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RESUMO

Objetivo: Diabetes tipo 2 (DM 2) e hepatite C sdo doencas altamente prevalentes. A
associacao entre DM2 e infecgao pelo virus C tem sido evidenciada em diversos estudos,
porém os mecanismos envolvidos na associagdo dessas patologias ndo estéo
completamente estabelecidos. O objetivo deste estudo é avaliar o nivel de resisténcia e
de secrecédo de insulina em pacientes com DM2 apresentando ou nao infeccao pelo virus
da hepatite C (HCV).

Métodos: Quinze pacientes com diagndstico de DM2, HCV positivos, e quinze pacientes
DM2, HCV negativos (controles) pareados para a idade, sexo e indice de massa corporal
(IMC), foram avaliados quanto a historia familiar de DM2, uso de tiazidicos, pressao
arterial, circunferéncia da cintura abdominal, glicemia de jejum, insulinemia, perfil lipidico,
alanina aminotransferase (ALT), proteina C ultra-sensivel (proteina C US) e hemoglobina
glicada (HbA1c). O uso de hipoglicemiantes orais e a presenga ou ndao de sindrome
metabdlica (SM) segundo os critérios da National Cholesterol Education Program’ Adult
Treatment Panel Ill (NCEP-ATPIII), foram considerados em ambos os grupos. A avaliagao
da resisténcia a insulina foi realizada pelo HOMA-RI e HOMA peptideo C. A funcéo da
célula beta foi avaliada pela insulinemia e peptideo C basal e HOMA-B. A relagao
peptideo C/insulina em todos os pacientes foi realizada para descartar hiperinsulinemia

devido a disfuncao hepatica.

Resultados: Os pacientes de ambos o0s grupos ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas quanto a pressao arterial, histéria familiar de DM2, uso de
tiazidicos, circunferéncia da cintura abdominal, glicemia de jejum, perfil lipidico,
hemoglobina glicada, uso de hipoglicemiantes orais, e ao diagnostico de SM. As médias
dos HOMA-RI e HOMA peptideo-C foram significativamente maiores no grupo dos
pacientes com hepatite C (p=0,038 e p=0,017 respectivamente), assim como as dosagens
da ALT (p=0,05), insulinemia basal (p=0,029) e as dosagens de peptideo C (p=0,031). As
medidas do HOMA-B (p=0,19), ndo apresentaram diferengas significativas entre os dois
grupos, assim como a relagédo peptideo C/ insulina. A proteina C US (p=0,73), mostrou
uma correlagdo positiva com o log-HOMA-RI, mas nao foi encontrada diferenca

significativa entre os grupos.
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Conclusdes: Os resultados do presente estudo sdo compativeis com um maior grau de
resisténcia a insulina nos pacientes com DM2, anti-HCV reagentes, quando comparados
com os pacientes DM2, anti-HCV nao reagentes. Os pacientes com DM2, anti-HCV
reagentes ndo apresentaram deficiéncia de secrecdo de insulina, quando comparados ao
grupo-controle. A hiperinsulinemia observada no grupo com HCV foi devida mais a um
aumento de secrecdo do que pela diminuicdo de degradagdo hepatica. O grau de
inflamacao sistémica se correlaciona com o grau de resisténcia a insulina independente

da presenca do virus C
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REVISAO DA LITERATURA

INTRODUCAO

A associacao da infecgao pelo virus da hepatite C (HCV) e diabetes tipo 2 (DM2),
duas patologias que causam em longo prazo complicagdes severas em um numero
significativo de pacientes, tem sido evidenciada em diversos estudos (1-3).

HCV afeta principalmente o figado, mas também outros tecidos sdo envolvidos.
Tem sido questionado se a diabete ndo seria mais uma das manifestacdes extra-
hepaticas devidas a infeccéo pelo HCV (4).

Os mecanismos envolvidos na associagdo dessas patologias ainda ndo estdo
esclarecidos. Atualmente, algumas evidéncias suportam a relagcdo de resisténcia a
insulina e hepatite C. Resisténcia a insulina é mais freqliientemente observada em
pacientes com HCV cronica, quando comparados a controles saudaveis pareados para o
peso, correlacionando-se com a progressao da fibrose (5,6).

O objetivo deste estudo € procurar entender mais os mecanismos da associagao
de DM2 e infecgao pelo HCV. Através do modelo matematico HOMA (Homeostasis Model
Assessment), avaliamos a resisténcia a insulina em pacientes consultantes no
ambulatério de medicina interna do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA),

portadores DM2 com e sem HCV pareados para IMC, sexo e idade.
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1 Diabetes mellitus tipo 2
1.1 Epidemiologia

O diabetes mellitus (DM) caracteriza-se por hiperglicemia resultante de uma
deficiéncia relativa ou absoluta da secrecéo de insulina pelas células R, associada ou nao
a resisténcia a acao da insulina, e conhecidamente associado a complicacbes crbnicas
micro e macrovasculares. De uma forma genericamente colocada, 90-95% dos casos
existentes sdo de DM 2, e aproximadamente 5% a 10% sao de DM1(7).

Atualmente, existem cerca de 171 milhdes de pacientes com diabetes no
mundo(8). Estima-se que a prevaléncia mundial de DM2 na populagao adulta cresca de
5,0% a 6,2 % de 2003 a 2025, especialmente em paises em desenvolvimento como
China e india, onde a populacdo de pacientes adultos com diabetes devera atingir 46 e 73
milhdes, respectivamente. O crescimento também ocorre em faixas etarias mais jovens.
Especialmente na Australia, em 1981 1,7% e 1,4% de pessoas com idade entre 35-44
anos e 45-54 anos desenvolveram diabetes, passando para 2,4% e 6,2%,
respectivamente, em 2000 (9). Assume-se que este aumento seja devido em parte a
maior longevidade, mas, também, ao sedentarismo e a prevalencia do crescimento
mundial da obesidade (10-12).

O panorama no Brasil segue aspectos semelhantes. Um estudo multicéntrico
realizado em capitais brasileiras no final da década de 80 por Malerbi e col. mostrou uma
prevaléncia de 7,6% na populagéo urbana brasileira entre os individuos com 30-69 anos.
Nesses, 7,8% apresentaram tolerancia diminuida a glicose. A taxa aumenta com a idade,
atingindo 17,4% nos individuos com idade entre 60-69 anos (13). Mais recentemente, em
estudo realizado em Ribeirdo Preto as taxas de diabetes e intolerancia a glicose foram

12,1% e 7,7%, na populagcdo com idade entre 30 a 69 anos, respectivamente. A
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prevaléncia de diabetes em Ribeirdo Preto foi comparavel a que ocorre em paises

desenvolvidos(14).

1. 2 Fisiopatogenia do diabetes mellitus tipo 2

Os principais mecanismos fisiopatolégicos que ocasionam a hiperglicemia e
envolvidos na patogénese da DM2 s&o a resisténcia periférica a insulina, principalmente
na musculatura esquelética, mas também no figado e adipécitos, associado a uma
deficiéncia progressiva na secrec¢ao de insulina pela célula beta.

As principais causas da resisténcia a insulina estdo ligadas a heranca genética,
associada a fatores ambientais, como obesidade, envelhecimento e sedentarismo. A
importancia dos fatores genéticos pode ser observada no estudo em descendentes de
diabéticos tipo 2, magros e normoglicémicos, apresentaram uma redugao no metabolismo
de glicose nao oxidativa associada a uma redugao da sintese do glicogénio intracelular.
Aumento do conteudo lipidico intracelular muscular foi identificado nesses descendentes
de diabéticos insulino-resistentes, sugerindo que uma disfungdo no metabolismo de
acidos graxos pode mediar a resisténcia a insulina nesses individuos(15).

No musculo, a resisténcia a insulina se manifesta por reducdo da utilizacdo de
glicose via ndo-oxidativa, principalmente na formagao de glicogénio.

No figado, leva a incapacidade de suprimir a producdo hepatica de glicose,
mesmo na presenga de hiperinsulinemia de jejum.

No tecido adiposo, a resisténcia a insulina induz a uma menor supressibilidade da
lipdlise, com maior liberacdo de acidos graxos e glicerol. Os acidos graxos podem agravar
a resisténcia a insulina e alterar a secreg¢éo desse horménio, e o glicerol é o substrato da
gliconeogéneses ( Figura 1) (16). O tecido adiposo tem importancia na etiopatogenia da

DM2 e em outras formas de resisténcia a insulina, por ser uma glandula enddcrina que
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produz diversos horménios como leptina, resistina e adiponectina, e pela produgédo de

citocinas como a IL-1,IL-6, IL-8 e TNF.

Lipotoxicidade
Glicotoxicidade
Defeito Incretinico

Pancreas —_—

AG Deposigéo de
Amildide
Tecido
Adiposo Figado
Lipdlise:
Maior
Produgéo de Aumento~da
Produgéo
AGL I
de Glicose:

Resisténcia a

T

.

Musculo

Redugao da
captagéo
de glicose

Genética

+

Fatores
Ambientais:

Obesidade
Sedentarismo
Envelhecimento

Figura 1. Mecanismos do DM2

1.2.1 Diabetes mellitus tipo 2 e a sindrome metabdlica

Sindrome Metabdlica (SM) é um conceito surgido na década de 80 que procura associar

parametros clinicos e metabdlicos a um elo comum caracterizado pela resisténcia a

insulina. Muitas defini¢coes ja fizeram parte desse conceito. A definicdo pelo Consenso da

National Cholesterol Education Program’ Adult Treatment Panel Ill (NCEP-ATPIIl) de

2002 é uma das mais utilizadas. A definicdo do NCEP-ATPIII considera pelo menos trés

dos cinco itens assim referidos, para o diagnéstico de SM: medida da circunferéncia da

cintura abdominal maior do que 102 cm para homens, e maior do que 88 cm para

mulheres; triglicerideos séricos maior ou igual a 150mg/dL; HDL colesterol menor que 50

mg/dL para mulheres, e menor 40mg/dL para homens; pressao arterial sistémica sistolica
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maior ou igual a 130mmHg; presséo arterial diastdlica maior ou igual a 85 mmHg e
glicemia de jejum maior ou igual a 110mg/dL(17).
A SM se acompanha de varios fatores de risco de origem metabdlica, que levam a

um risco aumentado para doencas cardiovasculares e DM2 (18).

2 Resisténcia a insulina
2.1 Sinalizacdo da insulina
A insulina exerce sua atividade inicialmente ligando-se a um receptor de superficie
celular. A cadeia de sinalizagdo da insulina se encontrada alterada na resisténcia a
insulina e na DM2.
A sinalizacgdo intracelular da insulina comega com a sua ligagdo a um receptor especifico
de membrana, composto por duas subunidades £ e duas subunidades 3. A ligacao da
insulina a subunidade £ estimula a autofosforilagdo da regiao intracelular da subunidade
do receptor.

O IRS-1 (insulin receptor substrate |) e outros substratos do receptor de insulina
( IRS-2,-3.-4) sao fosforilados apds estimulo da insulina e exercem fungdes adaptadoras
entre o receptor de insulina e outras proteinas intracelulares, como a fosfatidilinositol 3—
quinase (Pl 3-quinase). A contribuicdo desses substratos para a resisténcia a insulina e
diabetes foi testada através da producdo de camundongos sem os genes que codificam o
IRS-1 e IRS-2 (“knockout” de IRS-1 e IRS-2). O camundongo que ndo expressa o IRS-1
apresenta resisténcia a insulina e retardo de crescimento, mas ndo € hiperglicémico. Foi
demonstrado que o IRS-2 poderia compensar parcialmente a auséncia de IRS-1, o que
explicaria o fendtipo de resisténcia a insulina sem hiperglicemia do camundongo
“knockout” de IRS-1. O camundongo que nao expressa IRS-2 foi gerado e apresentou

fendtipo diferente do camundongo sem IRS-1: hiperglicemia acentuada devido a diversas
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anormalidades na acgado da insulina nos tecidos periféricos e faléncia da atividade
secretéria das células R acompanhada de reducgédo significativa da massa de células B
pancreaticas. Esse fendtipo € muito semelhante com a DM2.

A insulina desencadeia a ativacao do seu receptor e a fosforilacdo das proteinas IRS em
residuos de tirosina. A fosforilagdo das proteinas IRS cria sitios de ligagdo para a PI-3
quinase, promovendo a sua ativagdo. A PI-3 quinase ativada converte Pl-4 ou PI 4,5,
fosfato em PI1 3,4 e Pl 3,4,5 (PIP3). O PIP3 pode se ligar a proteina quinase B (PKB) e a
PDK -1 (fosfatidilinositol 3,4,5- quinase fosfato dependente). A co-localizagdo da PKB e
da PDK na membrana celular possibilita a fosforilagdo da PKB 3-8 pela PKD-1. A
proteina quinase B ativada regula varias cascatas de quinases intracelulares envolvidas
na transmissao do sinal de insulina até a captacao de glicose, a sintese de glicogénio e a
sintese protéica. Além de fosforilar a PKB, ha evidéncias que a PDK-1 seja capaz de
fosforilar isoformas de proteina quinase C (PKC), as quais podem mediar a sintese
protéica estimulada pela insulina (19). As isoformas de PKC estdo envolvidas no
transporte de GLUT4 para a membrana celular, para a captagao de glicose ( Figura 2).

O receptor de insulina, além de ser fosforilado em tirosina, também pode ser
fosforilado em serina, o que diminuiu a transmissao do sinal, diminuindo a capacidade do
receptor em se fosforilar em tirosina apds o estimulo com a insulina. Essas fosforilagcoes
inibitérias causam feedbak negativo na sinalizagao insulinica e pode provocar resisténcia
a insulina ( Figura 3).

Alguns estudos das etapas iniciais da sinalizacdo de insulina na musculatura de
diabéticos, quando comparados aos controles, demonstraram redugao na fosforilagao de
IRS-1 e da ativacado da Pl-quinase, assim como reducao da expressao de IRS-1 e PI 3-

quinase, nos pacientes diabéticos (20).
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Figura 2. A¢ao usual da insulina no musculo.
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Figura 3. Fosforilagcao do receptor de insulina em serina.

A insulina também altera a quantidade de acidos graxos livres liberados da
gordura visceral (21). O aumento do fluxo direto de acidos graxos na veia porta para o
figado modula a sensibilidade a insulina nesse 6rgéo, regulando a produgao de glicose.

Estudos de Boden e Griffin propuseram que a elevagao de acidos graxos livres
resultaria em ativagdo da proteina quinase C (PKC), levando a fosforilagdo em serina de
IRS-1, o que reduz a capacidade do IRS-1 de se ligar e ativar a PIl-3-quinase, resultando
em transmissao reduzida do sinal de insulina em dire¢ao a translocagao de GLUT 4 para

a membrana celular. Dessa forma, esses estudos propdem que os acidos graxos livres
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podem reduzir a captacao de glicose celular, interferindo diretamente na cascata de
proteinas envolvidas na transmiss&o do sinal de insulina (22,23).

Fatores ambientais interagem com suscetibilidade genética na patogénese da
DM2. Obesidade e sedentarismo sao fatores que contribuem para a resisténcia a insulina.
Foi demonstrado que a sensibilidade a insulina pode melhorar com o aumento da
atividade fisica, independentemente da reducao de peso e de mudancgas na composigao
corporal, e que o principal efeito do exercicio pode ser o aumento da expressao de
elementos intracelulares da via de sinalizagdo da insulina, em particular dos
transportadores de glicose na musculatura esquelética (24).

Obesidade causa resisténcia periférica a insulina e diminui a sensibilidade das
células pancreaticas a glicose. O padrdao de distribuicdo e provavel anormalidade no
receptor 3 3 adrenérgico parecem contribuir (25).

A concentragdo plasmatica de acidos graxos encontra-se aumentada em
pacientes obesos. Uma alta concentragdo plasmatica de acidos graxos €& um fator de
risco para DM2 (26).

Estudos em animais geneticamente obesos sugerem que um aumento na
liberacdo de TNF-alfa pelos adipécitos deve exercer um papel importante na alteragao
das ac¢des da insulina. Essa observacgao é baseada no estudo em que a administracdo de
anticorpos anti-TNF-alfa melhorou a utilizagao da glicose em ratos obesos, e ratos obesos
geneticamente com auséncia de TNF-alfa apresentaram sensibilidade normal a insulina.
Em outros estudos, a redugdo de peso nesses animais foi associada com melhora da
atividade da insulina e diminuigdo da expressao do gene TNF-alfa (27-30).

Através de observacgdes foi sugerido que a deficiéncia de adiponectina, horménio
produzido pelos adipdcitos, causa resisténcia a insulina e posteriormente diabete tipo 2

(31).
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Estudos epidemioldgicos tém confirmado a importAancia de marcadores e
mediadores inflamatérios na patogénese da resisténcia a insulina. Aumento dos niveis
desses marcadores e mediadores inflamatérios, como fibrinogénio, proteina C reativa, IL-
6, inibidor do ativador do plasminogénio-1 (PAI-1), e leucécitos correlacionaram-se com a
ocorréncia de DM2 (32-34). A ativagdo dos IRS-1 em serina, ativa o fator de migracao e
crescimento de células musculares lisas (MAPK) e o fator de transcrigdo celular (NF-kB),
que com citocinas pro-inflamatérias e TNF-alfa, promove inflamacao e aterogénese.

O NF-kB corresponde a uma familia de fatores de transcrigdo celulares envolvidos
na expressao de uma grande variedade de genes de que regulam a resposta inflamataria.
NF-kB permanece seqliestrado no citoplasma por proteinas inibitérias, as quais sao
fosforiladas por um complexo de quinases, permitindo a translocagcdo do NFkB para o
nucleo. A atividade quinase deste complexo é estimulada pelo fator de necrose tumoral
(TNF) alfa (35). A translocagao do NFkB ocasiona o aumento da expressao de numerosos
marcadores e potenciais mediadores de inflamacdo que causam resisténcia a insulina.
Obesidade induz a ativagao do fator de transcri¢gao celular (JNK), promovendo a ativagéo
de IRS-1 em serina que regula de forma negativa o sinal do receptor/IRS-1.

A obesidade e dieta gordurosa ativam NF-kB nos adipdcitos, hepatdcitos e

macrofagos.
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Figura 4. Resisténcia insulinica causada por acidos graxos no figado.

A resistina € um horménio produzido exclusivamente pelo tecido adiposo branco e
por mondcitos. E uma proteina com propriedades pré-inflamatérias como TNF-alfa e IL-6.
Promove a resisténcia insulinica por meio de aumento da gliconeogénese hepatica.
Outros estudos também encontraram efeitos na administracdo e neutralizagdo da
resistina na tolerancia a glicose no tecido muscular esquelético e adiposo, por meio da

modulagdo negativa da via de sinalizacdo da insulina para a captacéo de glicose (36).
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2.2 Resisténcia a insulina e figado

O acumulo de 4&cidos graxos livres no figado aumenta niveis de
diacylglicerol (DAG) intracelular que, atuando sobre PKC, promove a fosforilagdo do IRS-
1 em serina, causando resisténcia a insulina. PKC ativa NF-kB, aumentando os niveis de
TNF-alfa. Ocorre, entdo, resposta inflamatéria, apoptose, sintese de fatores de

crescimento, moléculas de adesao e esteato-hepatite ( Figura 4).

2.3 Resisténcia a insulina e inflamacéao

TNF-alfa causa resisténcia a insulina, ativando o fator de transcrigao celular (JNK),
que promove a fosforilacdo em serina do IRS-1. JNK atua sobre NF-kB, o que leva a
resposta inflamatoria, apoptose, sintese de fatores de crescimento, moléculas de adesao.
A ativacdo do IRS-1 em serina ativa o MAPK, diminuindo a captacdo da glicose pelo
GLUT4. Ocorre ativagdo da NF-kB que promove o aumento intracelular de citocinas pro-

inflamatérias e fatores de crescimento (Figura 5)(37).
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Figura 5. Resisténcia a insulina e inflamagéo.
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3 Hepatite pelo virus C
3.1 Epidemiologia da Hepatite pelo virus C

Estima-se que cerca de aproximadamente 170 milhdes de pessoas sejam
portadoras do virus da hepatite C crénica no mundo(38). A prevaléncia de anticorpos anti-
HCV (anti-HCV) nos Estados Unidos da América varia de 1,4%, em estudos com
doadores de sangue a 1,8% em pesquisa com a National Health and Nutrition
Examination Survey ( NHANES II1)(39). Estima-se que existam 3,9 milhdes de pessoas
com anti-HCV reagente nos Estados Unidos da América, dos quais 2,7 milhdes estejam
com hepatite cronica (40).

Nao se conhece ao certo a prevaléncia da infeccao pelo HCV no Brasil. Em
estudo transversal realizado em doadores de sangue, a prevaléncia de doadores com
anti-HCV positivo foi de aproximadamente 1,23%. Existem diferencas regionais da
prevaléncia de HCV no Brasil. (Portaria SAS-MS n° 863 de 4.11.02).

Segundo estimativa do Centers for Disease Control (CDC), o niumero de casos
novos de infecgdo aguda por HCV nos Estados Unidos da América diminuiu de
aproximadamente 230.000 por ano em 1980 para 36.000 casos por ano em 1998 (41). A
incidéncia anual esta diminuindo, pois a transmissao por transfusdo de hemoderivados,
diminuiu significativamente. O uso de drogas endovenosas, que continua a ser o principal
modo de contéagio, também esta diminuindo devido a conscientizacdo cada vez maior do
risco de compartilhar agulhas. Entretanto, um aumento na prevaléncia tem ocorrido
devido a contaminagdes anteriores. A maior incidéncia de infecgdo por HCV ocorre entre
as idades de 20 e 39 anos e a maior taxa de prevaléncia ocorre entre as idades de 30 a
49 anos (42).

A maioria dos pacientes infectados com HCV, nos Estados Unidos da América e

Europa, adquiriu a infeccao pelo uso de drogas intravenosas ou transfusdo de
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hemoderivados, porém a contaminagao por transfusido foi se tornando rara, a partir de
que a rotina de triagem soroldgica para HCV do sangue doado passou a ser realizada
desde 1990. Mais recentemente, apds a introdugdo de mais um teste de triagem para
hemoderivados, além do anti-HCV, o Teste de Amplificacao Nucléica (NAT), que detecta
material genético do virus, o risco de contagio por transfusdo diminuiu proximo a zero

(43).

3.2 Histéria natural da hepatite pelo virus C

A infeccao pelo HCV pode resultar em hepatite aguda e crénica. Hepatite cronica
por HCV é a causa mais comum de doenca hepatica crénica e a mais frequente indicacao
de transplante hepatico nos Estados Unidos da América.

Na fase aguda, o periodo médio de incubagdo é de 7 a 8 semanas. Sintomas
adicionais sao similares aos de outras formas de hepatites virais agudas, incluindo mal-
estar, nausea, dor no quadrante superior direito (44). Nos pacientes que apresentam os
sintomas agudos, a duracao destes é de 2 a 12 semanas. Faléncia hepatica fulminante é
rara, sendo comum em pacientes com infec¢ao cronica por HBV associada (45,46). Cerca
de 85% dos individuos infectados pelo HCV nao eliminardo o virus e desenvolverao
hepatite crénica de gravidade variavel (47-49). A taxa de eliminagdo espontanea do virus
apos a persisténcia por 6 meses € muito baixa. O mecanismo responsavel pela alta
prevaléncia de infecgdo crbnica nao esta esclarecido. Deve estar relacionado com a
diversidade genética do virus e com sua tendéncia a rapida mutagao, permitindo o
constante escape do HCV do reconhecimento imune (50,51).

A hepatite crénica leve afeta 50% dos pacientes (49). A evolugcdo é lenta,
caracterizada por niveis flutuantes de transaminases, durante muitos anos. Hepatite
cronica moderada ou grave é observada em 50% dos pacientes com diagndstico recente

e niveis elevados de ALT. Varios estudos tém fornecido estimativas da proporcédo de
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pacientes com infecgdo crbnica que desenvolverao cirrose no periodo de 20 anos.
Estimativas de estudos retrospectivos (17% a 55% ) tém sido maiores que estudos
prospectivos ( 7% a 16%). O consenso do National Institutes of Health sugere que o risco
atual esteja mais proximo dos estudos prospectivos. E estimado que a média de duracdo
de infeccdo entre os pacientes que desenvolverao cirrose seja de 20,6 anos (52-54).

A infecgao por HCV é responsavel por aproximadamente um tergo dos casos de
carcinoma hepatocelular. O risco de desenvolver carcinoma, uma vez que se desenvolveu
cirrose, é de aproximadamente 0% a 3% por ano (55,56).

Uma vez que a descompensagao da cirrose ocorra, a sobrevida em cinco anos é
de 50%. Havendo a ocorréncia de complicacbes secundarias a cirrose, o transplante
hepatico € a unica terapia eficaz. A recorréncia de infecgao por HCV no enxerto ocorre
em uma grande percentagem de pacientes. A sobrevida dos pacientes transplantados

com HCV é semelhante a observada apés o transplante por outras etiologias (57).

4. Associacdo da hepatite viral C e diabetes mellitus tipo 2

A infeccao cronica pelo HCV esta associada a um aumento da prevaléncia de
DM2. A prevaléncia de anticorpos para HCV na populagdo com DM2 varia entre 1,78 % e
12,1% (58-65). Tem sido reportada alta prevaléncia de HCV em pacientes diabéticos
guando comparados com nao diabéticos (66,67) e com a populagdo em geral (68-70). Ja
a prevaléncia de anticorpos anti-HCV em diabetes tipo 1 nao difere da encontrada na

populagao em geral (71,72).

Muitos estudos tém demonstrado que o aumento de infecgdo pelo HCV em
pacientes diabéticos nao esta relacionado aos principais fatores associados com a
contaminacdo pelo HCV (73-77). A prevaléncia de DM2 em pacientes com infecgéo

cronica pelo HCV sem cirrose varia de 4,9% a 33% (78-85).
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O grande estudo transversal de Metha e col., baseado nas informagdes do Third
National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES IIl), mostrou que pessoas
acima de 40 anos, HCV positivas, tém uma prevaléncia trés vezes maior de diabetes tipo
2 em relacdo as pessoas HCV negativas, mesmo apds ajuste para idade, etnia, IMC e
nivel socioeconémico. A prevaléncia de diabetes tipo 1(DM1) entre pessoas com infecgao
pelo HCV n&o se mostrou aumentada neste estudo (86). Da mesma forma, em outro
estudo o anti-HCV se mostrou associado a DM2 em individuos com idade de 35-49 anos
(87). Em estudo realizado por Knobler e col, com pacientes infectados pelo HCV sem
evidéncia clinica e histoldgica de cirrose hepatica, foi encontrada uma alta prevaléncia de
diabetes mellitus tipo 2 (33%) que foi seis vezes maior que o grupo controle pareado ( p<
0,001). Essa taxa aumentada nao foi encontrada em pacientes com infecgéo crdnica para

HBV (88).

Em nosso meio, a relagdo entre hepatite C e DM2 foi estudada por Cheinquer e
col. em 140 pacientes HCV positivos, dos quais 12% apresentaram diabetes. Entre os
pacientes que apresentaram DM2, a idade variou entre 42-80 anos (média 55,8+10 anos)
com mediana em 54 anos. No grupo com diabetes, 93% apresentaram cirrose,
comparativamente a 47% em pacientes sem diabetes. A associagao entre hepatite C e
diabetes, neste estudo, foi um achado particularmente associado a presencga de cirrose e

a idade acima de 50 anos (89).

No estudo realizado por Simo e col. uma alta prevaléncia de HCV foi observada
em pacientes diabéticos quando comparados a doadores de sangue, pareados para

fatores de risco para HCV (11,5% vs 2,5%; P<0,001) (90).

O estudo realizado por Rudone e col. teve como objetivo investigar a prevaléncia
de anti-HCV em pacientes diabéticos admitidos em hospital. O grupo-controle foi

constituido de doadores de sangue. Os pacientes diabéticos foram divididos em 2 grupos
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de acordo com status do anti-HCV e analisado para variaveis como: idade, duracéo da
doenga, tratamento para diabetes, admissdes hospitalares prévias e uso aparelhos com
agulhas para controle glicémico. Nao foi observada diferenga entre pacientes diabéticos
com anti-HCV positivo e negativo sobre o0 modo de tratamtento, admissdes hospitalares
prévias, ou uso de aparelho para coleta capilar de sangue. As observagdes desse estudo
indicam que praticas médicas ndo apresentam um papel na transmissédo nosocomial de

HCV em pacientes diabéticos (91).

Petit e col.investigaram fatores especificos virais e dos pacientes associados a DM
e a resisténcia a insulina em pacientes com infeccdo crénica pelo virus da hepatite C.
Cento e trés pacientes infectados pelo HCV foram estudados para avaliar o efeito do
gendtipo de virus C, ferro hepatico, esteatose, fibrose hepatica, IMC e histéria familiar de
diabetes na ocorréncia de DM2. HOMA-RI foi determinado em um grupo de pacientes nédo
diabéticos com objetivo de determinar os mecanismos associados de resisténcia a
insulina nesse grupo. Neste estudo os achados indicaram que idade, obesidade, fibrose
hepatica severa e historia familiar de diabetes auxiliam identificar os pacientes que
apresentam um risco potencial para o desenvolvimento de DM2. Foi observado que
resisténcia a insulina em pacientes ndo diabéticos infectados pelo virus C esta
relacionada ao grau de fibrose, que ocorre nos estagios iniciais do curso da infecgédo pelo

HCV (92).

A associagao entre a infecgao pelo HCV e DM2 tem sido um achado valido para
diferentes grupos étnicos (93-95). Okan e col. investigaram a prevaléncia de hepatite B e
C em pacientes DM2 em Gaziantep, Turkey. Seiscentos e noventa e dois pacientes DM2
foram comparados a um mil e quatorze doadores de sangue. Nao foi encontrada
diferenca significativa entre o pacientes diabéticos e o grupo controle para a

soropositividade de HBsAg (5,3% vs 5,1%, p>0,05). Em contraste anti-HCV foi
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significativamente mais frequente em pacientes diabéticos ( 7,5% vs 0,1%.,p >

0,0001)(96).

No estudo de Chen e col. o objetivo era investigar a prevaléncia e fatores de risco
intolerancia a glicose em pacientes chineses com hepatite C crénica e avaliar a relagao
do tratamento com interferon e a intolerancia a glicose nesses pacientes. Os autores
detectaram nesses estudos, que 34,6% dos pacientes chineses com HCV apresentaram
intolerancia a glicose. Os pacientes com infec¢ao pelo virus da hepatite C que eram mais
velhos, obesos, e tinham histdria de tratamento prévio com interferon e histéria familiar de

diabetes foram os mais suscetiveis a desenvolver diabetes (97).

A associagao entre HCV e pacientes coreanos diabéticos foi estudada por Ryu e
col.. O diabetes foi observado mais frequentemente em individuos infectados

cronicamente por HCV (24%) do que aqueles infectados por HBV (10,4%) (98).

Entre mulheres indias americanas, DM2 é mais comum entre as que sao HCV

positivas em relacdo as que nao sao, segundo estudo realizado por Wilson (99).

Além do diabetes, também ja foi relatada maior prevaléncia de intolerancia a
glicose em pacientes infectados pelo virus C. Nos pacientes HCV positivos com hepatite
cronica, foi observado um aumento da prevaléncia de intolerancia a glicose, em
comparagao aos pacientes HCV negativos portadores de outras doencgas hepaticas. Em
analise multivariada, a infeccdo por HCV se mostrou independentemente relacionada a
anormalidades de glicose em pacientes com hepatite crdénica, mas ndo em pacientes
cirréticos (100). Devido a alta prevaléncia de intolerancia a glicose e diabetes
encontradas em pacientes infectados pelo HCV, alguns autores sugerem que esse grupo
deva ser considerado de risco para o desenvolvimento do diabetes, e recomenda a

investigacao dessa patologia nesses pacientes (101).
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A cirrose esta especialmente associada a presenca de diabetes e leva a
intolerancia a glicose em mais de 80% dos pacientes (102) .Allison e col. estudaram
pacientes cirréticos, avaliados para transplante hepatico, e observaram uma prevaléncia
de DM2 quase cinco vezes maior nos pacientes com infecgao cronica pelo HCV. Entre os
pacientes HCV positivos estudados, 50% tinham DM2 em comparacéo a apenas 9% dos

66 pacientes HCV negativos (103).

Quando pacientes HCV positivos com cirrose sdo avaliados, a prevaléncia de DM2
varia de 19,6% a 50%, sendo maior do que a reportada em pacientes com hepatite
cronica (104-110). Pacientes cirréticos sem doenga hepatica colestatica apresentam uma
maior prevaléncia de diabetes, quando comparados com os pacientes portadores de
hepatite cronica, mas esse achado nao se mostrou significativamente diferente entre
pacientes cirréticos com ou sem infeccao HCV (111-117). A presencga de doenga hepatica
avancada parece ser um fator de risco para o desenvolvimento de diabetes maior do que

a infeccao por HCV (118).

A prevaléncia de diabetes em receptores no periodo de poés-transplantante
hepatico, infectados por HCV, tem se mostrado significativamente maior quando
comparados a pacientes transplantados por outras causas de faléncia hepatica (119-122).
A infecgao por HCV no estudo de Baid e col. mostrou ser um fator de risco independente
para o desenvolvimento do diabetes apds o transplante (123,124). Ainda que ocorra a
restauragao da fungao hepatica apds transplante, o diabetes mellitus é mais freqiiente
entre os pacientes que sao submetidos ao transplante por HCV do que por outras causas

(125).

No estudo feito por Lecube e col., em portadores de hepatite crénica sem diabetes
conhecido foi realizado o teste de tolerdncia a glicose em cinquenta pacientes HCV

positivos e comparados a cinqlenta pacientes HCV negativos, pareados para idade, IMC
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e sexo. Foram diagnosticados 18% de novos casos de diabetes e 30% de intolerancia a
glicose nos pacientes HCV positivos, o que representou uma diferenga significativa em
relacdo aos pacientes HCV negativos. Esses achados sugerem que o teste de tolerancia
a glicose deve ser adotado como teste de diagndstico para diabetes em pacientes

infectados por HCV (126).

E interessante observar que esta seja uma caracteristica inerente ao virus C, uma
vez que néo foi relatada uma prevaléncia aumentada de infecgao pelo virus da hepatite B

(HBV) em pacientes com diabetes (127-130).

4.1 Possiveis mecanismos envolvidos na associacao

A patogénese da associacao entre virus C e DM2 nao esta totalmente esclarecida.

A reducdo da sensibilidade a insulina tem sido sugerida com base em evidéncias
de estudos clinicos e experimentais. Ratos transgénicos para virus da hepatite C
apresentam marcada resisténcia insulinica e hiperinsulinemia quando estudados através
do teste de tolerancia a insulina (131), Estudos com bidpsias hepaticas de pacientes HCV
positivos nao-diabéticos mostram haver alteracdo na sinalizagao intracelular da insulina
(132). Se por um lado a resisténcia a insulina no figado pode elevar a glicemia, por outro
a mesma pode alterar o curso da hepatite C crbnica propiciando o surgimento, em alguns
casos, de esteatose que conhecidamente agrava a fibrose hepatica (133-135), ou mesmo
diretamente por mecanismos ndao bem conhecidos, mas provavelmente envolvendo a

producédo de citocinas estimuladoras de matriz extracelular.

O proprio processo inflamatoério causado pelo virus C pode através da ativacéo de
sinalizadores intra-celulares promover o surgimento de resisténcia a insulina. Citocinas

como TNF-alfa e a Interleucina-6 (IL-6), tém sido relacionados ndo somente a resisténcia
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a insulina, mas também ao risco de desenvolvimento de DM2 (136,137). Estudos tém
demonstrado que um aumento no nivel plasmatico do TNF-alfa em pacientes HCV
infectados (138,139) pode causar resisténcia a insulina inibindo a fosforilagdo do
substrato 1 receptor de insulina pela tirosina- IRS 1- (140). Estas evidéncias também
estdo presentes em estudos com animais. Em um estudo com ratos transgénicos para o
virus C, a resisténcia a insulina se desenvolveu, enquanto que o0 mesmo nao ocorreu o
mesmo em animais nao transgénicos. Outro estudo mostrou que uma dieta rica em
gorduras induz DM2 em animais transgénicos para o virus da hepatite C, mas ndo em

controles (141).

A base tedrica para este mecanismo seria de que a Hepatite C poderia induzir a
uma producdo aumentada de TNF-a. A ativagao do receptor do fator de necrose tumoral
(TNF)-alfa, através da ativacao da JNK, fosforila os residuos de serina nos substratos 1 e
2 do receptor de insulina (IRS-1-2), aumentado a produgéo de supressor de citocinas
(SOC3). O SOCS3 inibe a fosforilacdo do fosfatidilinositol-quinase 3 (PI3K). Todo esse
desarranjo na sinalizagdo intracelular de insulina bloqueia a translocacéo do transportador
da glicose GLUT4, do nucleo a periferia da célula, impedindo a captacao de glicose pela
célula hepatica. De fato alguns estudos tem mostrado haver correlagao entre TNF-o e a
presenca de hiperinsulinemia que, quando bloqueado com drogas anti-TNF-a, impedem o

desenvolvimento de resisténcia a insulina (142).

Além do TNF-a, IL-6 também esta envolvida na génese da resisténcia a insulina
através de sua acao inibidora no IRS-1 e do GLUT4. O efeito inibidor da IL-6 é
acompanhado por uma marcada reducao no IRS-1 mas ndo no IRS-2 e na fosforilagao
por tirosina estimulada por insulina. Como consequéncia, o GLUT-4 se encontra
significativamente reduzido (143). Pacientes infectados por HCV, apresentam niveis de

IL-6 maiores do que em individuos saudaveis (144,145). Uma evidéncia importante
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deriva do estudo de Lecube e cols. que verificaram que pacientes HCV positivos nao
diabéticos apresentavam resisténcia a insulina maior que em pacientes com outras
doencgas crbnicas hepaticas, e esta foi relacionada a ativacdo do sistema TNF-alfa e a
niveis de IL-6. A secrecao de insulina, assim como a resposta a infusdo de glucagon EV,
e de niveis séricos de peptidio-C foram mais altos nos pacientes HCV positivos, quando

comparados aos HCV negativos (146).

A esteatose hepatica pode estar envolvida no processo de agravamento da
resisténcia a insulina. Ela ocorre em mais de 50% dos pacientes com hepatite C crénica
(147,148) e os mecanismos envolvidos parecem ser genotipos-dependentes (149-151).
Alguns estudos sugerem que a esteatose pode ser causada diretamente pelo HCV, pois
uma associagao com o genétipo 3 foi encontrada (152,153), mas também esta fortemente
associada ao aumento do indice de massa corporal, a obesidade visceral e ao proprio
diabetes (154,155). A esteatose hepatica pode contribuir para a associagdo do diabetes
ao HCV, causando alteracdo na funcdo da insulina em diminuir a producao hepatica de

glicose, favorecendo assim a fibrose (156-158).

A prépria fibrose hepatica também se associa ao desenvolvimento de resisténcia
hepatica a insulina. Estudos mostram que pacientes HCV positivos com diferentes graus
de fibrose hepatica apresentam um aumento da insulina de jejum e uma diminuicdo da
sensibilidade a insulina (159,160). No estudo de Lecube e col. pacientes HCV positivos
sem fibrose também apresentaram resisténcia a insulina aumentada, quando comparados
a pacientes com cirrose biliar primaria com diferentes graus de fibrose hepatica e com
individuos saudaveis (161). A resisténcia a insulina tem sido descrita como um fator
independente em predizer a presenca de fibrose hepatica em pacientes HCV positivos. O
HCV é capaz de causar um aumento de resisténcia a insulina, ainda antes do

aparecimento de lesdo minima hepatica (162) e parece ser um fator de risco
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independente para uma resposta diminuida a terapia antiviral em pacientes com infeccao

cronica pelo HCV, em estudo realizado por Romero-Gomez e col. (163).

A Hiperinsulinemia também poderia explicar a resisténcia a insulina, através do
estimulo direto para proliferacdo de células estelares hepaticas, aumentado a secregao
de matriz extracelular (164). A hiperinsulinemia e hiperglicemia estimulam o fator de
crescimento tecido conectivo, citocina envolvida na progressao de fibrose hepatica e em

outros tecidos (165,166).

Outros mecanismos também tém sido postulados para explicar a alta prevaléncia
de diabetes em pacientes com infecgao pelo HCV. A questado da auto-imunidade tem sido
avaliada, e alguns estudos tem especulado que a infecgdo por HCV estaria associada a
desordens imunolégicas, como crioglobulinemia, glomerulonefrites, tireoidite e Sindrome
de Sjogren (167-169), poderia desencadear em uma reagdo autoimune contra as células
betas pancreaticas. Entretanto, estudos realizados avaliando a imunidade nao
encontraram associagao entre infeccdo pelo HCV e auto-imunidade contra células beta

pancreaticas (170-177).

Laskus e col. (178) documentaram a presenga do virus HCV nas células
pancreaticas. Masini e col. (179) detectaram particulas semelhantes do virus HCV nas
células beta pancreaticas, nos doadores de sangue HCV positivos que foram comparados
com pacientes anti-HCV negativos com hepatite cronica. Lecube e col. observaram um
aumento de secrecao de insulina através do HOMA-beta nos pacientes infectados pelo
HCV. Por outro lado, as caracteristicas clinicas do diabetes associado com a infeccao

pelo HCV séo similares ao DM2 e n&o ao DM1 (180).
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5 Avaliacado da resisténcia a insulina

Clamp euglicémico hiperinsulinémico

A medida do clamp euglicémico-hiperinsulinémico é o padrdo-ouro na avaliagao
da resisténcia a insulina. Permite examinar a sensibilidade tecidual a insulina, tanto em
musculo como no figado, bem como examinar a resposta da célula beta a glicose em
situagdes de constancia de glicemia e insulinemia. O clamp euglicémico-
hiperinsulinémico permite a mensuracao da captagao total de glicose em resposta a uma
hiperinsulinemia fixa. A determinagéo da sensibilidade a insulina pelo clamp é baseada no
conceito de que, em condi¢cdes constantes nos niveis de glicemia e hiperinsulinemia, a
quantidade de glicose consumida pelos tecidos seria igual a quantidade de glicose
infundida durante um teste no qual a glicemia € mantida dentro de limites constates e
normais. O teste pressupde a completa supressédo da producao hepatica de glicose, que
também pode ser quantificada independentemente pela infusdo concomitante de glicose
marcada radiativamente. Em funcao de sua dificil e cara aplicagao pratica cada vez mais
surgem medidas estimadas de resisténcia a insulina validadas a partir da sua

determinacgéao (181).

Insulinemia de jejum

A dosagem de insulina de jejum tem sido apontada como um método simples para
a avaliagao da sensibilidade a insulina no organismo. Em individuos resistentes a insulina,
as concentracdes plasmaticas de jejum se encontram elevadas e se correlacionam com a
intensidade da resisténcia a insulina determinada pelo clamp euglicémico
hiperinsulinémico(182). As desvantagens desta técnica, no entanto, € que apresenta
correlacdes fracas com a acédo insulinica in vivo. Dependendo do ensaio utilizado, pode
ter reacdo cruzada com a proé-insulina. A pré-insulina esta tanto ou mais elevada quanto

mais resistente a insulina é o individuo. Outro aspecto é que, em estado de jejum, a
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glicose € consumida principalmente pelos tecidos ndo-dependentes da agdo da insulina
para a sua metabolizacdo. Além do mais, ndo reflete a acdo da insulina em tecidos
dependentes de sua agdo, como os musculos. Por outro lado, a insulinemia de jejum
fornece uma boa avaliagao da sensibilidade hepatica a insulina.

HOMA-RI (Homeostatic Model Assesment)

Turner e col. desenvolveram um modelo matematico que prediz a sensibilidade a
insulina pela simples medida da glicemia e da insulinemia de jejum. Dele se extraem dois
indices ( HOMA-RI e HOMA beta ), que visam traduzir a sensibilidade a insulina e a
capacidade secretéria da célula beta. O modelo prediz insulinemia e glicemia para uma
dada sensibilidade e capacidade de secrecdo de insulina. Na publicagdo original, os
autores encontraram uma correlagao positiva e altamente significativa entre a RI avaliada
pelo HOMA e a pelo clamp ( r=0,88, p< 0,001) através da férmula matematica:

HOMA-IR= Glicemia ( nMol/L) x Insulina ( mU/mL): 22,5

O HOMA-RI ¢é um modelo matematico baseado em mecanismos fisiologicos,
sendo que as informagdes podem ser usadas para estimar fungdo da célula beta e
sensibilidade a insulina através de uma férmula, sem a necessidade de utilizar um
computador.

O HOMA peptideo C é uma versao computadorizada do HOMA 1, desenvolvido em
Oxford, o qual permite determinar a sensibilidade a insulina (%S) e fungao da célula beta
(%B) a partir de dosagens de glicose de jejum, e do peptideo. O racional deriva do
conceito de que o peptideo C é secretado de forma equimolar com a insulina a partir da
pré-insulina. Essa versdo permite a avaliacdo da sensibilidade a insulina em situagdes
onde a insulinemia pode estar sofrendo interferéncia de fatores externos como o uso de
insulina exégena. Entretanto a sua validagédo nesta situagdo ainda necessita confirmacéao

(183).
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JUSIFICATIVA PARA O ESTUDO

Considerando que aproximadamente 80% dos individuos positivos para HCV
tornam-se cronicamente infectados, e que desses, aproximadamente 70% apresentarao
alguma forma de progressdo, ha relevancia suficiente para que se avalie secrecdo e
resisténcia a insulina de pacientes com DM2, com e sem hepatite C, visto que DM2 e
HCV estao associadas a complicagdes cronicas significativas. Existe a necessidade de

avangar mais na compreensido dos mecanismos que regulam essa associagao.

OBJETIVO
Objetivo Geral

1. Avaliar a resisténcia e a secrecédo de insulina em jejum em pacientes com DM2 na

presenca do virus da hepatite C.

Objetivos especificos:
1. Avaliar o HOMA-RI em pacientes com DM2 com e sem Hepatite C
2. Avaliar o Peptideo C basal em pacientes com DM2 com e sem Hepatite C

3. Avaliar niveis séricos de proteina C ultra-sensivel e comparar com HOMA
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Increased Insulin Resistance and Hyperinsulinemia in Type 2 Diabetes Patients with

Naive-Treatment Chronic Hepatitis C Virus Infection.
ABSTRACT:

OBJECTIVE: To assess the level of insulin resistance and secretion in patients
with Type 2 Diabetes (T2DM) with untreated infection by HCV.

RESEARCH DESIGN AND METHODS: In a cross-sectional study 30 T2DM
patients, 15 HCV-positive (A) and 15 HCV-negative (B), paired for age, sex and BMI
were assessed for HOMA-IR, HOMA-C Peptide, HOMA-%B, fasting serum insulin (FSI)
and C-peptide. Clinical cirrhosis, neoplasia, HIV co-infection, previous treatment for
HCV/HBYV infection, alcohol intake, use of insulin, thiazolidinediones and glucocorticoids
were excluded. Patients remain 12h fasting and off metformin or glyburide before the

study.

RESULTS: HOMA-IR was higher in A than in B respectively: meantSE 7.05+2.11
vs. 3.621+0.45: p=0.040; HOMA-C-peptide was higher in A than in B, respectively:
3.361£0.43 vs. 1.9610.29 p=0.017. FSI was higher in A than in B, respectively 118.4124 1
pmol/L vs. 67.5t7.71 pmol/L, p=0.029. Mean C-peptide was higher in A than in B,
respectively: 1.215£0.130 nmol/L vs. 0.813+0.121nmol/l, p=0.032. Mean HOMA-%B was
higher in A than in B, respectively: 50.5% 8.7 and 28.71+4.1, p=0.032, despite similar fasting
plasma glucose, age, gender, BMI, abdominal circumference, HbA1c, lipid profile,

frequency of metabolic syndrome, systolic blood pressure and family history of T2DM.

CONCLUSIONS: T2DM patients infected with hepatitis C virus present increased
insulin resistance, and hyperinsulinemia which is independent of traditional determinants

of insulin resistance.

Key words: Diabetes Mellitus, Hepatitis C virus, Insulin resistance.
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Several reports have revealed both a high prevalence of hepatitis C virus
(HCV) infection among type 2 diabetic patients (T2DM) ( 1,2,3 ) and a high prevalence of
T2DM in patients infected with HCV, when compared with other hepatic disorders ( 4,5,6 ).
Cirrhotic patients with HCV infection are twice as likely to have T2DM than patients with
hepatitis B virus infection (HBV) (3,7), and post-liver transplantation diabetes occurs more
frequently among patients who undergo transplantation for HCV infection than for other
conditions (8). Mechanisms involved in this association are still unclear, and have been
generally linked to an increase in insulin resistance (9) which might contribute to
progression to cirrhosis (10). However, data in studies in vitro have shown a decrease in
the ability of beta-cell in secreting insulin when the pancreas is infected by the HCV (11)
and even isolated cases of type 1 diabetes have been reported (12). The aim of the
present study was to assess insulin resistance and insulin secretion in T2DM patients

presenting with untreated chronic hepatitis C.
RESEARCH DESIGN AND METHODS
Patients:

We studied cross-sectionally 30 T2DM patients, 15 HCV-positive and 15
HCV-negative, paired for sex, age and body mass index (BMI). Medical records from 625
patients attending the Internal Medicine outpatient unit of Hospital de Clinicas of Porto
Alegre (HCPA), since January 2000 to June 2006, who were subjected to both an anti-
HCV and HbA1c tests were first screened (figure 1). Of the 97 HCV positive patients, 37
who were between 18 and 79 years of age and had confirmed T2DM by the ADA 1996
criteria were invited to take part in the study. Exclusion criteria included: 1) previous
treatment for HCV, HBV or HIV 2) current or past co-infection by HIV or HBV 3) evidence
of cirrhosis (platelet number < 150.000/uL; prothrombin time <70% of control; total
bilirrubin levels>1.2mg/dL); 4) BMI above 36kg/m% 5) use of glucocorticoid,
thiazolidinediones, carbamazepine or insulin; 6) any history of alcoholic beverage
consumption; and 7) patients unable to understand the informed consent form. Control
group were screened from the outpatients who attended the same unit of the hospital and
who had also confirmed ADA 1996 T2DM criteria and at least one non-reactive test to

HCV. The sampling was performed consecutively, according to age, sex and BMI.
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Protocol

Patients attended the unit in the morning, after a 12 h fast and after a
12h interruption of the oral anti-diabetic medication. A consent form was read and signed,
a questionnaire and physical examination, including weight, height, waist circumference,
and arterial blood pressure measurement was performed by the same team member, and
BMI was calculated [weight (kg) /height? (m)]. Waist circumference was measured on the
navel level. Blood samples were then drawn for laboratory analysis. The research project

and the questionnaire were approved by the Research Ethics Committee of the HCPA.

Assays

All patients were subjected to a second HCV antibody test by
chemoluminescence. Positive cases were also confirmed with qualitative polymerase
chain reaction (PCR). Blood glycated hemoglobin (HPLC); serum total cholesterol, HDL
cholesterol, triglycerides, plasma glucose (enzymatic method); and ultra-sensitive C-
reactive protein (nephelometry) were determined. Serum total insulin and C-peptide were
assayed, respectively, by electrochemiluminescence and chemiluminescence. Insulin
resistance was assessed by the mathematical model HOMA IR ( 23,25 ) using the
formula:

HOMA-IR = fasting glycemia(mmol/L)x insulin (uU/mL) / 22.5

HOMA-%B was calculated using with the formula:
HOMA-%B = (20 x fasting insulin (uU/mL) / (fasting glycemia(mmol/L) — 3.5.

HOMA C-peptide was calculated using the mathematical model of

Oxford, achieved by a computer calculation (13).
Statistics

Sample size was calculated through a pilot sample. In order to obtain a
80% statistical power with a 0.05% alpha, the estimated number was 23 patients in each
group. Due to the detection of a larger than expected difference between groups regarding
insulin resistance, the number of the study was 15 patients in each group. Data were

analyzed with the SPSS program version 14.0 and StatView. Analysis of categoric
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variables was carried out through the chi-square test or the Fischer's exact test.
Quantitative variables with normal distribution were analyzed by the Student’s T test. The

comparison between non-parametric variables was performed with the Mann-Whitney test.
RESULTS:

Baseline characteristics of the study groups are shown in Table 1.
Groups were similar in relation to age, sex, BMI, abdominal circumference, family history
of T2DM; systolic blood pressure, diastolic blood pressure, fasting plasma glucose,
HBA1c, and serum HDL cholesterol, total cholesterol, and triglycerides. In addition, we did
not observe a significant difference between the groups for the presence of metabolic
syndrome, in accordance with the NCEP/ATP III criteria. As regards the use of metformin,
sulfonylurea and thiazide diuretics there was no statistically significant difference between
the groups (Table 1). As expected, ALT levels were significantly higher in HCV positive

patients.

Mean HOMA-IR was higher in patients infected with HCV (p = 0.040).
Mean+SE for HCV positive and HCV negative patients were, respectively: 7.05 +2.11 and
3.62 * 0.45. (Figure 2). Mean HOMA C-peptide was also significantly higher in the HCV
positive group than in the HCV negative group respectively 3.610.39 and 2.45+0.36 p=
0.012, and QUIKI was decreased in the HCV positive compared to HCV negative,
respectively 0.301£0.006 and 0.321+0.005, p=0.027, thus confirming the presence of
greater insulin resistance in the HCV-infected group. Baseline serum insulin was higher in
HCV positive and HCV negative, respectively 118.4+24.1 pmol/L and 67.57.71 pmol/L,
p=0.029. Mean baseline C-peptide was increased in HCV positive patients when
compared to HCV negative patients, respectively: 1.215£0.130 nmol/L and
0.8131£0.121nmol/l, p=0.032). Mean HOMA-%B was also higher in HCV positive than in
HCV negative patients, respectively: 50.5+ 8.7 and 28.7+4.1, p=0.032. Mean C-
peptide/insulin ratio was similar in both groups, for HCV positive and negative patients
respectively: 0.013+£0.001 and 0.0141£0.002 p=0.72, indicating no difference in the

degradation of insulin between the groups (Figure 2).

When patients were analyzed for the daily dose of metformin or
glyburide, there were no difference in mean HOMA-IR or HOMA-C-Peptide (Table 2).
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We did not observe a correlation between ALT and the ultra-sensitive C-

reactive protein (r = 0.297, p = 0.15) (Data not shown).
CONCLUSIONS:

In this study we provide evidence that T2DM patients with untreated
chronic hepatitis C, when carefully matched for age, BMI, abdominal circumference,
fasting plasma glucose, HbA1c, serum lipid profile, frequency of metabolic syndrome,
arterial blood pressure and use of oral anti-diabetic agents, have a higher degree of insulin
resistance when compared to T2DM patients without HCV infection. On the other hand,
these patients also present fasting hyperinsulinemia rather than insulin deficiency, which is
due to insulin hypersecretion rather than to a decrease in hepatic insulin degradation.
Although some studies have reported increased insulin resistance in non-diabetic patients

infected with HCV (9,14), we did not find similar studies including only T2DM patients.

Mechanisms in which HCV can induce insulin resistance are not
completely known, but seems to be independent of BMI or liver fibrosis stage (9) and is
more severe in non-cirrhotic HCV infection than in patients with other hepatobiliary
diseases. In patients with chronic hepatitis C and chronic hepatitis B, matched by age,
sex, BMI and liver fibrosis stage, HOMA IR index was found higher in hepatitis C (14). In
fact, in a transgenic animal model, HCV core protein has been found able to induce insulin
resistance, steatosis and T2DM (14). The chief mechanism seems to be the
overproduction of TNF-alpha. It phosphorylates serine residues of the insulin-receptor
substrates 1 and 2 and enhances the production of suppressor of cytokines (SOC3). The
SOC3 substance inhibits the phosphorilation of Akt and PI3K, thus promoting

interferences in the GLUT-4 transactivaction. Overproduction of TNF-alpha has
frequently been seen in patients with chronic hepatitis C (15), and correlates to
accelerated fibrosis progression. The risk for the development of insulin resistance and
further appearance of DM is also greater in patients with higher TNF-alpha production.
These finding strongly suggest that increased insulin resistance is the chief mechanism in
which chronic HCV can lead to hyperglycemia in high risk populations and are indicative

that a direct effect of HCV may induce insulin-resistance.

The concomitant presence of cirrhosis is also an important issue. Liver

fibrosis progression has been considered for long-time responsible for the appearance of
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insulin resistance and T2DM in patients with chronic liver diseases. Cirrhosis can produce
insulin resistance through mechanisms that are not well known yet, possibly associated to
hyperinsulinemia, which would directly stimulate hepatic cells to proliferate and increase
the production of growth factors involved in the generation of fibrosis and extracellular
matrix (10). Insulin resistance can also promote liver fibrosis through increase in steatosis
and hyperleptinemia (16), and increase in TNF-alpha production associated to impaired
expression of PPAR receptors (17). Although mild fibrosis could only be identified by liver
biopsy, in the present study, we excluded the presence of advanced cirrhosis by the

absence of clinical, and biochemical evidences of advanced liver disease.

Approximately 40% of patients with HCV infection display symptoms of
some extra-hepatic manifestation during the illness (18), and isolated cases of type 1
diabetes have been reported (12). The presence of HCV infection in pancreatic R-cells of
human subjects has been described in a study using immunochemistry and electron
microscopy (11). The positive staining was present in about 40% of the examined cells
and the presence of morphological cell changes, including alterations in the shape, in the
integrity of mithocondria as well as in the function of islet cell, including reduced in vitro
glucose-stimulated insulin release, was observed. These results raised the possibility of a
direct cytopathic action by the HCV virus. In the present study we found increased mean
serum fasting insulin, HOMA-%B and C-peptide levels in patients with HCV, compared to
non-infected patients, indicating a relatively preserved R-cell function, although the

response to glucose stimulus was not assessed.

In liver cirrhosis, hyperinsulinemia has been reported to be related to
decreased hepatic insulin extraction by liver dysfunction rather than to pancreatic
hypersecretion. More than 50% of insulin is degraded in the liver at first pass, whereas C-
peptide is degraded in the kidney ( 7, 19 ). By this way, simultaneous measurements of C-
peptide and insulin could indicate a decrease in insulin degrading in the presence of
cirrhosis. In the present study, C-peptide/lnsulin relation was unchanged in both groups
thus confirming the presence of insulin hypersecretion rather than abnormal insulin

degradation, making the possibility of cirrhosis in this set of patients unlikely.

Recent evidence suggested that insulin-resistance induced by HCV
might be reversible after interferon-alpha treatment in non-diabetic patients (20).

Sustained responders improved HOMA IR, HOMA-%B and the hepatic expression of
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IRS1-2 in comparison to pre-treatment values and this effect did not seem to occur in non-
responders or relapsers. Focus in treating insulin-resistance in HCV patients may have
implications on the HCV outcomes once sustained virologic response to hepatitis C with
peg-interferon-a-2a is worse in patients with increased BMI (21) and insulin resistance

(22,25). Thus ameliorating insulin resistance might lead to a better response to interferon.

In conclusion, this study shows that T2DM patients with chronic
untreated hepatitis C are more insulin resistant than non-HCV infected patients. Further
studies are needed to address the question of reversibility of insulin-resistance in T2DM
patients with HCV.
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"Fundo de Incentivo a Pesquisa e Eventos” (FIPE) from the Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA).
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Table 1. Baseline characteristic of patients. Data are mean + SE, except for gender, family
history of T2DM, frequency of metabolic syndrome, metformin use, glyburide use and

thiazide diuretic use where frequency was used.BMI: body mass index, ALT: alanine

transaminase; CRP: C-reactive protein.

Characteristics HCV HCV p
Positive Negative

Age (years) 61.312.6 60.0£1.8 0.681
Gender (M/F) 6/9 6/9 0.990
BMI (Kg/m?) 28.4+1.2 28.9+0.7 0.726
Abdominal circumference (cm) 98.813.1 98.5+1.4 0.938
Systolic blood pressure (mmHg) 142.1 £4.9 136.6 £3.2 0.354
Diastolic blood pressure (mmHg) 88.5+2.8 875125 0.781
Family history of T2DM (frequency) 7/15 9/15 0.412
Glycated hemoglobin (%) 6.99 £0.42 6.81 £0.25 0.715
Fasting plasma glucose (mmol/L) 7.7310.67 7.33 £0.39 0.608
HDL Cholesterol (mmol/L) 1.37+0.11 1.28 £0.09  0.496
Total cholesterol (mmol/L) 4.59+0.23 4.93 £0.27 0.350
Triglycerides (mmol/L) 1.90+0.29 2.16+0.51 0.670
ALT (U/L) 60.5£10.6 24.1+3.5 0.005
CRP (mg/dL) 6.13+2.59 2.69+0.74 0.214
Serum albumin (g/dL) 4.35+0.11 4.31+0.06 0.771
Prothrombin Time (min) 13.1£0.62 13.0£0.27 0.836
Total Bilirrubin (mg/dL) 2.85+0.84 1.86+0.75 0.415
Metabolic syndrome (frequency ) 6/15 8/15 0.853
Use of metformin (frequency) 7/15 12/15 0.052
Median daily dose of metformin (mg/kg) 22.0+13.1 25.8+10.1 0.498
Use of glyburide (frequency) 7/15 8/15 0.990
Median daily dose of glyburide (mg/kg) 0.151£0.34 0,0810.04 0.470
Use of thiazide diuretic (frequency) 4/15 8/15 0.264
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Table 2. Measurements of insulin resistance and insulin secretion variables in relation to

recent use of Metformin (A) and Glyburide (B).

A Metformin No Metformin p

n 19 11 -

HOMA-IR 5.81+1.7 451+ 0.5 0.58
HOMA-C-peptide 2.56 £ 0.45 2.78 +0.24 0.73
HOMA-%B 88.4 +15.9 107.5+26.4 0.59
C-peptide (nmol/L) 0.93+0.14 1.12+0.10 0.27
Insulin (pmol/L) 93.6 +19.8 91.2+13.2 0.37
B Glyburide No Glyburide p

n 14 16 -

HOMA-IR 6.5+2.3 4.3+0.57 0.59
HOMA-C-peptide 2.71+0.41 2.62 +0.40 0.88
HOMA-%B 90.9+22.0 99.3+17.8 0.53
C-peptide (nmol/L) 1.07 £ 0.14 0.96 £ 0.06 0.59
Insulin (pmol/L) 103.2 +25.8 83.4+10.2 0.90




Figure 1
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625 patients with HCV and HbAlc
requested between june 2000 and june
2006.

528 anti-HCV negative

97 anti-HCV positive

60 without confirmed T2DM

37 anti-HCV positive with T2DM

15 patients T2DM
HCV negative
Age 18-79 years
BMI<36

5 using insulin

2 under treatment for HCVV/HIV

7 aged > 80 years

2 with cirrhosis

6 with BMI >36

15 patients T2DM HCV positive
15 patients T2DM HCV negative
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Insulin resistance assessed by HOMA-IR(A), HOMA C-peptide(C) and QUICKI(E), and
insulin secretion assessed by fasting serum insulin(B), HOMA-%B(D) and fasting C-
peptide (F), and C-peptide/insulin ration(G) in patients with type 2 diabetes with chronic

HCV infection(black bars) and no HCV infection (white bars).

Data are Mean + Standart Error
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AUMENTO DA RESISTENCIA A INSULINA E HIPERINSULINEMIA EM

PACIENTES DIABETICOS TIPO 2 COM HEPATITE VIRAL C NAO TRATADA.

RESUMO:

OBJETIVO: Acessar o nivel de resisténcia e secre¢cdo de insulina em pacientes

portadores de diabetes tipo 2 (DM2) com hepatite viral C (HCV) nao tratada.

DESENHO E METODO: Em estudo transversal com 30 pacientes DM2, 15 HCV
positivos (A) e 15 HCV negativos (B), pareados por idade, sexo, e indice de massa
corporal (IMC) foram avaliados HOMA-IR, HOMA-peptideo C, HOMA-%B, insulina de
jejum e peptideo-C. Cirrose clinica, neoplasia, co-infecgdo, tratamento prévio para
infeccdo por HCV/HBYV, ingesta de alcool, uso de insulina, tiazoledionas e glicocorticoide
foram excluidos. Os pacientes ficaram 12h em jejum e sem uso de metformina e

sulfoniluréia antes do estudo.

RESULTADOS: O HOMA-IR foi maior em A do que em B respectivamente:
média = DP 7.05 £ 2.11 vs 3.62 + 0,45: p=0.04. HOMA peptideo C foi maior em A do que
em B, respectivamente: 3.36 + 0.43 vs 1.96 + 0.29 p=0.017. Insulinemia de jejum foi maior
em A do que em B, respectivamente: 118.4 + 24.1pmol/L vs 67.5 £ 7.71pmol/L, p=0.029.
Peptideo C médio foi maior em A do que em B, respectivamente: 1.215 + 0.130nmol/L vs
0.813 = 0.121nmol/L,, p=0.032. Média HOMA-%B foi maior em A do que em B,
respectivamente: 50.5 + 8.7 e 28.7 £ 4.1, p=0.032, apesar dos pacientes se apresentarem
similares em relacdo a glicemia jejum, idade sexo, IMC (indice de massa corporal),
medidas de circunferéncia abdominal, hemoglobina glicada (HbA1c), perfil lipidico,

freqliéncia de sindrome metabdlica, pressao sistélica e histéria familiar de DM2.

CONCLUSAOQ: Pacientes portadores de DM2 com HCV apresentaram aumento de
resisténcia a insulina, e hiperinsulinemia que foram independentes dos determinantes

tradicionais de resisténcia a insulina.

Palavras-chaves: Diabetes Mellitus, hepatite viral C, resisténcia a insulina.
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Muitos estudos tém demonstrado uma alta prevaléncia de hepatite viral C (HCV)
entre os pacientes portadores de diabetes mellitus tipo 2(DM2)(1,2,3), e uma alta
prevaléncia de DM2 em pacientes com HCV, quando comparados com outras desordens
hepaticas(4,5,6). Pacientes com cirrose hepatica infectados pelo virus C apresentaram 2
vezes mais DM2 que os pacientes com hepatite viral B (HBV) (3,7), assim como DM2
pos-transplante foi detectada mais frequentemente entre pacientes que foram submetidos
a transplante hepatico, portadores do virus C do que por outras patologias (8).0s
mecanismos envolvidos nesta associagdo nao estdo esclarecidos, e tém sido
relacionados com a resisténcia a insulina (9) que pode contribuir para a progressao da
cirrose (10). Todavia, estudos in vitro tém demonstrado uma diminuicdo da habilidade da
célula beta em secretar insulina, quando o péncreas esta infectado pelo HCV(11) e

também um caso isolado de diabetes mellitus tipo1(DM1) foi reportado (12).

O presente estudo tem como objetivo avaliar a secregcao e resisténcia a insulina

em pacientes DM2 portadores crénicos de HCV néo tratada.

Método:

Pacientes:

Em estudo transversal, foram avaliados 30 pacientes portadores de DM2, 15 HCV
positivos e 15 HCV negativos, pareados para sexo, idade e IMC. Inicialmente, 625
pacientes consultantes no ambulatério de Medicina Interna do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA) no periodo de janeiro de 2000 a junho de 2006 submetidos aos
exames de anti-HCV e a hemoglobina glicada (HbA1c), foram selecionados a partir da
revisdo dos prontuarios medicos, (Figura1). Dos 97 pacientes anti-HCV positivos, 37 com
idade entre 18 e 79 anos, que tiveram o diagnéstico de DM2 confirmado pelos critérios da

Associagdo Americana de Diabetes (ADA) 1996, foram convidados a participar do estudo.
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Os critérios de exclusao foram: 1) tratamento prévio para HCV, HBV ou HIV; 2) co-
infecgao para HIV ou HBV; 3) evidéncia de cirrose (contagem de plaquetas < 150.000/uL;
tempo de protrombina <70% do controle; niveis de bilirrubina total > 1.2mg/dL); 4) IMC
acima de 36kg/m?; 5) uso de glicocorticéide, tiazolediona, carbamazepina ou insulina; 6)
histéria de consumo de élcool e 7) pacientes incapazes de entender o consentimento

informado.

O grupo controle foi selecionado a partir de pacientes consecutivos, consultantes
no ambulatério de Medicina Interna do HCPA, com o diagndstico de DM2 confirmado

pelos critérios da ADA 1996 e pelo menos um teste nao reativo para anti-HCV.

Protocolo

Os pacientes compareceram no ambulatério pela manha, apds 12h de jejum e de
interrupcdo da medicacao. Apods leitura e assinatura do Consentimento Esclarecido e
Informado responderam a um questionario. O exame fisico incluindo peso, altura, medida
da circunferéncia abdominal e medidas da pressao arterial, foi realizado apdés por um

médico e estudante de medicina previamente treinados.
O IMC foi calculado pelo [peso(Kg)/altura %(m)].
A medida da circunferéncia abdominal foi realizada na altura da cicatriz umbilical.
Apos, foram colhidas amostras para a realizacao de exames laboratoriais.

Esse projeto de pesquisa, assim como o questionario aplicado foram aprovados

pelo Comité de Etica e Pesquisa do HCPA.
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Exames laboratoriais

Todos os pacientes foram submetidos a um segundo teste de pesquisa de
anticorpos para HCV pelo método de quimioluminescéncia. Resultados reagentes foram
confirmados por Polymerase Chain Reaction (PCR) qualitativo. Hemoglobina glicada
(HbA1c) foi realizada pela cromatografia liquida de alta performace (HPLC), colesterol
total, HDL colesterol, triglicerideos e glicose plasmatica pelo método enzimatico e a
dosagem de proteina C ultra-sensivel por nefelometria. Insulina total e peptideo C foram

realizados respectivamente, por eletroquimioluminescéncia e quimioluminescéncia.

A resisténcia a insulina foi calculada por modelo matematico HOMA-IR (23,25)

utilizando a férmula abaixo:
HOMA IR

glicemia de jejum(mmol/L) x insulina (uU/mL)/22.5

HOMA %B foi calculado utilizando a seguinte formula:

(20 x glicemia de jejum(uU/mL)/ (glicemia de jejum (mmol/L) - 3.5

HOMA Peptideo C foi calculado utilizando o modelo matematico informatizado de
Oxford.

Estatistica

O tamanho da amostra foi calculado a partir de uma amostra piloto. Para obter um
poder estatistico de 80% e um alfa de 0,05% o numero estimado, em cada grupo, foi de
23 pacientes. Devido a detecgdo de diferenca estatisticamente significativa entre os

grupos em relagédo a resisténcia a insulina, o numero de pacientes estudados em cada
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grupo foi 15. Os dados foram analisados pelo programa SSPS versdao 14 Stat View. A
analise das variaveis categoricas foi realizada pelo teste qui-quadrado e o teste exato de
Fischer. Variaveis quantitativas com distribuicdo normal foram analisadas pelo teste t de
Student. A comparacdo entre as variaveis ndo paramétricas foi realizada pelo teste de
Mann-Whitney.

Resultados:

As caracteristicas basicas dos grupos estudados estdo descritas na tabela 1. Os
grupos se mostraram similares em relagao a idade, sexo, IMC, medidas da circunferéncia
abdominal, histéria familiar de DM2, mediadas da pressao sistdlica e diastdlica, glicemia
de jejum, hemoglobina glicada (HbA1C), colesterol HDL, colesterol total e triglicerideos.
Também nao foi observada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos para a
presenca de sindrome metabdlica de acordo com os critérios do NCEP/ATP. A respeito
do uso de metformina, sulfoniluréia e diuréticos também nao foi observada diferenca entre
os grupos. Como esperado, os niveis de ALT se mostraram estatisticamente mais

elevados no grupo de pacientes HCV positivos.

A média do HOMA-IR foi maior nos pacientes infectados com HCV (p=0,04). A
média + SE para os pacientes HCV positivos e HCV negativos foi respectivamente:
7,05£2,11 e 3,62+0,45 (Figura 2). A média HOMA peptideo C foi significativamente maior
no grupo HCV positivo em relagdo ao grupo HCV negativo respectivamente 3,6+0,39 e
2,4510,36 p=0,012, e QUIKI foi menor nos pacientes HCV positivos comparados com os
pacientes HCV negativos, respectivamente 0,301+0,006 e 0,32110,005, p0,027,
confirmando a presenga de uma maior resisténcia a insulina no grupo infectado com
HCV. A insulina basal foi maior no grupo HCV positivo do que nos pacientes HCV
negativos, respectivamente 118,4+24,1 pmol/L e 67,5+7,71pmol/L, p=0,029. A média
basal do peptideo-C se mostrou aumentada nos pacientes HCV positivos quando
comparados com os pacientes HCV negativos, respectivamente: 1.215+0,130nmol/L e
0,81310,121nmol/L,p=0,032. A média do HOMA-%B foi maior no grupo HCV positivo do
que nos pacientes HCV negativos, respectivamente: 50,5+ 8,7 e 28,7+4,1, p=0,032. A

média da relacao peptideo C/insulina foi similar nos dois grupos, para os pacientes HCV
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positivos e HCV negativos respectivamente: 0,013+0,001 e 0,014+0,002 p=0,72,

indicando nao haver diferenca na degradacgao da insulina entre os dois grupos (Figura 2).

Quando os pacientes foram analisados em relagao a dose diaria de metformina ou
sulfoniluréia, nao foi detectada diferenga entre a media do HOMA-IR e HOMA-Peptideo-
C (Tabela2).

Nao foi observada correlacdo entre ALT e a proteina C ultra-sensivel
(r=0,297,p=0,15).

Conclusoes:

Neste estudo tivemos evidéncias que pacientes com DM2, portadores de HCV
crbnica nao tratada, pareados por idade, IMC, medidas da circunferéncia abdominal,
pressao arterial e uso de hipoglicemiantes orais apresentaram maior grau de resisténcia a
insulina, quando comparados com pacientes diabéticos sem infecgdo por HCV.
Apresentaram hiperinsulinemia ao invés de deficiéncia a insulina devido a hipersecrec¢ao
de insulina e ndo devido a diminuigdo de degradagao hepatica. Apesar de alguns estudos
terem reportado aumento de resisténcia a insulina em pacientes nao diabéticos infectados
pelo HCV (9,14), ndo encontramos resultados similares neste estudo, pois foram incluidos

somente pacientes diabéticos.

Os mecanismos que o HCV pode induzir a resisténcia a insulina nado esta
completamente entendido, mas parece ser independente do IMC ou do estagio de fibrose
hepatica(9) e é mais severo em pacientes HCV néo cirréticos do que em pacientes com
outras doengas hepatobiliares. Nos pacientes com HCV crbnica e hepatite B (HBV)
cronica, pareados para idade, sexo, IMC, graus de fibrose hepatica, indice HOMA-IR foi
maior em pacientes com HCV (14). Em estudo com animal transgénico, HCV se mostrou
capaz de induzir resisténcia a insulina, estatose e DM2(14). O principal mecanismo
parece ser a produgdo aumentada do Fator de Necrose Tumoral (TNF) alfa. TNF alfa
fosforila os residuos de serina dos substratos receptores de insulina (IRS) 1 e 2
aumentando a producao do supressora de citocinas (SOC3). O SOC3 inibe a fosforilagdo
de Akt e PI3K, promovendo interferéncia na transativagdo do transportador de glicose

(GLUT-4). A hiper-producdao do TNF-alfa freqientemente tem sido observada em
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pacientes com HCV crénica (15), e tem sido correlacionada com a progressao da fibrose.
O risco de resisténcia a insulina e aparecimento de DM2 é maior em pacientes com maior
producdo de TNF-alfa. Esses achados reforcam a sugestdo de que o aumento da
resisténcia a insulina € o principal mecanismo no qual HCV crbénica pode levar a
hiperglicemia em populagado de risco e sdo indicativos que o HCV por efeito direto, pode

induzir a resisténcia a insulina.

A presengca concomitante de cirrose é também uma questdo importante. A
progressao da fibrose hepatica foi considerada por muito tempo responsavel pelo
aparecimento da resisténcia a insulina e DM2 em pacientes com doencas hepaticas
cronicas. A cirrose pode produzir resisténcia a insulina através de mecanismos ndo muito
compreendidos ainda, possivelmente associados a hiperinsulinemia, que pode
diretamente estimular a proliferacao de células hepaticas e aumentar a producao de fator
de crescimento envolvido na geracao de fibrose e matriz extracelular (10). A resisténcia a
insulina pode promover a fibrose hepatica também através do aumento de esteatose e ao
aumento da leptina (16), e aumentar a produgcdo de TNF-alfa associada a alteracdo na
expressao dos receptores PPAR (17). Apesar da fibrose em grau leve poder ser
identificada somente através de bidpsia hepatica, no presente estudo, excluimos a
presenca de fibrose avancada pela auséncia de evidéncias clinicas e bioquimicas de

doenga hepatica avancada.

Aproximadamente 40% dos pacientes com infeccdo pelo HCV apresentam
sintomas de alguma manifestagcdo extra-hepatica (18), e um caso isolado de diabetes
mellitus tipo 1(DM1) foi reportado(12). A presenca de infecgdo pelo HCV nas células beta-
pancreaticas foi descrita em pacientes em estudo utilizando microscopia eletrbnica e
imunoquimica (11). Uma coloracao positiva foi encontrada em aproximadamente 40% das
células examinadas e a presenca de alteragbes morfoldgicas incluindo na forma, na
integridade da mitocéndria, assim como na fungao celular, incluindo a observacao da
reducao in vitro, da liberagdo de insulina estimulada pela glicose. Esses resultados
levantaram a possibilidade de agao direta citoplasmatica pelo HCV. No presente estudo,
foi encontrado um aumento da insulinemia basal, do HOMA-%B e dos niveis de peptideo-
C, em pacientes com HCV, quando comparados com os pacientes nao infectados,
indicando uma preservacao relativa da funcdo de célula beta, apesar da resposta ao

estimulo a glicose n&o ter sido acessado.
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Na cirrose hepatica, foi reportado que a hiperinsulinemia estaria relacionada a
diminuigcdo de extragdo hepatica de insulina devido a disfungdo do figado assim como
devido a hipersecregdo pancreatica. Mais do que 50% de insulina é degradada pelo
figado, enquanto que o peptideo-C & degradado pelo rim(7,19). Por isso, medidas
simultédneas de insulina e peptideo-C podem indicar uma diminuicdo na degradacao de
insulina na presenca de cirrose. No presente estudo, a relacdo peptideo-C/insulina nao
apresentou diferengas em ambos os grupos confirmando a presenca de hipersecrecao de
insulina ao invés de uma degradagado anormal, confirmando ser pouco provavel a

presenca de cirrose nestes pacientes.

Evidéncias recentes sugerem que a resisténcia a insulina induzida pelo HCV
possa ser reversivel apds o tratamento com interferon-alfa em pacientes nao diabéticos
(20). Pacientes que apresentam uma resposta sustentada melhoram HOMA IR, HOMA-
%B e a expressao hepatica de IRS1-2 em comparagao a valores pré-tratamento, e este
efeito ndo parece ocorrer em pacientes que nao respondem ao tratamento ou naqueles
que apresentam reincidéncia da doenga. Foco em tratar resisténcia a insulina em
pacientes com HCV podera apresentar implicagdes na evolugédo da hepatite, uma vez que
uma resposta virolégica sustentada a hepatite C com peg-interferon-alfa-2a é pior em
pacientes com aumento do IMC (21) e resisténcia a insulina (22,25). A melhora da

resisténcia a insulina pode levar a uma melhor resposta ao interferon.

Em conclusao, este estudo mostrou que pacientes DM2 com hepatite C crbnica
nao tratada sdo mais resistentes a insulina do que pacientes ndo HCV infectados. Outros
estudos sao necessarios para responder sobre a reversibilidade da resisténcia a insulina

em pacientes DM2 com HCV.

Agradecimentos - Este estudo foi subsidiado em grande parte pelo Fundo de

Incentivo a Pesquisa e Eventos (FIPE) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).
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Table 1. Caracteristicas basais dos pacientes. Médias + erro padrao, exceto para género,

histéria familiar de DM2, freqiiéncia de sindrome metabdlica, uso de metformina, uso de

sulfoniluréia e tiazidicos. IMC: indice de massa corporal, ALT: alaninaminotransferase;

PCR-US : proteina C reativa ultra-sensivel.

Caracteristicas HCV HCV p
Positivo Negativo

Idade (anos) 61.3£2.6 60.0+1.8 0.681
Género (M/F) 6/9 6/9 0.990
IMC(Kg/m?) 28.4+1.2 28.9+0.7 0.726
Circunferéncia abdominal (cm) 98.8+3.1 98.5+1.4 0.938
Pressao arterial sistélica (mmHg) 142.1 +4.9 136.6 £3.2 0.354
Pressao arterial diastolica (mmHg) 88.51+2.8 875125 0.781
Historia familiar de DM2 (freqiiéncia) 7/15 9/15 0.412
Hemoglobina glicada (%) 6.99 £0.42 6.81 £0.25 0.715
Glicemia de jejum (mmol/L) 7.7310.67 7.33 £0.39 0.608
HDL colesterol (mmol/L) 1.37£0.11 1.28 £0.09 0.496
Colesterol total (mmol/L) 4.59+0.23 4.93 +0.27 0.350
Triglicerideos (mmol/L) 1.90%0.29 2.16%0.51 0.670
ALT (U/L) 60.5+10.6 24.1+£3.5 0.005
PCR-US (mg/dL) 6.13+£2.59 2.69+0.74 0.214
Albumina (g/dL) 4.35+0.11 4.31+0.06 0.771
Tempo de protrombina (min) 13.1£0.62 13.0£0.27 0.836
Bilirrubina (mg/dL) 2.85+0.84 1.86+0.75 0.415
Sindrome Metabdlica (frequéncia ) 6/15 8/15 0.853
Uso de metformina (freqiiéncia) 7/15 12/15 0.052
Dose média diaria/metformina (mg/kg) 22.0+131 25.8+10.1 0.498
Uso de sulfoniluréia (freqtiéncia) 7/15 8/15 0.990
Dose média diaria/sulfoniluréia (mg/kg) 0.1510.34 0,0810.04 0.470
Uso de tiazidicos(freqiiéncia) 4/15 8/15 0.264
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Tabela 2 Medidas de resisténcia e secrecao de insulina variaveis em relagao ao

uso recente de Metformina (A) e Sulfoniluréia (B).

A Metformina Metformina p

n 19 11 -

HOMA-IR 5.81+1.7 451+ 0.5 0.58
HOMA-C-peptide 2.56 +0.45 2.78 £ 0.24 0.73
HOMA-%B 88.4 £15.9 107.5+26.4 0.59
PeptideoC (nmol/L) 0.93+0.14 1.12+0.10 0.27
Insulina (pmol/L) 93.6 +19.8 91.2+13.2 0.37
B Sulfoniluréia Sem sulfoniluréia p

n 14 16 -

HOMA-IR 6.5+2.3 4.3 +0.57 0.59
HOMA-peptideo C 2.71+0.41 2.62 +0.40 0.88
HOMA-%B 90.9+22.0 99.3+17.8 0.53
PeptideoC (nmol/L) 1.07 £ 0.14 0.96 + 0.06 0.59
Insulina (pmol/L) 103.2+25.8 83.4+10.2 0.90




625 pacientes com HCV e HbAlc
solicitados entre junho 2000 e junho 2006.

528 anti-HCV néo reagentes

97 anti-HCV reagentes
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60 sem confirmacgédo de DM2

37 anti-HCV reagentes e DM2

15 paciente DM2
Anti-HCV néao
reagentes

Idade 18-79 anos
IMC<36

5 usando insulina

2 em tratamento para HCV/HIV

7 idade > 80 anos

2 com cirrose

6 com IMC >36

15 pacientes DM2, anti-HCV reagentes
15 pacientes DM2, anti-HCV ndo
reagentes
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