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RESUMO

Objetivos: A Hepatite C cronica é uma doenca
insidiosa e progressiva que necessita de avaliagdo
histolégica hepatica. Varios marcadores séricos tém
sido estudados. A Cartilagem Oligomérica da Matrix
Extracelular (COMP) é o quinto elemento da familia
das trombospondinas, proteinas extracelulares liga-
doras de célcio, sendo inicialmente isolada no tecido
cartilaginoso. Um tnico estudo investigou a expres-
sdao da COMP em tecido hepatico normal, portador
de cirrose e hepatocarcinoma. Nosso estudo visa ava-
liar os niveis séricos de COMP em pacientes portado-
res de hepatite C cronica.

Métodos e resultados: Niveis séricos de COMP
foram dosados em 10 pacientes com Hepatite C
cronica (casos) e 100 pacientes saudaveis (contro-
les). A diferenca entre a COMP dos dois grupos
nao foi significativamente estatistica e nem relaciona-
da ao estdgio clinico de fibrose hepética, genétipo
viral, niveis plaquetarios ou altera¢des de transami-
nases.

ABSTRACT

Purpose: Chronic hepatitis C is an insidiously
progressive disease, in witch repeated assessment of liver
histology is required. Various serum markers have now
been introduced. Cartilage oligomeric matrix protein
(COMP) is the fifth member of the trombospondin family
of extra cellular calcium-binding proteins. It was initially
isolated and characterized in cartilage tissue. One study
investigated the expression of COMP in normal liver, liver
cirrhosis and hepatocellular carcinoma tissues. Our present
aim was to asses the serum COMP in patients with chronic
hepatitis C.

Methods and results: Serum levels of COMP were
measured in 10 patients with chronic hepatitis C (cases)
and 100 healthy patients (controls). The difference between
two groups was not statistical significant and not related
to clinical stage of liver fibrosis, virus genotypes, platelets
or transaminases alterations.

Conclusion: COMP was absent or rarely expressed in
liver cirrhosis tissues. Others serum fibrotic markers have
now been studied.
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Conclusao: A COMP ndo encontra-se alterada em
pacientes com hepatopatia crénica pelo HCV. Outros
marcadores séricos necessitam ser avaliados.

DESCRITORES: MARCADORES BIOLOGICOS; TROM-

BOSPONDINAS; HEPATITE C CRONICA; COMP, HEPATITE C
CRONICA; CIRROSE HEPATICA.
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INTRODUCAO

A hepatite viral C é uma doenga progressiva
que raramente regride e pode resultar em cirro-
se hepatica com alto risco para carcinoma
hepatocelular (CHC). Embora a abordagem
histolégica seja necessaria para o manejo clinico,
a bidpsia hepatica estd potencialmente associa-
da a sérias complicacdes, além de ndo poder ser
repetida freqiientemente por razdes éticas. Ge-
ralmente, a dosagem sérica de alanina amino-
transferase (ALT) estd pobremente correlacio-
nada com a histologia hepatica, tendo, portanto,
um pequeno valor para o diagnostico histolégico.
Um marcador ndo invasivo para a verificacdo
da extensdo da fibrose hepdtica na hepatite
viral C seria de grande beneficio para o conhe-
cimento do estado clinico e prognéstico dos pa-
cientes®.

Recentemente, véarios marcadores para diag-
nostico de fibrose hepatica tém sido estudados,
entre eles o peptideo N-terminal do pré colageno
tipo III (PIIINP), a metaloproteinase (MMP)-1,
gelatinase A (MMP-2) e o tecido inibidor das
metaloproteinases (TIMP)-1®.

As trombospondinas (TSPs) compreendem
uma familia de glicoproteinas extracelulares
ligadoras de calcio. O protétipo do grupo é a
Trombospondina-1 (TSP-1), que tem fungdes na
agregacao plaquetdria, resposta inflamatoria e
regulacdo da angiogénese durante a cicatrizagao
tecidual e crescimento tumoral. Muitas dessas
propriedades sdo compartilhadas com a TSP-2.
Outra TSP que tem sido estudada é Proteina
Oligomérica da Matriz da Cartilagem (COMP ou
TSP-5), principalmente expressa nas cartilagens
e outros tecidos conectivos. Pouco se sabe sobre
a biologia da TSP 3 e TSP 4®.

As TSPs podem ser divididas em dois sub-
grupos de acordo com sua organizagdo mole-
cular: membros do subgrupo A (TSPs 1 e 2) sdo
trimeros e contém uma regido de seqiiéncia si-
milar ao pré-colageno, enquanto os do subgrupo

B (TSPs 3, 4 e 5) sdo pentameros e carecem desta
regido®?.

Os niveis de TSPs nos fluidos corporais e sua
distribuicdo no tecido mudam nos varios estados
patolégicos. Estdo ligadas ao crescimento de tu-
mores primdrios e a metastases, ao desenvolvi-
mento da placa aterosclerdtica, a malaria e ou-
tras doengas®.

Cada TSP tem um padrdo de expressao no
desenvolvimento tecidual durante a vida. Depen-
dendo do tipo celular e da TSP sdo vistas ati-
vidades adicionais, tais como: indug¢ado da or-
ganizacdo do citoesqueleto, migragdo celular,
modulacao da proliferagao celular e efeitos indi-
retos na fungao celular através da regulagado de
proteases extracelulares, ativagao ou inibigdo de
citocinas e fatores de crescimento®.

A COMP/TSP-5 é uma proteina ndo coldgena
existente na matriz cartilaginosa das articula-
¢oes®, mas também pode ser detectada em ten-
dodes, meniscos, membranas sinoviais, humor
vitreo e células musculares lisas vasculares, po-
rém em quantidades significativamente me-
nores®478). COMP/TSP-5 e seus fragmentos no
soro e sindvia tém sido correlacionados com
a osteoartrite, injaria articular e degradacao
cartilaginosa® MutacOes em seu gene causam
pseudoacondroplastia e displasia epifiseal mul-
tipla, que sdo condrodisplasias autossdmicas
dominantes caracterizadas por baixa estatura,
osteoartrite de inicio precoce e frouxiddo liga-
mentar®. A presenca dessa TSP e seu significa-
do biolégico fora dessas estruturas ja citadas nao
tém sido reportados®.

Em um dnico trabalho encontrado na revisao
de literatura, realizado por Xiao e colaboradores,
através das andlises com northern blot e western
blot, a COMP se mostrou ausente ou raramente
presente em tecido hepético normal ou com cir-
rose e significativamente expressa em carcinoma
hepatocelular®. Considerando que os fatores de
risco maiores para o desenvolvimento do CHC
sdo as hepatopatias cronicas, como a hepatite e
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cirrose, e visto que mais de 80% dos CHC se
desenvolvem da cirrose, a qual é caracterizada
por cicatrizes fibrosas e regeneracdo do pa-
rénquima, esse presente trabalho tem como
hipétese conceitual verificar se os niveis séricos
de COMP/TSP-5 sdao mais elevados em pa-
cientes com cirrose por hepatite viral C em
diferentes estagios, além de associar esses mes-
mos niveis com contagem plaquetaria, ami-
notransferases, grau de fibrose e genétipo viral
do paciente estudado.

PACIENTES E METODOS

Foram selecionados para esse estudo dez (10)
pacientes, do Servico de Gastroenterologia do
HSL-PUCRS, com diagnéstico de hepatite por
virus C, associados ao alcool ou ndo, confirma-
dos por PCR do HCV-RNA , com alteracdo de
transaminases, que foram submetidos a biépsia
num periodo ndo superior ha 12 meses e ainda
ndo tinham recebido terapia antiviral. Os pa-
cientes foram classificados conforme o grau de
fibrose de acordo com a classificacao de Desmet:
FO, auséncia de fibrose; F1, fibrose leve (fibrose
em regido portal); F2, fibrose moderada (septos
periportais ou portal-portal, mas com arquitetu-
ra preservada); F3, fibrose severa (fibrose com
distorcdo da arquitetura, mas sem cirrose); F4,
cirrose. Nenhum dos pacientes tinha evidéncias
de CHC. As amostras sanguineas usadas foram
capturadas no Laboratério de Patologia Cli-
nica do HSL-PUCRS durante a realizacdo dos
exames de rotina dos referidos pacientes, nao
sendo necessaria pungdo venosa nao prevista
no manejo habitual do paciente, tendo o mesmo
assinado o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

Individuos controles saudaveis, com média
de idade de 47 anos (28-64 anos) foram cem (100)
doadores de sangue estratificados por sexo e ida-
de pareados a populagdo em estudo, sendo utili-
zadas amostras do biobanco obrigatério do ban-
co de sangue do HSL-PUCRS. Os dados dos pa-
cientes foram obtidos através do questionério
realizado pelo hemoterapeuta na pré-triagem de
rotina, sendo acrescentadas duas perguntas re-
ferentes a histéria: presenga de doencas reumaéti-
cas articulares e ndo articulares e a presenca de
coronariopatia, sendo os portadores dessas
patologias excluidos. A triagem rotineira de
doadores de sangue inclui investigacdo de
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hepatopatias virais pré-existentes, além de outras
patologias de transmissdo sanguinea.

Critérios de exclusdao dos casos em estudo:
dados obtidos dos prontudarios ou base de dados/
biobanco dos pesquisadores titulares:

1. Doencas enddcrinas (tireopatia descom-
pensada, hiperparatireoidismo);

2. Histoéria de AVC ou AIT nos ultimos dois
anos;

3. Doenca renal (insuficiéncia renal, glome-
rulopatia);

4. Diatese hemorragica;

5. Infecgdes virais, bacterianas ou fangicas
ativas;

6. Doencas auto-imunes;

7. Hepatopatia cronica pos-tratamento.

A COMP foi dosada por teste imunoen-
zimatico quantitativo em fase solida de duas
fases baseado no principio sanduiche (AnaMar
Medical, Uppsala, Suécia). O sistema possui dois
anticorpos monoclonais dirigidos contra de-
terminantes antigénicos separados na molécula
da COMP. Durante a incubacdo, a COMP
da amostra reage com os anticorpos anti-COMP
conjugados com peroxidase e com os anticorpos
anti-COMP da fase sélida.

Como os desvios-padrdo sdo bastante dife-
rentes, optou-se pela utilizacdo de um teste ndo-
paramétrico para comparagdo entre os grupos. O
teste escolhido foi o de Mann-Whitney, também
conhecido pelo nome de “soma dos postos de
Wilcoxon”. O coeficiente de correlagdo de
Spearman (rho) foi usado para medir o grau de
relacionamento entre as varidveis que apresen-
tavam, no minimo, o nivel de mensuracio
ordinal.

RESULTADOS

A descricdo dos dez casos selecionados neste
estudo em relagdo as variaveis analisadas estd na
Tabelale 2.

Entre os 10 pacientes estudados, 5 pacientes
apresentaram hepatite viral C pelo genétipo 1
(50%) e 5 pelo gendétipo 3 (50%). A média de AST,
ALT e plaquetas foram, respectivamente, 85,6 (IC
95% 58,69 - 112,51); 119,2 (IC 95% 77,81 - 160,59)
e 173100 (IC 95% 141817 - 204382). Os achados
histol6égicos pela biépsia foram 2 pacientes com
F2 (20%), 5 pacientes com F3 (50%) e 3 pacientes
F4 (30%) (Tabelas 1 e 2).
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TABELA 1 - Amostra dos casos em estudo
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Paciente Idade Género COMP (U/1) Gen AST (UN) ALT (U/1) Plaquetas Fibrose
1 41 M 0,4 1 127 80 153000 4
2 50 F 1,2 1 99 153 188000 3
3 65 M 14,8 3 167 233 190000 2
4 50 F 30,0 1 61 99 101000 4
5 30 M 4,1 1 43 52 242000 2
6 60 F 6,9 50 55 120000 3
7 42 M 16,1 1 71 165 222000 3
8 50 F 7,2 3 69 160 199000 3
9 46 F 6,4 3 89 78 155000 3
10 49 M 8,1 3 80 117 161000 4

TABELA 2 - Estatisticas descritivas e Intervalo de Confianca (IC)

Intervalo de Confianca para média

Minimo Mediana Miéximo Média Desvio-padriao 95%
LI LS
AST 43 75,50 167 85,60 37,62 58,69 112,51
ALT 52 108,00 233 119,20 57,87 77,81 160,59
Plaquetas 101000 174500,00 242000 173100,00 43732,65 141,817,72 204,382,28

Primeiramente foi realizada a comparagao en-
tre a COMP dos dois grupos. O valor mediano
da COMP do grupo controle foi de 6,60 U/I
(IC 95% 6,27-7,46) enquanto o do grupo caso foi
de 7,05 U/1 (IC 95% 3,23-15,81). Apesar de trés
casos apresentarem niveis altos dessa trombo-

ficamos que ha correlacao apenas entre o name-
ro de plaquetas e o grau de fibrose da amostra
estudada (P < 0,05) (Tabela 4).

TABELA 3 - Comparacao da COMP entre grupos

spondina, a diferenca entre os grupos nao foi Grupo comp Te\s;qen%\fnae;n_
significativa ao nivel de 5% (Tabela 3). Minimo  Mediana  Méximo  Valor dep
Quando analisamos o grupo caso isolada- Controle m=100) 0,00 6.60 13.20 0,596
mente, através do coeficiente de Sperman (rho), Caso (n = 10) 0,40 7,05 30,00
comparando as varidveis AST, ALT, plaquetas, Total 0,00 6,60 30,00
genotipo, grau de fibrose e valor da COMP, veri- Teste de Mann-Whitney.
TABELA 4 - Associacdo entre rho e as demais varidveis
rho 1,000
AST Valor de p
ALT rho 0,527 1,000
Valor de p 0,117
Plaquetas rho -0,067 0,333 1,000
Valor de p 0,855 0,347
rho 0,104 0,104 -0,104 1,000
Genétipo Valor de p 0,774 0,774 0,774
Fibrose rho 0,079 -0,079 -0,671% -0,151 1,000
Valor de p 0,828 0,828 0,034 0,677
rho -0,188 0,503 -0,018 0,174 0,079 1,000
comr Valor de p 0,603 0,138 0,96 0,631 0,828
AST ALT Plaquetas Genotipo Fibrose comp
* Correlacao de Spearman ao nivel de 5%.
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DISCUSSAO

Atualmente sabe-se que 85% ou mais dos in-
dividuos com hepatite C aguda progredirao para
o estdgio cronico, entre os quais, aproximada-
mente, 20% irdo progredir para fibrose e cirrose
e, entre esses, 20% desenvolverdo CHC10,

Recentes estudos tém demonstrado que o
virus da hepatite C (HCV) pode ser classificado
em vdrios genotipos baseado nas variacdes da se-
qiiéncia de nucleotideos. A importancia clinica
do genétipo viral encontra-se na predigao da res-
posta terapéutica ao interferon, visto que alguns
trabalhos sugerem que pacientes com genétipo 1
tendem a ter pior histologia e desenvolver mais
freqiientemente CHC®. Nosso trabalho nao evi-
denciou esta correlagdo entre genétipo e grau
histolégico de fibrose.

Em pacientes com hepatopatia cronica, a
biépsia é o padrdo-ouro para determinar com
acurdcia o estdgio da doenga visando um possi-
vel tratamento, prognoéstico ou exclusao de ou-
tras patologias hepaticas. Entretanto, esse proce-
dimento envolve custos, experiéncia profissional
e esta associado a complica¢des em 0,3% dos pa-
cientes e a mortalidade em 0,018%@2. A decisdo
de realizé-la deve levar em conta que o paciente
freqiientemente apresenta doencga hepatica avan-
cada, com possivel coagulopatia e ascite. Entre
as complicacdes mais freqiientes encontramos a
hemorragia, disseminacao de células neoplésicas,
infeccdo e injuria visceral®. Um método labo-
ratorial simples e ndo invasivo que pudesse pre-
dizer o estdgio de fibrose e, portanto reduzir o
numero de bidpsias hepatica seria de grande
valia®1?. Baseados num tnico estudo prévio in-
tegrado (Alemanha, China e Estados Unidos)
realizado por Yi Xiao e colaboradores, desenha-
mos esse estudo, visando avaliar os niveis séricos
da COMP como um possivel marcador do grau
de fibrose hepatica. Entretanto, os nossos resul-
tados ndo evidenciaram de que a COMP se alte-
re de um grupo controle para o grupo de casos.
Embora tenhamos uma amostra populacional pe-
quena, salientamos que Yi Xiao evidenciou em
seu estudo que a expressao da COMP em tecidos
hepaticos cirréticos ndo era significativamente
diferente da expressdo em tecidos hepaticos nor-
mais.

Muitos estudos atentam para razao entre as
aminotransferases, por vezes em combina-
¢do com outros parametros laboratoriais para
predizer a severidade da fibrose ou cirrose he-
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patica?. Alguns trabalhos demonstram que ida-
de > 40 anos e a combinacdo de AST/ALT > 1
com contagem plaquetdria < 150.000 podem de-
tectar pacientes com fibrose severa (estagios 3 e
4). Contudo, devido a baixa sensibilidade desses
parametros, pacientes com contagem > 150.000
ou AST/ALT < 1 ainda requerem exame his-
tolégico do figado®'? Todos os pacientes da
amostra estudada apresentavam idade superior
a 40 anos, o que nos impossibilitou de realizar
tal correlacdo. A relacdo AST/ALT nio foi meta
desse estudo. A correlacdo entre nivel de con-
tagem de plaquetas e grau de fibrose confirmou
os achados ja descritos na literatura, onde quan-
to menor o nimero de plaquetas, maior o grau
de fibrose. Mesmo assim, como ji citado, os
pacientes necessitam submeter-se a biopsia he-
patica.

Concluimos que mais estudos devem conti-
nuar sendo realizados na busca de marcadores
séricos que possam auxiliar no diagnéstico de
fibrose hepatica dos pacientes portadores de
hepatopatias cronicas, independente de sua
etiologia.
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