CCL2 and CXCL8

P coeficient 95%CI Z score P value
Intercept; 0,99 (0,12;1,85) -2,22 0,026
Interceptn -0,77 (-1,57;0,03) -1,87 0,061
Interceptm -1,19 (-2,17;-0,21) -2,38 0,017
CXCL10; -0,68 (-1,05;-0,30) -3,51 0,000
CXCL10q -0,05 (-0,36;0,26) -0,35 0,719
CXCL10m -0,18 (-0,59;0,23) -0,86 0,388
CCL2, 0,14 (-0,21;0,49) 0,81 0,415
CCL2y -0,51 (-0,82;-0,91) -3,04 0,002
CCL2in -0,31 (-0,72;0,10) -1,49 0,135
CXCLS; 0,49 (0,15;0,82) 2,73 0,006
CXCLS8x 0,56 (0,24;0,87) 3.35 0,007
CXCL8m 0,34 (-0,07;0,75) 1,62 0,103

I, I and III: NAFLD versus viral hepatitis group (VIRUS), autoimmune group versus VIRUS and
cryptogenic group versus VIRUS, respectively.

The results of the logistic regression demonstrated significant participation of CXCL10 and
CXCLS in the comparison between the NAFLD and chronic viral hepatitis groups (model I).
CCL2 and CXCLS also presented significant participation when Al and chronic viral
hepatitis groups were compared (model II). The model III, comparing the cryptogenic and
viral hepatitis groups showed no significant differences of the selected biomarkers. From the

models above, the odds ratios (OR) were calculated (Table 2).

Table 2. Multinomial logistic regression results showing the
associations between the etiology and the predictors biomarkers

OR 95%IC
CXCL10; 0,51 (0,35;0,74)
CXCL10g 0,95 (0,70;1,30)
CXCL10m 0,84 (0,55;1,26)
CCL2, 1,15 (0,81;1,64)
CCL2qn 0,60 (0,44,0,82)
CCL2m 0,73 (0,49;1,11)
CXCLS; 1,63 (1,17;2,28)
CXCLS8xu 1,75 (1,28;2,40)
CXCL8m 1,40 (0,93;2,12)

I, IT and III: NAFLD versus VIRUS, Al versus VIRUS and
CRYPTO versus VIRUS, respectively.

CXCL10 appeared as a significant biomarker in the virus group, with a chance of
approximately twice to be observed in this than in the NAFLD group. Similarly, CCL2 had
a chance roughly twice to be observed in virus group compared to the Al group. On the other

hand, CXCL8 occurred in the NAFLD group with a chance approximately 1.5 times greater
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than in the virus group. Likewise, CXCLS8 has a chance almost twice higher to be observed

in the Al group than in virus group.

Discussion

In this study we compared the serum concentrations of some cytokines and chemokines
between healthy individuals and a large group of patients with chronic liver disease of
different etiologies. We further used different strategies to describe the cytokines and

chemokines profile observed in the normal individuals and in those with hepatic disease.

We showed that cytokines and chemokines were elevated in the serum of patients with
chronic liver disease, in accordance with previous reports,'* demonstrating the activation
of the innate and adaptive immune responses. The inflammatory scenario in liver diseases
from viral or non-viral nature leads to the production of soluble factors that in cascade
totally changes the immunological environment. Considering the central role of
inflammation and cell death in the pathogenesis of the chronic liver disorders, it is of
major importance to determine the cytokine and chemokine general profile or signature,

and identify biomarkers related to each etiology.

Radar graphics and networks serve to further characterize the cytokine profile and
highlight the contribution of distinct biomarkers for the overall inflammatory and
regulatory balance. Radar graphic is a method for displaying multiple measurements
using a number of axes emanating from one central point. Each axis displays the
proportion of high producers for each biomarker. The values on each axis are connected
by lines to form the central polygon area, which represents the magnitude of the
inflammatory and regulatory profiles. The colored area of the graphic represents the
percentage of high producers. When this percentage value is over 50%, it indicates that
the specific biomarker exert a major influence in the global profile of the group. Its
usefulness has been demonstrated in different studies.'>!® Cytokines/chemokines
networks use the correlations among the different biomarkers to highlight the different

influence they exert in each group.

We demonstrated that in all situations of chronic liver disease (patients grouped together

or separated according to the etiology) there is an important expression of chemokines
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and cytokines from the innate and adaptive immune responses with a balance between

the inflammatory and regulatory biomarkers.

Considering the chronic viral hepatitis, INF, IL-2, CCL2, CCL5, CXCL9 and CXCL10
appear to have more important involvement according to the percentage of high
producers. Nevertheless, the results of the multivariate analysis showed that CXCL10 and
CCL2 had major relation with this condition. CXCL10 is a CXCR3 ligand (CXCL9-11
axis) that has been shown to correlate with the degree of inflammation and apoptosis in
patients with hepatitis C, mediated by toll like receptor (TLR)-4.""!8 Additionally,
intrahepatic and serum levels of CXCL10 have been associated with the extent of HCV
liver fibrosis.!”** Data on the role of chemokines in HBV infection are scarce. HBV X-
protein was found to induce the expression of CXCLI10 in the hepatocytes* and some
studies suggest that high baseline levels of serum CXCL10 are associated with a favorable

treatment response.”*%’

CCL2 is a ligand of CCR2 that mediates effector cell recruitment in chronic hepatitis C.2°
Increased serum concentrations of CCL2 correlate with progressive liver inflammation in
HCYV infected persons compared to healthy individuals.?” IFN-y stimulates the production
of CCL2 in the early phase of HCV infection and its secretion promotes the first wave of
infiltrating monocytes. Activated dendritic cells release IFN-y, TNF-a, CCL4 and
CXCL10, and stimulate CCL2 secretion by other IFN-inducible cell types. These
phenomena effectively trigger a cascade which amplifies leukocyte recruitment.”® Gu et
al. also highlighted CCL2 as a possible prognostic marker of the efficacy of antiviral
therapy in hepatitis C patients.*’

Our patients with NAFLD presented TNF-a, IL-6, IL-12, CCL2, CCL5, CXCLS,
CXCL9, and IL-5 as important biomarkers, according to the percentage of high producers,
although CCL2 and CXCLS8 seem to be the major participants. The role of CCL2 in
NAFLD pathogenesis is not completely understood. According to some animal models
of NASH, high expression of CCL2 led to insulin resistance and hepatic steatosis.**!
Thus, it has been hypothesized that elevated CCL2 serum levels in mice contribute to
insulin resistance triggering up regulation of different inflammatory ligands,*' and also

that CCR2 inhibition may even improve hepatic steatosis.*> However, controversial

results have been reported. According to other experimental models involving diverse

71



33-35

genetic backgrounds, CCL2 did not act as an inflammatory stimulus and may even be

protective for the liver.?%

The major role of CXCLS8 is to orchestrate neutrophil recruitment within inflamed
tissues.*® Some studies have demonstrated higher serum levels of CXCLS in patients
with NASH and cirrhosis compared to patients with only steatosis or a healthy control

group,®*! although in another study the authors did not find any difference.**

The intense activation of the immune system observed in the patients with autoimmune
disorders in our study reflects the highly inflammatory nature of these conditions.
Chemokines have been described to play an important role in pathogenesis of
autoimmune diseases. The major chemokine ligands that influence hepatic migration of
the immune cell populations implicated in immune mediated liver disease are CXCL9,
CXCL10, CXCL11, CCL20, CXCL12 and CX3CL1.* In our study, we confirmed that
CXCL9 and CXCL10 had important expression in this group, as was CXCLS8, when
compared to the others. CXCLS is a potent chemoattractant for neutrophils and there are

some reports that its serum levels are elevated in patients with autoimmune hepatitis. ***°

There are also a few reports demonstrating that CXCLS8 serum levels are significantly
increased in serum and liver parenchyma of patients with primary biliary cirrhosis when
compared to healthy controls.***” In one report, intrahepatic CXCL8 was associated with
neutrophil infiltration in the liver in this condition.*” The neutrophilic infiltration around
reactive bile ducts may be related to the CXCLS8 expressed in the bile ductular epithelia,
possibly induced by bacterial components and proinflammatory cytokines released
locally.*® In primary sclerosing cholangitis, the reports on cytokine profile are even
scarcer. There is one report showing higher serum levels of CXCLS8 in patients with this
disease when compared to patients with alcoholic cirrhosis and healthy controls.*” In this
scenario, the high association between primary sclerosing cholangitis and inflammatory

bowel disease, especially ulcerative colitis, should be taken into consideration.

A cytokine often influences the synthesis and action of others. Cytokine communication
is often local, within a tissue or between cells in close proximity. These interactions
resemble cytokine cascades with one cytokine initially triggering the expression of one

or more other cytokines that, in turn, trigger the expression of further factors and create
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complicated feedback regulatory circuits. Using the correlation networks we
demonstrated how complex this interactions may be, reflecting the changes in immune
system imposed by a liver disease and their causative agents, and the potential challenge

to the development of treatment strategies based on immune system modulation.>”

We further deemed to quantify the qualitative findings establishing the relation of each
biomarker with the different etiologies of liver disease. Using a logistic regression model,
we found that CXCL10, CCL2 and CXCLS8 were the most relevant biomarkers of chronic
hepatic disease. The OR showed that CXCL10 and CCL2 have major involvement in the
virus group, CCL2 and CXCLS8 in NAFLD and CXCLS in the Al group.

In conclusion, chronic liver diseases impose drastic changes in the immune system
independently of the etiology of the hepatic disorder. There was increased expression of
chemokines and cytokines derived from the innate and adaptive immune response cells.
Radar graphics and cytokine networks were demonstrated to be useful tools to select
relevant biomarkers, provide an overview of the biomarkers in relation to the etiology of
liver disease and also of the interaction between them. CXCL10 and CCL2 emerged as
significant biomarkers of chronic viral hepatitis when compared to the NAFLD and Al
group, respectively; CXCL8 was more commonly associated with NAFLD and Al disease
when compared to chronic virus hetpatitis. Further studies are necessary to investigate
the role of the cytokines and chemokines in the pathogenesis as well as in the diagnosis
and prognosis of hepatic disorders as surrogate markers of liver inflammation and

fibrosis.
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Abstract

Background & Aims: inflammation and fibrosis are important features of chronic liver
disease (CLD). Although liver biopsy is the gold standard for the diagnosis of this
condition, it is invasive and has limitations. Cytokines and chemokines are soluble
proteins that orchestrate the immune system response to injury, with straight interactions
with hepatic stellate cells. We aimed to determine the accuracy of cytokines and
chemokines serum levels in the diagnosis of inflammation and fibrosis in patients with
CLD of different etiologies. Methods: the study included 211 consecutive adult patients
with chronic liver disease and indication for a liver biopsy. Interleukin (IL)-18, IL-2, IL-
4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12p70, tumor necrosis factor (TNF)-a., interferon (IFN)-y, CCL2,
CCL5, CXCL8, CXCL9 and CXCL10 were measured in the serum by cytometric bead
array. Receiver operating characteristics (ROC) curves were calculated in order to
determine the performance of the biomarkers in the diagnosis of inflammation and
fibrosis. Hyaluronic acid (HA), collagen-IV and aspartate aminotransferase to platelet
ratio index (APRI) were evaluated as markers of fibrosis. Results: in the group of patients
with CLD, CXCL10 presented a good performance for the mild inflammation with a
positive correlation. CCL2 presented a negative correlation with both grade of
inflammation and fibrosis stages, with a good performance for the diagnosis of lack of
inflammation as well as of significant fibrosis or cirrhosis. When the patients were
separated into groups according to the etiology of the liver disease, IL-4, IL-10, INF-y,
CXCL-9 presented good performance for identifying liver inflammation or fibrosis in
specific situations. Considering all the patients with CLD or the groups of patients with
different etiology of CLD, HA, collagen-IV and APRI were the serum markers with best
performance for the diagnosis of significant fibrosis and cirrhosis. Conclusions: CCL2
and CXCLI10 emerged as biomarkers for the diagnosis of inflammation and fibrosis in
patients with CLD. IL-4, IL-10, INF-y, CXCL-9 deserve further investigation to confirm
or refute their usefulness in specific situations. HA, collagen-IV and APRI presented the

best performance for the diagnosis of significant fibrosis and cirrhosis.
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Hepatic disease; cytokines; chemokines; inflammation; fibrosis.
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Introduction

Liver diseases are common causes of morbidity and mortality. According to recent data,
their prevalence has been increasing worldwide, witn an estimated 100 million cirrhotic
patients around the world.! This fact has been attributed especially to the epidemics of
chronic hepatitis C and obesity-related liver disorders.” The impact of chronic liver
diseases in public health poses an increasing economic and social burden as they are the
leading cause of non neoplasic death among the hepatobiliary and digestive diseases and

the 12 cause of overall mortality.**

The mechanisms of chronic liver disease involve apoptosis and necrosis of the
hepatocytes, and inflammation that progresses to fibrosis and cirrhosis. The hepatic
stellate cell is the primary effector cell type, orchestrating the deposition of extracellular
matrix in normal and fibrotic liver. It also plays a pivotal role in activating the immune
response through secretion of cytokines and chemokines, and interacting with immune
cells.>® This process usually takes several years to decades to develop and serial
evaluation of liver inflammation and fibrosis parameters allows the determination of the
severity of the hepatic involvement as well as monitoring the response to specific
treatment and clinical outcomes, as the expanding knowledge has led to the development

of antifibrotic agents.’

Conventional biochemical and serological tests are of limited value in the assessment of
hepatic inflammation and fibrosis. As a result, histopathological examination of a liver
biopsy specimen is currently the gold standard for grading and staging liver disease.
However, liver biopsy has several limitations such as cost, patient morbidity and even
mortality, intra and inter-observer disagreements, in addition to provide only static
information. Furthermore, as only a small portion of the liver is sampled, it is susceptible
to sampling error, especially in the chronic liver diseases in which the pathological lesions
are heterogeneously distributed throughout the parenchyma.®'? Therefore, a more
accurate, reproducible and non-invasive assessment of hepatic inflammation and fibrosis

should be extensively investigated.

Cytokines and chemokines (chemotatic cytokines) are small soluble proteins synthesized,

stored and secreted by the immune and other related cells. They are part of an intercellular
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communicating system regulating the immune response.'? Experimental and human
evidence suggests that these molecules play an important role in the pathogenesis of acute
and chronic liver diseases by mediating the inflammatory reaction in the injured liver.'*
16 Considering this fact, there is growing interest in the clinical applications of these
peptides. Although cytokines and chemokines profile in different hepatic conditions have
been studied, data concerning the comparison of their serum levels and the hepatic
histology are scarce and contradictory.'”!® In this context, our investigation aimed to
determine the accuracy of cytokines and chemokines serum levels in the diagnosis of
inflammation and fibrosis in patients with chronic liver disease. We also investigated the
performance of hyaluronic acid (AH) and collagen-IV serum concentrations and the
)20

aspartate aminotransferase (AST) to platelet ratio index (APRI)“” in the diagnosis of

hepatic fibrosis.

Patients and methods

Study population

A total of 225 patients with chronic liver disease who underwent liver biopsy were
consecutively selected among those attended at the Outpatient Hepatology Clinic,
University Hospital, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Brazil,
during a two-year period. All patients were submitted to clinical examination, serum liver
biochemistry, screening for viral, autoimmune and metabolic hepatic disorders, and
abdominal ultrasound. Other imaging methods were carried out according to the
necessity. Indication for liver biopsy was based on clinical judgment in accordance with

current guidelines.

The group of patients with hepatic disease (HD) was separated into four subgroups
according to the etiology of the liver disease as follows: chronic viral hepatitis (hepatitis
B [HBV] and hepatitis C [HCV] virus infection without previous treatment); nonalcoholic
fat liver disease (NAFLD); autoimmune liver disease (autoimmune hepatitis, primary

biliary cirrhosis and primary sclerosing cholangitis); and cryptogenic liver disease.
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This study was approved by the Ethic Committee of the Universidade Federal de Minas
Gerais (ETIC 0637.0.203.000-09) and written informed consent was obtained from all

patients.

Liver biopsy

All liver biopsies were performed percutaneously. The samples were fixed in formalin,
embedded in paraftin, cut in 4-micron-thick sections, and stained with haematoxylin and
eosin. Microscopic examination was performed simultaneously by three liver pathologists
and the results were the consensus among them. For the purposes of this study, liver
biopsy was the golden standard with which the investigated tests were compared.
Inflammation was classified according to the Ishak’s score®! as absent (0), mild (1 to 3),
moderate (4 to 8) or severe (9 to 18); and fibrosis was subdivided in absent (0), mild (1
or 2), significant (>3) or cirrhosis (5 or 6) as previously described.?>?* Patients were
excluded if there were insufficient material for histological analysis (less than five portal

tracts).

Serum markers of inflammation and fibrosis

Blood samples were obtained from every patient immediately before the liver biopsy and
the sera were stored at -80°C until the experiments. These samples were also used to

measure the serum levels of the aminotransferases.

The following biomarkers: interleukin (IL)-1p, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, tumor
necrosis factor (TNF)-a, interferon (IFN)-y, CCL2, CCL5, CXCLS8, CXCL9, CXCL10,
hyaluronic acid (HA), collagen-1V were measured. Additionally, serum concentrations of

AST and platelet count were obtained for calculating the APRI.

The cytokines and chemokines were quantified by flow cytometry. Cytometric bead array
(CBA) immunoassay measurement of multiple biomarkers in a single sample was
performed using three immunoassay kits (Human Th1/Th2 Cytokine kit, Human
Inflammatory Cytokine kit and Human Chemokine kit; BD Biosciences Pharmingen, CA)
for quantitative analysis as previously described.?**¢ Briefly, 25ul of plasma were added

to 15ul of mixture beads and incubated for 90 minutes at room temperature in the dark.
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After incubation, the samples and standards were washed with 500pul of wash buffer and
centrifuged for seven minutes. Subsequently, 20ul of detection cocktail consisting of
monoclonal antibodies were added to each tube and the mixture incubated for 90 minutes
at room temperature in the dark. A total of 1800 events/gate were acquired after proper
setup of a flow cytometer to measure forward and side light scatters and dual-color flow
cytometric acquisition, using a dual-laser CBA template. Data analysis was performed
using BD Bioscience CBA software (BD Biosciences Pharmingen, CA, USA). HA and
collagen-IV were measured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using
commercial kits (K-1200 and K-1700, respectively; Echelon Biosciences Inc., Salt Lake
City, UT), and results were expressed in ng/mL.

Statistical analysis

Categorical data were presented as numbers and percentages, and continuous data were
expressed as mean + standard deviation (SD) or median (range). For comparisons
between groups, the Mann-Whitney or the Kruskal-Wallis tests were used, as appropriate.

Correlations were evaluated using the Spearman’s correlation coefficient.

Receiver operating characteristics (ROC) curves were calculated for each cytokine and
chemokine in order to determine the performance of the biological marker for the
diagnosis of inflammation according to the following classification: any grade,
moderate/severe or severe inflammation. This procedure was performed for all the
patients as a group and also for each etiologic group separately. The same process was
performed for the diagnosis of significant fibrosis and cirrhosis. In addition to the
cytokines and chemokines, HA, collagen-IV and APRI were evaluated for fibrosis
diagnosis and staging. Cutoff points were determined for each marker within each
subcategory of inflammation and fibrosis. For each cutoff point, sensitivity (Se),
specificity (Sp), and likelihood ratio (LR) were calculated. ROC curves were also
calculated for the aminotransferases in order to enable the comparison with the

investigated biomarkers in the diagnosis of inflammation.

Multiple logistic regression analysis was used to determine the relation between the

biomarkers and liver fibrosis staging. Two classifications were used for staging fibrosis:
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1) initial fibrosis (stages FO-F2) and significant fibrosis (stages F3-F6); and 2) no cirrhosis
(stages FO-F4) and cirrhosis (stages F5-F6). The biomarkers that were significantly (p

<0.25) associated with the events in the univariate analysis were included in the logistic
regression model log [7;—1] = a + f;x;. The selection of the biomarkers was performed
0

according to the stepwise method. From the final models, the odds ratios (ODs) of the

selected predictors were calculated.

A two-sided p value of less than 0.05 was considered statistically significant. Statistical

analyses were performed using the SPSS 19.0 software (SPSS, Chicago, IL, USA).
Results

From a total of 225 patients, 14 were excluded due to insufficient material for histological
analysis. From the remaining 211 patients, 111 (52.6%) were male and the mean age was
47+12.1 (range, 18-74) years. The distribution of the patients according to the etiology of
chronic liver disease was as follows: 104 (49.3%) chronic viral hepatitis without previous
treatment (68 HCV and 36 HBV); 40 (19%), NAFLD; 50 (23.7%), autoimmune liver
conditions (23 autoimmune hepatitis, 13 primary biliary cirrhosis and 14 primary

sclerosing cholangitis); and 17 (8.1%) cryptogenic hepatic disease.

The number of portal tracts varied from five to 21 (mean, 8£3). Ishak’s score for

inflammation varied from 0 to 15, and for fibrosis from 0 to 6.
The ROC curves of all serum cytokines and chemokines evaluated as potential markers

of any grade, moderate/severe, or severe inflammation are shown in Figures 1, 2 and 3,

respectively.
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Fig.1. ROC curve of the serum levels of the aminotransferases, cytokines and chemokines for the diagnosis
of any grade of inflammation (A0 vs. A1-A18).
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Fig.2. ROC curves of the serum levels of the aminotransferases, cytokines and chemokines for the diagnosis
of moderate/severe inflammation (A0-A3 vs. A4-A18).
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Fig.3. ROC curves of the serum levels of the aminotransferases, cytokines and chemokines for the diagnosis
of severe inflammation (A0-A8 vs. A9-A18).

Considering all the patients as a group, the cytokines/chemokines evaluated as possible
markers of inflammation for which the areas under the ROC curve (AUROC) were

statistically significant or close to the significant p value are described in Table 1.

For the group with all patients with chronic liver diseases, CXCL10 presented significant
AUROC for the diagnosis of any grade of inflammation. Serum levels of this chemokine
over 410pg/ml presented a Sp of 95% and a likelihood ratio of 10. CCL2 presented
significant AUROC for the diagnosis of any grade, moderate and severe inflammation,
with negative correlations, indicating that the lower its serum level, the higher is the

inflammation grading.
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Table 1. Serum markers with best performance for the diagnosis of inflammation in

patients with chronic liver diseases

All patients in one group (n: 211)

Marker AUROC Correlation Cut off Sp%
p) coef.” (p) (pg/ml) (95%CI)

LR
(95%CI)

Any grade of inflammation (A0 vs. A1-A18)
CXCL10  0.64 (0.05) +0.13 (0.03) 410 95 (92-97)
CCL2 0.66 (0.03) - 0.20(0.01) 160 95 (89-98)

Moderate/severe inflammation (A0-A3 vs. A4-A18)
CCL2 0.64 (0.001) -0.30(0.001) 150 95 (92-97)

Severe inflammation (A0-A8 vs. A9-A18)
CCL2 0.79 (0.001)  -0.30(0.001) 40 94 (91-97)

10.0 (4.9-15.3)
3.3 (1.2-3.9)

5.0 (2.3-9.3)

12.0 (2-17)

*Spearman’s correlation; AUROC: area under the receiver operating characteristic curve;
coef.: coefficient; Sp: specificity; CI: confidence interval; LR: likelihood ratio.

When the patients were separated into groups according to the etiology of the liver

disease, some markers presented a good Sp for the diagnosis of inflammation (Table 2).

The markers with best performance were: for chronic viral hepatitis, INFy, CCL2 and

CXCLI10; for autoimmune diseases, CCL2; and for cryptogenic disorders, IL-5, CXCLS8

and CCL2. Once again, CCL2 presented a negative correlation in all these situations.
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Table 2. Serum markers with best performance for the diagnosis of inflammation
considering different etiologies

Patients according to etiologic groups
Marker AUROC Correlation  Cut off Sp% LR
p) coef.” (p) (pg/ml) (95%CI) (95%CI)

Chronic viral hepatitis

Moderate/severe inflammation (A0-A3 vs. A4-A18)

INF-y 0.63(0.03) -0.10(0.05) 22 95 (91- 2.0 (1.3-8.1)
99)

CCL2 0.61 (0.05) -020(0.05) 128  93(88-  3.0(1.4-10.0)
98)

Severe inflammation (A0-A8 vs. A9-A18)
CXCL-10  0.83 (0.03) +0.10(0.05) 460 86 (79- 5.4 (2.5-10.1)

92)

Autoimmune

Moderate/severe inflammation (A0-A3 vs. A4-A18)

CCL2 0.66 (0.06) -0.30(0.01) 121 93 (86- 4.0 (1.4-10.6)
99)

Severe inflammation (A0-AS8 vs. A9-A18)

CCL2 0.73 (0.02) -0.20(0.03) 35 82 (70- 4.0 (1.9-10.2)
91)

Cryptogenic

Moderate/severe inflammation (A0-A3 vs. A4-A18)

IL-5 0.83 (0.02) +0.50(0.03) 5.0 90 (76- 4.5 (2.6-13.3)
98)

CXCLS 0.84 (0.01) -0.25(0.04) 22 95 (85- 2.0 (1.5-15.6)
98)

CCL2 0.76 (0.07) -0.30(0.01) 33 86 (70- 6.0 (1.8-13.5)
97)

*Spearman’s correlation; AUROC: area under the receiver operating characteristic curve;
coef.: coefficient; Sp: specificity; CI: confidence interval; LR: likelihood ratio.
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Figures 5 and 6 present the ROC curves of the cytokines/chemokines, HA, collagen-IV

and APRI for the diagnosis of significant fibrosis and cirrhosis.
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Fig. 5. ROC curves of the serum levels of cytokines/chemokines, hyaluronic acid, collagen-IV and aspartate
aminotransferase to platelet ratio index (APRI) for the diagnosis of significant fibrosis (FO-F2 vs. F3-F6).
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Fig. 6. ROC curves of the serum levels of cytokines/chemokines, hyaluronic acid, collagen-IV and
aspartate aminotransferase to platelet ratio index (APRI) for the diagnosis of cirrhosis (FO-F4 vs. F5-F6).

Considering all patients as a group, the serum markers evaluated as possible markers of
significant fibrosis or cirrhosis for which the AUROC were statistically significant or

close to the significant p value are described in Table 3 and 4.

HA, collagen-1V, APRI and CCL2 presented the best performance for the diagnosis of
significant fibrosis or cirrhosis either when considering all the patients as a group (Table
3), or when the patients were grouped according to the etiology of the hepatic disorder
(Table 4). Furthermore, CXCL-10 showed a good performance for the diagnosis of
significant fibrosis and cirrhosis considering all patients as a group. It is noteworthy that
CCL-2 presented a negative correlation with the fibrosis staging and a good Sp for the
diagnosis of absence of significant fibrosis or cirrhosis, especially when all the patients

were considered as a group.

Table 3. Serum markers with best performance for the diagnosis of fibrosis considering all

patients as a group

All patients in one group (n: 211)
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Marker AUROC Correlation Cut off Sp% LR

p) coef.” (p) (pg/ml)  (95%CI) (95%CI)
Significant fibrosis (F0-F2 vs. F3-F6)
HA 0.84 (<0.001) +0.6 (< 110 93 (90- 7.5(2.3-12.2)
0.001) 96)
Collagen  0.88 (<0.001) +0.6 (< 65 93 (90- 10.0 (3.1-18.7)
0.001) 96)
APRI 0.86 (<0.001) +0.6(0.001) 1.4 90 (86- 7.0 (3.9-10.2)
94)
CCL2 0.70 (<0.001) - 0.3(0.01) 160 98 (96- 15.0 (1.9-20.6)
99)
CXCL-10 0.64 (0.01) +0.2 (0.01) 520 89 (85- 7.0 (4.8-11.0)
93)

Cirrhosis (F0-F4 vs. F5-F6)

HA 0.90 (<0.001)  +0.6 (< 214 94(91-97)  10.0(3.2-21.7)
0.001)

Collagen  0.85(<0.001)  +0.5(< 94 92 (88-95)  7.0(2.5-11.9)
0.001)

APRI 0.85 (<0.001) +0.5(0.001) 2.0 90 (86-94) 7.0 (4.1-10.6)

CCL2 0.69 (0.001) - 0.3 (0.01) 142 97(95-99) 10.0 (2.5-15.2)

CXCL-10 0.68 (0.01)  +0.2(0.01) 565  89(85-93) 4.0 (2.2-7.3)

*Spearman’s correlation; AUROC: area under the receiver operating characteristic curve; coef.:
coefficient; Sp: specificity; CI: confidence interval, LR: likelihood ratio. APRI: aspartate
aminotransferase to platelet ratio index. HA: hyaluronic acid.

92



Table 4. Serum markers with best performance for the diagnosis of fibrosis considering different
etiologies

Patients separated in etiologic groups

Marker AUROC Correlation  Cut off Sp% LR

p) coef.” (p) (pg/ml)  (95%CI) (95%CI)
Chronic viral hepatitis
Significant fibrosis (F0-F2 vs. F3-F6)
HA 0.84 (0.01) + 0.6 (0.007) 134 92 (87-97) 8.0 (2.6-15.2)
Collagen 0.79 (0.03) + 0.5 (0.01) 77 92 (87-97) 5.0 (1.5-13.5)
APRI 0.93 (0.00) + 0.7 (0.001) 1.2 92 (87-97) 10.0 (4.4-16.7)
CCL2 0.67 (0.001) - 0.2 (0.05) 140 96 (92-99) 4.0 (1.3-12.2)
Cirrhosis (F0-F4 vs. F5-F6)
HA 0.98 (0.002) +0.7(<0.001) 143 87 (80-93) 6.5 (1.6-13.4)
Collagen 0.89 (0.01) + 0.5 (0.001) 79 88 (82-94) 7.5 (2.1-14.7)
APRI 0.90 (<0.001) + 0.5 (0.05) 2.2 92 (87-97) 9.0 (3.6-18.3)
CCL2 0.66 (0.05) - 0.2 (0.05) 130 93 (88-98) 3.0 (1.3-15.4)
NAFLD
Significant fibrosis (F0-F2 vs. F3-F6)
HA 0.84 (0.01) +0.6 (0.01) 80 92 (84-100) 7.1 (1.9-19.8)
Collagen 0.86 (0.01) + 0.6 (0.07) 56 92 84-100) 7.1 (1.9-19.8)
APRI 0.86 (<0.001) + 0.6 (0.01) 1.3 96 (90-100)  20.0 (12.8-34.2)
CCL2 0.68 (0.05) - 0.3 (0.05) 150 82 (73-98) 3.5(1.8-8.3)
Cirrhosis (F0-F4 vs. F5-F6)
HA 0.78 (0.05) + 0.5 (0.05) 96 92 (84-100) 4.0 (1.3-21.3)
Collagen 0.93 (0.03) + 0.7 (0.001) 56 92 (84-100) 9.5 (1.6-16.9)
APRI 0.91 (<0.001) +0.6 (0.01) 1.4 93 (85-100)  13.0(3.9-16.5)
CCL2 0.71 (0.05) - 0.3 (0.05) 140 89 (79-98)  4.0(1.49-12.2)
Autoimmune
Significant fibrosis (F0-F2 vs. F3-F6)
HA 0.77 (0.04) + 0.5 (0.04) 190 90 (82-98) 4.5 (1.6-13.2)
Collagen 0.84 (0.01) + 0.6 (0.009) 43 90 (82-98) 5.0 (1.3-11.7)
APRI 0.76 (0.03) + 0.3 (0.05) 2.1 90 (82-98) 4.0 (1.9-9.1)
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CCL2 0.77 (0.002) - 0.5(0.05) 130 95 (89-100) 3.3 (1.4-12.6)
Cirrhosis (F0-F4 vs. F5-F6)

HA 0.93 (0.005) + 0.7 (0.002) 130 86 (76-95) 6.0 (2.4-19.7)
Collagen 0.77 (0.05) + 0.4 (0.07) 95 92 (85-99) 10.0 (2.2-16.9)
APRI 0.75 (0.02) + 0.3 (0.05) 23 90 (82-98) 7.0 (2.8-11.7)
CCL2 0.73 (0.03) - 0.3 (0.05) 130 90 (82-98) 10.0 (2.8-21.3)
Cryptogenic

Significant fibrosis (F0-F2 vs. F3-F6)

HA 0.93 (0.01) +0.8 (0.003) 95 67 (45-88) 3.0 (1.7-8.1)
Collagen 0.98 (0.006)  +0.87(0.001) 41 83 (66-100) 5.2 (1.8-13.1)
APRI 0.76 (0.05) + 0.4 (0.08) 1.8 90 (78-96) 5.0(1.7-11.4)
CCL2 0.68 (0.05) - 0.4 (0.07) 150 86 (50-97) 2.0 (0.9-14.0)
Cirrhosis (F0-F4 vs. F5-F6)

HA 0.89 (0.03) +0.7 (0.01) 106 83 (66-100) 5.2 (1.8-21.0)
Collagen 0.86 (0.05) + 0.6 (0.05) 95 86 (70-100) 4.3 (1.6-19.3)

*Spearman’s correlation; AUROC: area under the receiver operating characteristic curve; coef.:
coefficient; Sp: specificity; CI: confidence interval, LR: likelihood ratio. APRI: aspartate
aminotransferase to platelet ratio index. HA: hyaluronic acid.

The univariate analysis identified the following biomarkers as significant for the logistic
model: TNF-a, IL1, IL2, IL4, IL5, CXCL10, CCL2 and CXCLS8. These pre-select

variables were included in the final multiple logistic regression model.

Considering the first classification of fibrosis, i.e. initial fibrosis (F2-F0) versus
significant fibrosis (F3-F6) in the groups of viral hepatitis, NAFLD and autoimmune
conditions, the logistic model adjusted only for CCL2 as a marker of fibrosis in the groups

of chronic viral hepatitis and autoimmune liver disorders (Tables 5).
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Table 5. Multiple regression analysis comparing initial fibrosis and significant fibrosis in
the virus and autoimmune groups in relation to CCL2

B coefficient SD Z score P
Intercept -0.18 0.38 -0.47 0.635
CCL2 (virus) -0.56 0.22 -2.48 0.013
Intercept 0.49 0.42 1.16 0.247
CCL2 (A -1.07 0.37 -2.85 0.004

SD: standard deviation; virus: chronic viral hepatitis B or C. Al: autoimmune liver
disorders.

The odds ratios (ORs) were calculated from the final model. For the viral group, the OR
was 0.57 (95% CI = 0.36-0.89) and for the autoimmune disorders group, 0.34 (95% CI =
0.16-0.71).

Considering the second classification, i.e. no cirrhosis (FO-F4) versus cirrhosis (F5-F6),

the regression analysis adjusted for IL-4 and CCL2 as markers of fibrosis in the groups

of chronic viral hepatitis and NAFLD, respectively (Table 6).

Table 6. Multiple regression analysis comparing no cirrhosis and cirrhosis in the virus
group in relation to IL-4, and in the NAFLD group in relation to CCL2

B coeficient SD Z score P
Intercept -1.45 0.33 -4.39 0.000
IL-4 (virus) -0.73 0.36 -2.00 0.046
Intercept -0.17 0.61 -0.29 0.771
CCL2 (NAFLD) -0.67 0.34 -1.95 0.51

SD: standard deviation; virus: chronic viral hepatitis; NAFLD: nonalcoholic fat liver
disease.

The OR, calculated from the final model, for the virus group regarding IL-4 was 0.48
(95% CI = 0.23-0.99) and for the NAFLD regarding CCL2 was 0.51 (95% CI = 0.26-
1.00).

Discussion

In the current study we evaluated the serum levels of cytokines and chemokines as
surrogate markers of liver inflammation and fibrosis. Additionally, we tested the
performance of APRI, and serum concentrations of HA and collagen-1V for the diagnosis
of liver fibrosis and cirrhosis. None of the evaluated cytokines/chemokines performed
better than the aminotransferases for the diagnosis of hepatic inflammation, and neither

for the diagnosis of fibrosis in comparison to HA, collagen-IV and APRI.
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We also investigated the relation between the cytokines/chemokines and the fibrosis
staging. The results suggest more important involvement of CCL2 and IL-4 in the initial
phases of the fibrosis in the patients with chronic viral hepatitis. Likewise, CCL2 seems

to have a more significant participation in the early stages of fibrosis in NAFLD patients.

The studies comparing serum levels of cytokines and chemokines with liver histology in
humans are scarce and their results are contradictory. Some studies demonstrated
association between specific markers and inflammation or fibrosis in a particular situation

or disease, while other studies do not support these findings.!”1%:27-33.39-41

In our study, from a panel of cytokines and chemokines, CCL2 and CXCL10 appeared as
the most promising biomarkers associated with liver inflammation and fibrosis. A
remarkable finding was the fact that CCL2 presented a negative correlation with both
grade of inflammation and stage of fibrosis. This chemokine showed a high Sp for the
diagnosis of absence of the different grades of inflammation and fibrosis, especially when
all the patients were analyzed as a group. More than a surrogate marker, this finding may
indicate a central role of CCL2 in the pathogenesis of the chronic liver diseases.
Furthermore, we observed that IL-4, IL-10, INF-y, CXCL-9 may help identifying liver

inflammation or fibrosis in specific situations.

CCL2 is among the most extensively studied chemokines in liver diseases. Its importance
in the orchestration the innate immune response is well established. It has also been
investigated as a prognostic marker of the efficacy of the antiviral treatment in chronic C

hepatitis;****3 potential marker for the diagnosis of hepatocellular carcinoma;* predictor
p p g p p

5

of prolonged survival in patients with resectable tumors;*> and as a marker of early

allograft dysfunction post liver transplant.*°

CCL2 has a central role in the recruitment of different cell types such as monocytes,
macrophages, NK cells and lymphocytes via its receptor CCR2. The primary sources of
hepatic CCL2 are injured hepatocytes, activated Kupffer cells, hepatic stellate cells and
liver sinusoidal endothelial cells.*’*** During liver injury, CCL2 levels in the serum rises
and stimulates monocytic hematopoiesis, increasing differentiation and production of the

monocyte/macrophage lineages. As CCL2 levels in the liver become higher than in the
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blood, it establishes a gradient driving macrophage egress from the bone marrow.
Macrophages have distinctive roles in liver injury. Their involvement is critical in
phagocyting necrotic cells, secreting cytokines and growth factors, and recruiting
inflammatory cells. Additionally, macrophages assist in the reparative phase leading to

hepatic remodeling and returning to normal function.*->?

In the current study, CCL2 presented a negative correlation with both histological
inflammation and fibrosis. This finding may point towards a hepatoprotective role of this
chemokine, or the serum levels may not reflect high hepatic concentrations of this
biomarker. Similar findings were observed in previous studies®*®. In a mouse model of
T-cell mediated hepatitis induced by concanavalin A, CCL2 was demonstrated to have a
hepatoprotective role. Pretreatment of the mice with anti-CCL2 anti-serum resulted in
enhanced hepatic injury demonstrated by biochemical and histopathological parameters.
The hepatoprotective role of CCL2 in this model was associated with suppression of IL-
4 production by a specific T cell lineage (CD3"NK1.1%).>* A hepatoprotective effect of
CCL2 was also demonstrated in a murine model of hepatic viral infection. Those authors
suggested that resident F4/80" liver leukocytes respond to IFN-y stimulation producing
CCL2 and the presence of this chemokine was associated with infection control and
improvement of the biochemical and histological abnormalities. All CCL2" and CCR2"

knockout mice succumbed to the lethal effects of the infection.>?

However, other studies point towards a pro inflammatory and pro fibrogenic role of
CCL2%7%°, Two recent trials in murine models showed that antagonizing CCL2 decreases
liver inflammation and accelerates fibrosis regression; however, in a study in which

CCL2 deficient mice were evaluated, the liver inflammation was not affected.®’-?

These differences may be, at least partially, related to the different murine models of liver
disease used in the diverse studies, which may lead to different patterns of immune
response. Another point of interest is the genetic background. In a murine model of
steatohepatitis, knockout CCL2 mice behave differently according to their genetic
background. According to the study by Galastri et al.,** in Balb/C mice, the absence of
CCL2 resulted in worsening of inflammation, whereas in the C57Bl/6 mice, neither ALT
levels nor inflammation or fibrosis were significantly different comparing to the controls

(wild type). These observations suggest that different physiopathology, cellular targets
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involved and genetic background may be responsible for the contradictory results in the

different studies.

CXCL10 is a ligand of the receptor CXCR3 and composes the CXCL9-11/CXCR3 axis
which is induced by IFN-y. CXCL10 main role is the recruitment of lymphocytes to the
liver during injury. Some studies showed that in patients with chronic liver disease,
intrahepatic levels of both CXCR3 and its ligands are increased, and correlate with the
severity of the hepatic disorder, mostly in patients with chronic C hepatitis.?’*! One
investigation showed that serum levels of CXCL10 was higher in patients with chronic
liver disease of different etiologies when compared to healthy controls, and were
significantly associated with the histological severity of the liver fibrosis, Child-Pugh
score and complications of the portal hypertension.? In other studies, CXCL10 correlated
with fibrosis stage, necroinflammatory score, and was an independent predictor of
moderate fibrosis and cirrhosis in post-transplant patients.**>* In our study, CXCL10
demonstrated a significant AUROC for the diagnosis of inflammation, significant
fibrosis, and cirrhosis in the group of patients with chronic liver disease of different
etiologies, with a positive correlation. These results were also demonstrated regarding
severe inflammation in the subgroup of patients with chronic viral hepatitis. On the other
hand, studies in mouse models of chronic hepatic diseases demonstrated a
hepatoprotective role of CXCL10, which led the authors to speculate that increased
expression of CXCR3 ligands could be part of a counter-regulatory response during
chronic liver diseases.*>” These contrasting results may result from the balance between
subpopulations of effector and regulatory T-cells in different situations. On one side,
effector lymphocytes contribute to perpetuation and aggravation of the liver disease; but,
on the other side, Thl-polarized T cells, which provide a protective immune response, are

rapidly recruited to the liver after injury in a directly dependence on CXCR3.8

Our results regarding CCL2 and CXCL10, together with previous reports, point towards
the difficulty in establishing whether a single chemokine is protective or injurious. Some
authors hypothesize that the specific disease process and the chemokine/cytokine profile
may determine the relative contribution of each cell type, and whether inhibition of a
single peptide or its correlated receptor will be protective or injurious, further highlighting
the multidimensional approach required to understand the function of any chemokine

axis.*
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This observation suggests that it is probably not sufficient to simply consider the
chemokine-dependent attraction of immune cells without addressing their functionality

and network correlations in the context of chronic liver diseases.

Finally, in our study, although according to the ROC curves some cytokines and
chemokines presented a good performance for the diagnosis of liver inflammation and
fibrosis, they did not perform better than the aminotransferases for the diagnosis of the
different levels of liver inflammation and neither performed better than the three specific

fibrosis markers HA, collagen-IV and APRI for the diagnosis of liver fibrosis.

Conclusions

CCL2 and CXCL10 are important biomarkers of inflammation and fibrosis in patients
with chronic liver disease. CXCL10 correlated positively with the grade of inflammation
and fibrosis; and, CCL2 correlated negatively with both types of lesion. IL-4, IL-10, INF-
v, CXCL-9 deserve further investigation to confirm or refute their usefulness in specific
situations. None of the cytokines/chemokines evaluated performed better than the
aminotransferases for the diagnosis of hepatic inflammation and neither for the diagnosis
of fibrosis in comparison to HA, collagen-IV and APRI. Studies comparing serum and
intrahepatic cytokines/chemokines levels with liver inflammation and fibrosis may
contribute to further understand the physiopathology of the hepatic damage in chronic
liver diseases, and also to the development of methods that enable better characterization

of inflammation and fibrosis in these disorders.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

5.1. Principais achados do estudo

O valor da mediana do nivel sérico das citocinas e quimiocinas estudadas (TNF-o, IFN-
v, IL-1B, 1IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12p70, CCL2, CCL5, CXCL8, CXCL9 ¢
CXCL10) apresentou-se mais elevado nos pacientes com doenga hepéatica cronica quando

comparados aos individuos do grupo controle.

O perfil das citocinas e quimiocinas estudadas apresentou diferengas de acordo com o

grupo etiologico estudado.

De acordo com a mediana do nivel sérico, os niveis séricos da quimiocina CXCL10 foram
mais elevados nos grupos de pacientes com hepatites virais e doengas autoimunes quando
comparados aos pacientes com DHGNA. Os niveis séricos de CCL2 foram mais elevados
em pacientes com DHGNA quando comparados aos pacientes dos grupos de doencgas
autoimunes e criptogénicas e nos pacientes do grupo de hepatites virais quando

comparados aos pacientes com doengas autoimunes.

Por meio da determinagdo do perfil de alto e baixo produtores demonstrado pelos graficos
em radar, os seguintes biomarcadores apresentaram-se em mais de 50% dos individuos

alto produtores, nos respectivos grupo:

e Grupo com todos os pacientes com doengas hepaticas de diversas etiologias: IL-
6, TNF-a, IL-12, IL-5, IL-10, CCL2, CCL5, CXCL8 ¢ CXCLJ9.

e Grupo de pacientes com hepatites virais: I[FN-y, IL-2, CCL2, CCL5, CXCL9 e
CXCL10.

e Grupo de pacientes com DHGNA: TNF-q, IL-5, IL-6, IL-12, CCL2, CCLS,
CXCLS8 e CXCLO9.

e Grupo de pacientes com doenga hepatica autoimune: I1L-2, IL-6, IL-12, IL-10,
CCLS, CXCL8, CXCL9 e CXCL10.

e Grupo de pacientes com doenga criptogénica: TNF-a, IL-4, IL-5, IL-10 e CXCLS.
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De acordo com as redes de correlagdes observou-se uma intensa ativagdo das citocinas e

quimiocinas em pacientes com DHC, apresentando a IL-2, posi¢do hierarquica.

Dentre os quatro grupos etiologicos estudados, o grupo formado por pacientes com
hepatites virais apresentou a rede mais intensa e complexa, seguida pela rede do grupo de
pacientes com doencas autoimunes. Os grupos de pacientes com DHGNA e doenca
criptogénica apresentaram correlacdes menos intensas quando comparados aos dois

grupos anteriores.

Em todos os grupos, as redes demonstraram correlagcdes entre as citocinas da resposta

imune inata, citocinas regulatorias e inflamatorias e quimiocinas.

Os resultados da analise de regressdo logistica indicaram uma maior participacdo das
quimiocinas CXCL10 e CCL2 no grupo de pacientes com hepatites virais e CXCLS8 nos

grupos de pacientes com DHGNA e doengas autoimunes.

Na comparagdo entre os niveis séricos dos biomarcadores e o grau de inflamagao
observado nas biopsias hepaticas, identificou-se AUROC estatisticamente significativas
nas seguintes situagoes:
e No grupo formado por todos os pacientes com doenga hepatica cronica, as
quimiocinas CXCL10 e CCL2;
e No grupo de pacientes com hepatites virais: INF-y, CCL2 e CXCLI10.
e No grupo de pacientes com doencas autoimunes: CCL2.

e No grupo de pacientes com doenca criptogénica: IL-5, CXCL8 e CCL2.

Nenhuma das citocinas/quimiocinas apresentou desempenho superior aqueles das

aminotransferases no diagnostico de inflamacao.

Os principais marcadores relacionados a fibrose hepatica, de acordo com a AUROC,

foram o AH, colageno-IV, APRI, CCL2 e CXCLI10.

O desempenho das citocinas e quimiocinas foi inferior ao do AH, colageno-IV e APRI

para o diagnostico do estadio de fibrose hepatica.
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De acordo com a andlise de regressdo logistica, a quimiocina CCL2 apresentou
participacdo mais significativa na fibrose inicial (FO-F2) nos grupos de pacientes com

hepatites virais e doencas autoimunes na comparagao FO-F2 vs F3-F6.

No mesmo sentido, IL-4 no grupo de pacientes com hepatites virais e CCL2 no grupo de
pacientes com DHGNA apresentaram maior participagdo nos casos de fibrose sem

cirrose, quando comparados os estadios FO-F4 vs F5-F6.

5.2. Limitacoes do estudo

Trata-se de estudo transversal, com unica dosagem sérica de cada biomarcador por

paciente, ndo permitindo andlise evolutiva.

As citocinas e quimiocinas sdo peptideos que sofrem influéncia de outros estados
patologicos que podem ter fugido ao controle do pesquisador e influenciado os resultados

das dosagens séricas.

O niimero de pacientes, embora relativamente grande, foi pequeno para permitir que

fossem formados grupos etioldogicos mais especificos. .

5.3. Perspectivas

Os avangos recentes no conhecimento dos mecanismos patogénicos da fibrogénese
hepética tém sido notaveis nas ultimas décadas e tém produzido mudangas realisticas nos
paradigmas, como a reversibilidade da fibrose e até mesmo da cirrose hepatica. Com isso
pode-se tornar possivel o tratamento antifibrotico especifico para pacientes com doenga
hepética cronica avangada de diversas etiologias. Este novo e promissor cendrio demanda
maior conhecimento das interagdes celulares responsaveis pela resolucdo ou perpetuagio
do processo de injuria hepatica, assim como o desenvolvimento de métodos de
monitorizacdo dos processos dindmicos de inflamacdo e fibrose hepatica (fibrogénico e

fibrolitico), o que constitui um dos principais desafios da hepatologia moderna.
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Para o futuro proximo, ¢ necessario aprofundar-se na investigacao do perfil ou assinatura
de citocinas e quimiocinas e no estudo de suas correlagdes, assim como na determinacao
dos possiveis resultados do bloqueio ou estimulo de um ou mais destes peptideos. O papel
das citocinas e quimiocinas como marcadores substitutos da inflamacdo e fibrose ¢
também ainda controverso. Existem inumeros estudos publicados, mas ndo hd uma
uniformidade na metodologia, nos critérios de inclusdo dos pacientes e nos objetivos

investigados. Ha caréncia de estudos prospectivos em coortes bem definidas.
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APENDICES E ANEXOS
APENDICE 1
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto: DESEMPENHO DE TESTES NAO-INVASIVOS PARA
AVALIACAO DA INFLAMACAO E FIBROSE HEPATICA EM PACIENTES
COM HEPATOPATIA CRONICA.

Introducao e objetivo do estudo

Prezado(a) paciente,
Sr(a)
Vocé foi convidado(a) para participar de um projeto de pesquisa sobre a avaliagdo do
grau de inflamagdo e fibrose no figado através de resultados de exames colhidos no
sangue.

Normalmente, a inflamagdo e a fibrose (cirrose) no figado sdo avaliadas por meio da
biopsia hepatica. A bidpsia ¢ um procedimento invasivo, que acarreta riscos de
complicagdes. Essa pesquisa tem como objetivo, verificar a possibilidade de medir o grau
de inflamagdo e fibrose por meio dos resultados de exames laboratoriais, colhidos no
sangue.

Procedimentos

Serdo utilizados resultados de exames registrados na sua papeleta (exames de sangue e
biopsia hepatica). No dia da realizacdo da bidpsia, sera puncionada uma veia periférica
(do brago). Este procedimento faz parte da rotina do servigo e serve para garantir uma via
de administragdo rapida de soro ou medicamentos, caso isso seja necessario. Por exemplo,
pode ser administrado remédio para dor logo apds a bidopsia. No momento dessa pungao,
sera colhida uma amostra de sangue para realizagdo de alguns exames que ndo constam
da rotina de atendimento. A quantidade de sangue retirada ¢ minima (10ml), ndo trazendo
nenhum risco ou prejuizo a satude.

Beneficios

A realizacdo deste estudo poderd trazer um melhor conhecimento sobre o processo de
inflamacao e fibrose que ocorre no figado durante uma doenga. Desta forma, estudaremos
alternativas a biopsia para a avaliacdo do grau de inflamacdo e fibrose. Se isso se tornar
possivel, poderemos restringir o uso da biopsia hepatica, reduzindo, assim, suas
complicagdes. Os resultados dos exames serdo disponibilizados aos médicos assistentes
assim como aos pacientes e serdo utilizados apenas para este estudo. Caso novos estudos
forem realizados, um novo termo de consentimento sera solicitado.

Riscos

Nao ha nenhum tipo de risco relevante a satide em conseqiiéncia da sua participacdo no
estudo. As complicagdes relacionadas a pun¢do da veia periférica sdo raras e constituem-
se em dor e formacdo de hematoma no local da pungdo. As complicagdes possiveis apos
a bidpsia sdo dor no local da puncdo, dor no ombro direito, hipotensdo arterial e raramente
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sangramento intra abdominal. Ressalta-se que a bidpsia hepatica esta sendo realizada por
indicagdo clinica e ndo para efeitos de pesquisa.

Confidencialidade das informacdes
Seu nome ndo serd divulgado em momento algum. A Unica pessoa que terd acesso aos
seus dados serd o seu médico.

Participaciio voluntaria no estudo

Sua participagao nesse estudo € voluntaria. Se vocé assinar este termo, significa que vocé
concorda com a utilizagdo destes dados para esta pesquisa. Vocé pode recusar participar
ou voltar atras na sua decisdo em qualquer momento sem que isto lhe cause qualquer
prejuizo, inclusive no seu acompanhamento.

Nao havera qualquer tipo de pagamento ou recompensa individual para a participagdo
neste estudo.

Para qualquer esclarecimento, por favor, entre em contato com o Dr. Osvaldo Flavio de
Melo Couto, no Ambulatério de Figado, todas as quintas-feiras de 13:00h as 17:00h, ou
pelo Telefone: 91470089, ou por email: ofmcouto@medicina.ufmg.br. Vocé também
podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG para informagdes
sobre o projeto.

Endere¢o do Ambulatorio de Figado:
Ambulatério Bias Fortes. Alameda Alvaro Celso, 110, 5° andar.
Bairro Santa Efigénia, BH - MG

Enderego do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP)
Av. Presidente Antdnio Carlos, 6627

Prédio da Reitoria — 7° andar sala 7018 — BH — MG

Tel: 3409 4592 email: coep@prpq.ufmg.br

O que significa sua assinatura
Ao assinar este documento vocé demonstra ter entendido as informagdes sobre o estudo e estar
disposto a participar do projeto descrito na pagina anterior.

Eu, , apOs ser
esclarecido sobre o projeto de pesquisa, concordo em participar do estudo acima.

Dr. Osvaldo Flavio de Melo Couto

Belo Horizonte, de de
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ANEXO 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2. ETIC 0637.0.203.000-09

Interessado(a): Profa. Teresa Cristina de Abreu Ferrari
Departamento de Clinica Médica
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 27 de abril de 2010, apds atendidas as solicitagbes de diligéncia, o
projeto de pesquisa intitulado "Desempenho de testes nao-invasivos
para avaliagdo da inflamagao e fibrose hepaticas em pacientes com
hepatopatia crénica” bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apés o inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coep@prpg.ufing.br
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